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Kanser diinya iizerinde milyonlarca insani1 etkileyen onemli bir hastalik olarak karsimiza
cikmaktadir. Arastirmalar sonucunda onlarca farkli tipte kanser tiirli tanimlanmigtir. Prostat
kanseri en sik goriilen kanserler arasinda 6n siralarda gelmektedir. Prostat kanserine karsi tedavi
yontemlerinin gelistirilmesinde, bu kanserin biyokimyasal ve genetik parametrelerinin iyi
anlagilmasi 6nemli rol iistlenmektedir.

Kanser tedavisinde, son yillarda arastirmacilar tarafindan iki, ii¢ veya daha fazla anti kanser
etkisi olabilecek etken maddelerin birlikte denenmesi 6nem kazanmistir. Bu tarzda
uygulamalarin en 6nemli avantajlarindan bir tanesi ortaya ¢ikabilecek ila¢ direng olusumlarini
en aza indirmektir.

Taksan grubu bir kemoterapotik olan dosetaksel, prostat kanserinde tiibiilin
depolimerizasyonunu engelleyerek, mikrotiibiillerin stabilizasyonu yoluyla antitiimoéral etki
gostermektedir.

Deinococcus radiodurans bakterisinin hiicre duvarindan elde edilen deinoksantin ile yapilan
anti kanser ¢alismalarda pro-apoptotik ve anti-proliferatif ektisinin oldugu gérillmiistiir.

Tez kapsaminda dosetaksel ve deinoksantinin Prostat kanseri hiicre hatti1 (PC-3) iizerine anti-
kanser ve anti-proliferatif sinerjik etkisi incelenmistir. Bu kapsamda hiicre Kkiiltiiriine
maddelerin ayr1 ve kombinasyonlarimin uygulanmasi sonucunda; BAX, BCL2 ve CASPASE 3
genlerinin ifade diizeyleri ve protein seviyelerinin aragtirllmas1 RT-qPCR ve ELISA
yontemleriyle gerceklestirilmistir.
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Cancer is the most important disease affecting millions of people around the world. As a result
of research, dozens of different types of cancer have been defined. Prostate cancer is among the
most common cancers. A good understanding of the biochemical and genetic parameters of this
cancer plays an important role in the development of treatment methods against prostate cancer.

In the treatment of cancer, it has become important for researchers to test two, three or more of
the active substances that can have anti-cancer effects together in recent years. One of the most
important advantages of such applications is to minimize the emergence of drug resistance.

Docetaxel, a taxane group chemotherapeutic, has an antitumoral effect through stabilization of
microtubules by inhibiting tubulin depolymerization in prostate cancer.

Anti-cancer studies with deinoxant obtained from the cell wall of Deinococcus radiodurans
bacterium showed that it has pro-apoptotic and anti-proliferative effects.

Within the scope of the thesis, the anti-cancer and anti-proliferative synergistic effects of
Docetaxel and Deinoxanthin on Prostate cancer cell line (PC-3) were investigated. In this
context, as a result of applying separate and combinations of substances to cell culture; The
expression levels and protein levels of BAX, BCL2 and CASPASE 3 genes were investigated by
RT-gPCR and ELISA methods.
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1. GIRIS

Kanser viicudun herhangi bir organ ya da dokusundaki hiicrelerin anormal ve kontrolsiiz
biiyiimesi ve ¢ogalmasi sonucu olusan malign hastalik tablosudur (Bkz. Sekil 2.1). Kanser
hiicreleri anormal bir sekilde boliiniirler ve ¢cogalirlar dolayisiyla bulunduklar: alandaki
doku ve organlara baski yapma ve sikistirma gibi istenmeyen tablolara neden
olabilmektedirler. Kanser hiicreleri bulunduklari tiimorden ayrilirlarsa kan ve lenf
dolasimi1 yoluyla diger doku ve organlara giderek burada metastaz dedigimiz yayilimi

gerceklestirirler (Mackay vd., 2006; Hanahan ve Weinberg, 2011).

Kansere etkili tedavinin uygulanabilmesi i¢in 6zelliklerinin iyi bilinmesi gerekmektedir.
Kanser hiicrelerinin karakterizasyonunu yapilmasinda hiicre dongiisiiniin hizlanmast;
genomik degisiklikler, invaziv biiyiime; artan hiicre hareketliligi; kemotaksis; hiicresel
yiizeydeki degisiklikler; litik faktorlerin salgilanmasi vb. 6zelliklerinde faydalanilarak
yapilir. Kanserli hiicreler morfolojik olarak diizensiz boyut ve sekle sahip biiyiik bir
cekirdek ile karakterize edilir, niikleoller belirgindir, sitoplazma kit ve yogun renkli veya
tam tersine soluktur (Ba ve Catoi, 2007). Bildigimiz iizere kanser tek bir hastalik
degildir,120’den fazla ¢esidi mevcuttur (NCI, 2022).

Prostat kanseri, Bat1 diinyasinda erkeklerde en sik goriilen deri dis1 malignitedir ve uzun
stiredir heterojen bir hastalik oldugu bilinmektedir (Siegel vd., 2018). Prostat kanserinin
klinik gdriiniimii, lokalize tembellikten hizla ilerleyen 6liimciil metastatik hastaliga kadar
degisebilir (Sartor ve de Bono, 2018; Nelson vd., 2003). Erkeklerin ¢oguna organa sinirli
hastalik teshisi konmasina ragmen, uzun vadeli onkolojik sonuglar biiylik Olglide
degisebilir (Pound vd., 1999; Litwin ve Tan 2017). Ayrica, histomorfolojik ve molekiiler
tiimor Ozellikleri, farkli hastalar arasinda ve belirli bir tiimér icinde onemli ¢esitlilik
gosterir. Bu, tanisal zorluklar dogurur ve klinik yonetim i¢in 6nemli etkileri vardir. Primer
prostat kanseri teshisinin karmasikliginin ¢ogu, hastaligin c¢ok odakli yapisindan
kaynaklanmaktadir. Cok sayida rapor, primer prostat kanserlerinin >%80'inin ¢oklu
topografik ve histomorfolojik olarak farkli tiimdr odaklar1 gosterdigini belgelemistir

(Aihara vd., 1994; Andreoiu ve Cheng, 2010; Sartor ve de Bono, 2018).

Saglik sisteminde kullanilan kanser Onleyici kemoterapodtik ajanlarin ¢ogu, kanser

hastalarinin yagsam kalitesini 6nemli 6l¢ilide azaltan yan etkilere sahip olabilir. Bu sebeple,



kanser ilaglarin1 yeniden degerlendirerek, kanser ilact gelistirme siireclerinde geleneksel
ilag gelistirme siirecinin verimsizligini iyilestirebilir. Bu sekilde de prostat kanserinde
terapotik olarak kullanilmak {izere yeniden tasarlanan ilaglara odaklanmak kanserin
tedavisi agisindan onemli olabilecektir. Aragtirmacilarin bu dogrultuda yalnizca yeni
kanser ila¢ adaylarin1 kesfetmelerini yani sira, ayni zamanda farkl ilag tlirevlerini de
yeniden konumlandirma ¢aligmalart 6n plana ¢ikmaktadir. Prostat kanseri tedavisi igin
kullanilan ilaglar, doku tipinden bagimsiz olarak farkli kanser tiirlerinde ortak yollar veya
hedefler paylasilabileceginden potansiyel olarak diger kanser tiirlerinde kullanilabilir
(Shim ve Liu, 2014; Vanhaelen vd., 2017).

Dosetaksel, hormona direngli prostat kanseri tizerinde kesin etkisi olan ilk sitotoksik
ilagtir (Beer vd., 2005). In vitro deneyler, prostat kanseri hiicre hattinin biiytimesinin,
daha yiiksek hiicre i¢i ilag seviyesi ve daha uzun alikonma siiresi nedeniyle antikanser
aktivitesi taksolden daha yiiksek olan bir ilag olan dosetaksel tarafindan etkili bir sekilde
inhibe edildigini ortaya koydu (Che vd., 2013). Bununla birlikte, dosetaksel, 6zellikle
kalbe yonelik ciddi yan etkilerin olmadigi rapor edilmistir (Guillen vd., 2015).
Dosetaksel, prostat spesifik antijen artiglarin1 inhibe etme, agriyr giderme ve
kemoterapiden kaynaklanan advers reaksiyonlari azaltma etkileriyle tiimdriin ilerlemesini
geciktirebilir, semptomlar1 azaltabilir ve hasta Omriinii 6nemli Ol¢lide uzatabilir

(Tamatani vd., 2012).

Deinococcus radiodurans, iyonlastirict radyasyon, kuruma, UV radyasyonu, oksitleyici
ajanlar ve elektrofilik mutajenlerin neden oldugu bir dizi hasara kars1 dikkate deger bir
direng gosteren bir bakteridir (Makarova vd., 2001). Deinococcus radiodurans: bu
ekstrem sartlarda koruyan sistemlerden biride sentezlendigi karotenoidleri oldugu bir ¢ok
calismada rapor edilmektedir. Sentezlenen en 6nemli karotenoid ise deinoksantindir (Tian
vd., 2018; Ji, 2010, Cheng vd., 2014).

Deinoksantinin DNA iizerinde ¢ok gii¢lii koruyucu ve onarici etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Deinoksantinin yapisi birka¢ konjuge ikili baga ve ayrica 1c pozisyonunda
bir hidroksil grubuna sahiptir. Deinoksantinin antioksidan etkisi, verilen yapiya dogrudan
iligkilendirilebilir (Ji, 2010; Xu vd., 2007). Arastirmalar fukoksantin, deinoksantin, -
karoten ve neoksantin gibi maddelerin karotenoid grubu olup, oksidatif strese sebep olan

reaktif oksijen iiretimin artirarak kanserli hiicreyi apoptoza siiriikkledigini gostermistir.



Deinoksantinin ile yapilan ¢alismalar sonucunda anti kanser aktiviteye sahip oldugu ve
kolon, meme, prostat ve benzeri kanserler hiicre hatlar1 izerinde apoptotik stimiilator gibi
hareket ettigi c¢alismalarla ortaya konmustur (Choi vd., 2014). Kemoterapi
uygulamalarinda deinoksantinin yardimci kiir maddesi olabilecek bir etkiye sahip

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tez c¢alismas1 kapsaminda deinoksantin ve dosetakselin prostat pc-3 kanseri hiicre
hattinda sinerjik etkisinin incelemesi; Bcl-2, Bax ve Caspaz-3 genlerinin RT-gPCR
yontemi ile gen ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi ve ayni genlerin protein

seviyelerinin ELISA yontemi ile analizi yapilarak mukayese edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERIi

2.1. Prostat Kanseri

20. yiizyilin en korkulan hastaliklarindan biri olan kanser, 21. ylizyilda siireklilik ve artan
insidansla daha da yayiliyor. Ortaya ¢ikan durum analiz yapildiginda giiniimiizde her dort
kisiden biri yasam boyu kanser riski tasiyor. Insanlik icin 6nemli bir hastalik olan kanser,
milyonlarca insanin hastalanmasi ve c¢ogunlugunun hayatini kaybetmesine neden
olmaktadir. Bu sebeple de mortalite nedenleri arasinda ilk siralarda gelmektedir (Merey,
2002; Mackay vd., 2006). Prostat kanseri, diger tiim kanser tiirleri arasinda en sik goriilen
ikinci malign neoplazmdir. Amerika Birlesik Devletleri'ndeki prostat kanseri insidansi,
20. yiizyihn ikinci yarist boyunca istikrarli bir sekilde artti. Bu artis, yasam
beklentisindeki artisla ve buna bagl olarak prostat kanseri riski tasiyan yasli erkeklerin
sayisindaki artisla iligkili goriinmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde her yil iki yiiz
bin erkege prostat kanseri teshisi konuldugu rapor edilmektedir. Yasla birlikte kanser
goriilme siklig1 artar. Prostat kanseri de en sik teshis edilen kanser tiirii olup, 6liime neden
olarak ta kanser tiirleri arasinda ikinci sirada gelmektedir. 50 yasinda Amerikali bir
erkegin yasam boyu latent kanser riski %40, klinik olarak belirgin kanser gelisimi i¢in
%16 ve prostat kanserine bagli 6liim riski %2.9'dur. Prostat kanseri Amerika'da yilda
41000 6liime neden oluyor (Kuzgunbay ve Yaycioglu, 2015; Siegel vd., 2014; Mackay
vd., 2006).

Tiirkiye'de ise saglik bakanligi verileri prostat kanseri insidansinin 100.000'de 37,6
oldugunu ve en sik goriilen ikinci kanser tiiri oldugu bildiriliyor. Ayrica erkeklerde tiim
kanser tiirlerinin %28'ini olusturmaktadir (Kuzgunbay ve Yaycioglu, 2015; Siegel vd.,

2014; Capik, 2013; Cornford vd., 2017).

Yas en onemli risk faktoriidiir, ancak ailesinde prostat kanseri dykiisii olanlarda da risk
daha yiiksek orandadir. Prostat kanserinde ortalama yas 72'dir (Vinjamoori vd., 2012).
Afrika kokenli olup Amerika’da yasamin siirdiirenlerde, hastalik risklerinin artmasinin
yaninda, hastalik oranlari da yiiksektir. Ingiltere'de vakalarm %36'st 75 yasindaki
erkeklerde iken sadece %1'i 50'li yaslarin altinda oldugu teshis edildi. (Julie vd., 2009).

Prostat spesifik antijen (PSA) taramasinin yaygin kullanimi dahil olmak {izere diger



faktorlerin de yillik prostat kanseri insidansindaki artisa katkida bulundugu goriilmektedir
(Bkz. Sekil 2.2). PSA, prostat bezinin iyi huylu veya kotii huylu hiicre tarafindan iiretilen
bir glikoproteindir. PSA taramasi, ¢ok sayida yaygin asemptomatik prostat kanseri

vakasini tamimladi (Verim vd., 2013).
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2.2. Prostat kanseri risk faktorleri

2.2.1. Yas

Ilerleyen yas, prostat kanseri gelisimi ile iliskili en yaygin risk faktdriidiir. Tan1 konan
tiim vakalarin yarisindan fazlasi 70 yas ve iistii kisilerdir. Prostat kanseri insidansinin en

yiiksek oldugu yas 90 yas ve iizeridir (UK, 2017).
2.2.2 Etnik koken

Birlesik Krallik'ta erkeklerde yasam boyu prostat kanseri riski 8'de 1 iken, farkli etnik
kokene sahip erkekler arasinda onemli farkliliklar vardir (UK, 2017). Ingiltere'de, 4 siyah
erkekten 1'inin prostat kanseri teshisi konacagi tahmin edilmektedir, bu, beyaz erkeklerde
tahmin edilen oranin iki katidir. Asyali erkekler, 13 erkekten 1'inde meydana geldigi
tahmin edilen, yasam boyu en diisiik riske sahiptir. Benzer egilimler ABD'de de
goriilmektedir (Loyd vd., 2008; Jemal vd., 2017).

2.2.3 Aile Tarihi

Prostat kanseri olan birinci derece akrabasi olan erkeklerin prostat kanserine yakalanma
olasilig1 en az iki kat daha fazladir. Etkilenen iki birinci derece akraba ile risk daha da
artar. Meme kanseri olan bir annenin aile Oykiisii, prostat kanseri riskini 1.24 kat
arttirmaktadir. Bir bagka calisma, ailede hem prostat hem de meme kanseri 6ykiisiiniin,
yalnizca ailede prostat kanseri Oykiisiine kiyasla prostat kanseri gelisme riskini %89

oraninda artirdigin1 géstermistir (Bratt vd., 2016; Chen vd., 2008).

2.2.4 Genetik faktorler

Genom capinda iliskilendirme c¢alismalari, prostat kanseri riskinin artmasiyla iliskili
70'den fazla genetik varyasyon tanimlamistir. Bu varyasyonlarin ¢ogu diisiik prevalansa
sahip olmakla birlikte, kalitsal prostat kanseri riskinin yaklasik %30'unu olustururlar
(Eeles vd., 2013).

Artan meme kanseri riskindeki rolleri ile 1yi taninan BRCA1 ve BRCA2 genleri, prostat



kanseri insidansinin artmastyla da iliskilidir. Erken baglangicl prostat kanseri teshisi
konan erkeklerin %2'sinin BRCA2 mutasyonuna sahip oldugu tahmin edilmektedir, bu
oran genel popiilasyonda 300'de 1'dir (Edwards vd., 2013; Cuzick vd., 2014). Germline
BRCA2 mutasyonlari, 65 yasinda veya daha dnce prostat kanseri gelisme riskinin 8.6 kat
artmasiyla iliskilendirilirken, germline BRCA1 mutasyonu, 3.75 kat gibi daha miitevazi
bir risk artisi ile iligkilidir (Leongamornlert vd., 2012). BRCA2 mutasyonu ve yiiksek
PSA's1 olan erkeklerde, sonraki biyopside %48'inde prostat kanseri oldugu ve orta veya
yiiksek riskli hastaliga sahip olma olasiliginin daha yiiksek oldugu bulundu, bu da bu
popiilasyonda hedeflenen PSA taramasinin faydali olacagini diisiindiirmektedir (Bancroft
vd., 2014).

2.3. Prostat Kanserinde Evreleme

Prostat kanserinin evrelemesinde arastirmacilar tarafinda yaygin olarak kullanilan iki
sistem vardir. Birincisi 1975'te tanitilan “Jewett Sistemi” (A-D evreleri) ve ikincisi de
Amerikan Ortak Kanser Komitesi ve Uluslararasi Kansere Kars1 Birligi tarafindan
onerilen, Jewett Sistemindeki gibi T kategorilerindeki bazi alt kategorileri revize ederek
olusturulan TNM (Timor Nodu ve Metastaz) sistemidir (Jewett, 1975; UICC, 2002;
Bracarda vd., 2005).

TNM tanimlari Primer tiimor (T)

Tx: Primer tiimor degerlendirilemez,

TO: Primer tiimor kanit1 yok,

T1: Klinik olarak goriinmeyen tiimor, palpe edilemeyen veya goriintilleme ile
goriilemeyen,

T1la: Rezeke edilen dokunun %5 veya daha azinda tiimor tesadiifi histolojik bulgu,

T1b: Rezeke edilen dokunun %5'inden fazlasinda tiimor tesadiifi histolojik bulgu,

Tlc: igne biyopsisi ile tanimlanan tiimér (6rn. yiiksek PSA nedeniyle),

T2: Prostat i¢inde sinirli timor,

T2a: Tiimor bir lobun yarisini veya daha azini igerir,

T2b: Tiimor bir lobun yarisindan fazlasini igerir, ancak her iki lobu da igermez,

T2c: Tiimor her iki lobu da igerir,



T3: Timor, prostat kapsiilii boyunca uzanir,
T3a: Ekstrakapsiiler uzanim (tek veya cift tarafli),

T3b: Tumor seminal vezikiilleri invaze etti,

T4: Timor fikse veya seminal vezikiiller disindaki komsu yapilari invaze etmis: mesane

boynu, eksternal sfinkter, rektum, levator kaslar1 ve/veya pelvik duvar,

Patolojik (pT)

pT2 (Not: Patolojik T1 siniflandirmasi yoktur): Organ sinirli,

pT2a: Tek tarafli, bir lobun yarisin1 veya daha azin1 igeren,

pT2b: Tek tarafli, bir lobun yarisindan fazlasini tutan, ancak her iki lobu da icermeyen,

pT2c: Bilateral hastalik,

pT3: Ekstraprostatik uzanti,
pT3a: Ekstraprostatik genisleme,
pT3b: Seminal vezikiil istilasi,

pT4: Mesane, rektum invazyonu,
Bolgesel lenf diigiimleri (N)

Nx: Bolgesel lenf diigiimleri degerlendirilemez,
NO: Bolgesel lenf nodu metastaz1 yok,

N1: Bolgesel lenf diiglimii veya diigiimlerinde metastaz,
Patolojik

Nx: Bolgesel diiglimler 6rneklenmedi,
pNO: Pozitif bolgesel diiglim yok,
pN1: Bolgesel diigiim(ler)deki metastazlar,

Uzak metastaz (M)

Birden fazla metastaz bolgesi mevcut oldugunda, en gelismis kategori kullanilir, pM1c

en gelismis kategoridir.
Mx: Uzak metastaz degerlendirilemez
MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz



M1la: Bolgesel olmayan lenf diigiim(ler)i
M1b: Kemik(ler)
MIlc: Kemik hastaligi olan veya olmayan diger bolge(ler)

Histolojik derece (G)

Gx: Not degerlendirilemez

G1: lyi diferansiye (hafif anaplazi) (Gleason 2-4)

G2: Orta derecede diferansiye (orta derecede anaplazi) (Gleason 5-6)

G3-4: Yetersiz diferansiye/farklilasmamis (belirgin anaplazi) (Gleason 7-10) (UICC,
2002; Bracarda vd., 2005)

Jewett evreleme sistemi

Evre A: Klinik olarak saptanamayan tiimdr prostat bezi ile smirlidir ve prostat
cerrahisinde tesadiifi bir bulgudur.

Alt evre Al: lIyi diferansiye, fokal tutulum, genellikle tedavi edilmez.

Alt evre A2: Orta derecede veya zayif farklilasmis veya bezde birden fazla odak igerir.
Evre B: Prostat bezine sinirli timor

Alt Asama BO: Palpe edilemez, PSA tarafindan algilandi.

Alt Evre B1: Prostatin 1 lobunda tek nodiil.

Alt Asama B2: 1 lobun daha genis tutulumu veya her iki lobun tutulumu.

Evre C: Klinik olarak periprostatik alana lokalize olan ancak prostat kapsiilii boyunca
uzanan timor; seminal vezikiiller tutulabilir.

Alt Asama C1: Klinik ekstrakapsiiler uzatma.

Alt evre C2: Mesane ¢ikis1 veya iireter obstriiksiyonu olusturan ekstrakapsiiler timdor.
Evre D: Metastatik hastalik

Alt Evre DO: Klinik olarak lokalize hastalik (yalnizca prostat) ancak kalici olarak yiiksek
enzimatik serum asit fosfataz titreleri.

Alt Asama D1: Yalnizca bolgesel lenf diigtimleri.

Alt Asama D2: Uzak lenf diiglimleri, kemik veya i¢ organlara metastazlar.

D3 Alt Asamasi: Yeterli endokrin tedavisinden sonra niiks eden D2 prostat kanseri

hastalar1 (Jewett, 1975; Bracarda vd., 2005).



Prostat kanserini icin gelistirilen evreleme prosediirleri, kismen, hastaligin biyoptik
teshisine yol acan benzer araglari (transrektal ultrason ve PSA) kullanilarak
gelistirilmistir. Bunlarin yaninda gogilis rontgeni, karin BT veya MRI ve radyontiklid
kemik taramasi gibi geleneksel goriintiileme tekniklerinden de faydalanilmistir, su anda
kemik metastazlarinin saptanmasi i¢in en hassas yontem (McGregor vd., 1978;
O’Donoghue vd., 1978). BT taramasi ve MRG ile yapilan taramanin kullanildig:r lenf
nodu evrelemesi, %0 ile %70 arasinda olan orta diizeyde bir hassasiyet gosterdiginden
dolay1 lenf nodu tutulumu riski yiiksek hastalar igin onerilebilir (UICC, 2002; Bracarda
vd., 2005).

Goriintilleme yontemlerin ile yapilan teshislerin yeterli olmadigi durumlarda, PSA
testinin hastaligin erken evrelerinde tan1 konmasin da yol gostermistir. Bununla birlikte,
ozellikle metastatik olmayan hastalikta her hasta i¢in en uygun terapétik endikasyonu
saglamak icin klinik evrelemeye dayali risk faktorii siniflandirmasinin olusturulmasi
biiyiikk 6nem tasimaktadir (Bracarda vd., 2005). Gleason skoru, PSA, ER, pozitif ¢ekirdek
sayist gibi klinik ve patolojik araclarin tiimii, bu hastalig1 teshisinde sik¢a kullanilan
metotlardan bazilaridir. Bu faktdrlerin tahmin degeri, Alan Partin ve arkadaslarinin 1997
yilindaki arastirmalar1 ile baslayarak, geriye doniik cok sayida vaka calismasinin
degerlendirilmesinden toplanan tahmin faktorlerinin birlesik analiz sistemlerinin
yayilmasina yol agmistir (Partin vd., 1997). Bu birlesik sistemler (PSA, birincil ve ikincil
Gleason dereceleri ve rektal muayeneye dayali), metastatik olmayan prostat kanseri

tedavisinde etkili karar verme i¢in yaygin olarak kullanilir.

Nomogramlar, belirli bir klinik asamadaki bir hastaligin, kesin patolojik tanida, organa
sinirlt veya ekstrakapsiiler, nihai seminal vezikiil veya lenf nodu tutulumu ile birlikte
olabilecegine dair bir olasilik aralig1 verir. Nomogramlardan toplayabildigimiz, patolojik
asamanin bir tahminini saglayan bilgiler, hastanin genel sag kalimini tahmin etmek i¢in

de kullanilabilir (Bracarda vd., 2005).

2.5. Genetik Degisiklikler

Tiimdr hiicreleri ile ilgili aragtirmalar incelendiginde birgok genin mutasyona ugradigi

goriilmiistiir. MYC, CCNDI, PIK3CA, FGFR1, PTEN, ERBB2, GATAS ve TP53 en sik
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mutasyona ugrayan genlerdir (Nik-Zainal vd., 2016; Pritchard vd., 2016).

Epidemiyolojik calismalar ile ortay ¢ikan en 6nemli sonuglardan bir tanesi, ailede prostat
kanseri dykiisiiniin varsa riski kayda deger 6lgiide artig1 goriilmiistiir (Lange, 2010). ikiz
caligmalar, prostat kanserinin en kalitsal kanserler arasinda oldugunu gostermistir. Genis
kapsamli yapilan dl¢ekli genom calismalari, birgok prostat kanserine yatkinlik lokusunu

tanimlamugtir (Lichtenstein vd., 2000).

Huang ve arkadaslari, prostat kanserine yatkinlik geni olarak bilinen HOXBI13iin
fonksiyonel bir etkilesim yoluyla kanseri tesvik eden RFX6 geninin ekspresyonunu
arttirdig1 rapor etmislerdir (Huang vd., 2014). Genomik ¢alismalar, HOXB13'teki ailesel
mutasyonlart ve DNA onarim genlerini ailesi icinde BRCA2, ATM, CHEK?2, BRCAL,
RADS51D ve PALB2 gibi genlerde tanimlamustir (Nik-Zainal vd., 2016; Pritchard vd.,
2016).

2.5. Dosetaksel

Dosetaksel, taksole dayali olarak gelistirilmis ikinci nesil taksan yari sentetik bir
antitimor ilagtir (Bkz. Sekil 2.3). Ana hedef bolgesinin mikrotiibiil polimerizasyonunu
tesvik eden. Mikrotiibiil bozunmasini engelleyebilen ve G2/M fazinda hiicre bdliinmesini
engelleyen. Bu sekilde de mitoz evresinde kansere etki ederek ve hiicre ¢ogalmasini
engelledigi yayigin olarak kabul edilmektedir (Small, 2001; Long, 1994; Ganju vd.,
2014).

Dosetaksel, molekiiler agirligi 807.9 ve kimyasal formiilii C43Hs3NO14 olan beyaz renkli
bir maddedir. Dosetaksel 50:50 (h/h) oraninda etanol ve polisorbat 80 (Tween® 80)
karisiminda 15 g/L konsantrasyonda hazirlanarak ve erken faz I denemelerinde kullanild

(Extra vd., 1993).

Dosetaksel, akciger kanseri, meme kanseri, mide kanseri ve prostat kanseri gibi bir cok
kanserinde dahil oldugu farkli endikasyonlar i¢in ABD FDA tarafindan onaylanmuistir.
Dosetaksel kanser tedavilerinde kullanilan ve standart kanser tedavilerinden biri olmustur
(Haller ev Misset, 2002; Small, 2001; Ganju vd., 2014). Dosetakselin etki mekanizmasi

ve siirekli klinik ¢calismalarda elde edilen sonuglar nedeni ile bir ¢ok kanser tedavisinde
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yaygin olarak kullanilmasinin 6niinii agmistir (Sabzehzari vd., 2020; Ben ve Khanfir,

2020; Singh vd., 2021).

HsC H
Ny,

HC

Sekil 2.3. Dosetaksel’in molekiiler yapisi

2.6. Deinoksantin

Dogal pigment gruplari icinde en ¢ok kayda gegenlerin basinda karotenoidler
gelmektedir. Bu grubun tanimlanmis olan 600’iin {izerinde farkli tipi mevcuttur (Choi vd.,
2014). Farkl: tiirlerde bir¢ok bakteri tarafindan karotenoidler sentezlenebilmektedir (Choi
vd., 2014). Arastirmacilar tarafindan antioksidant aktivitelerinin bulunmasi ile
giiniimiizde yaygin olarak kronik rahatsizliklar ve epitel kanseri kullanilan B-karoten,
likopen ve astraksantin gibi tiirevler yiiz yillardir insanlar tarafindan gida boyasi olarak
ta kullanilmaktaydilar (Sharoni vd., 2002; Rao ve Rao, 2007).

Ultraviyole radyasyonu, dehidrasyon, vakum, y-151n1 ve oksidan maddeler karsi en yliksek
direncli olan bakteri olan Deinococcus radiodurans kirmizi pigmentli olup, genellikle
tetrat yapida bulunurlar (Choi vd., 2014).
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Pigmentasyona, reaktif oksijen molekiilii ve serbest oksijen radikali (OH) gibi aktif
oksijen tiirevlerini alfa-tokoferole ve beta-karotente kiyasla daha iyi sekilde yakalama
ozelligine sahip bir karotenoid tiirevi olan deinoksantin tiretimi sebep olur (Deshevaya
vd., 2020).

D. radiodurans bulunan da katalaz, siiperoksit dismutaz ve ROT temizleme sistemi olarak
ortaya c¢ikan antioksidan mekanizmalar ile pirolokinolin kinon, Mangan (Il) ve
karotenoidlerinde bulundugu enzimatik siifta olmayan antioksidanlardan olusur (Sun
vd., 2009).

Malign melanom olan hastalarda uygulanan tedaviler icinde sayilan igin cerrahi
miidahaleler, radyasyon ile yapilan uygulamalar, kemoterapi ile verilen etken maddeler
yada bunlarin kombinasyonu ile yapilanlar1 sayabiliriz. Yapilan bu tedavilerin genelde
pozitif etkileri ile birlikte negatif bircok yan etkiyende sahiptirler. Bu sebeple, tedavi
uygulanan gruplar iizerinde en az toksisiteye sebep olabilecek en iyi etkinlikte anti kanser
uygulamalarina ihtiya¢ bulunmaktadir (Walt vd., 2016; Tan vd., 2006).

Bu tarza da etkinlik i¢in karotenoidler en iyi adaylarin basinda gelmektedirler.
Antioksidan olarak kuvvetli bir etkiye sahip olan karotenoidler singlet oksijen
etkisizlestirmektedirler. Sigara, ¢evre Kkirleticileri maddeler, karsinojenler gibi dis
etkenler araciligiyla olusabilen peroksil radikali (ROO"), siiperoksit anyonu (O °), singlet
oksijen (Oz), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksi radikali (OH") gibi ¢esitli reaktif
oksijen tiirleri (ROT) ve serbest radikaller viicutta normal metabolizma sirasinda
olusabilmektedir. Bu tarza maddeler oksidatif stres olustururlar. Olusan bu stres ile
protein, lipit, karbohidrat ve DNA gibi canlilik agisindan elzem olan molekiilere zarar
verebilmekte ayn1 zamanda bir¢ok hastaligin olugsmasinda da rol oynamaktadirlar (Walt

vd., 2016; Tan vd., 2006).

Deinococcus radiodurans, iyonlastirict radyasyona ve oksidatif strese maruz
birakildiginda reaktif oksijen tiirlerine direngli olarak bilinen bir bakteridir. Bu canlinin

antioksidant 6zelligini sebebi sentezlenen karotenoidler ile baglantilidir (Tian vd., 2010).

Bu bakteriden izole edilen karotenoidler iginde yer alan ve DNA’nin korunmasi ile

onarilmasinda da role oynayan deinoksanthin énemli bir antioksidanttir (Ji, 2010). Bu
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antioksidant madde, biinyesinde konjiige ¢ift bag ve hidroksil grubu bulundurmaktadir

(Tian vd., 2010; Xu vd., 2007).

Deinococcus radiodurans, patojen olmayan, spor formu meydana getirmeyen, kirmizi

pigmentli, iki ya da dort hiicreden olusan kiimeler ile meydana gelen bir bakteridir.

Hiicreler 32°C de oldukga bol miktarda yani zengin bir besi yerinde yani besi ortaminda
optimum iireme yaparlar. TGY (% 0.1 oraninda glukoz , % 0.3 oraninda maya 6ziitii ve
%0.5 oraninda da tripton). D. radiodurans reaktif oksijen tiirlerine (ROT), iyonlastirici
ve UV-C radyasyonlar kars1 yiiksek oranda direnci bulunmaktadir (Zhou vd., 2015; Choi
vd., 2014; Krinsky vd., 2005; Cheng vd., 2014).

D. radiodurans gram negatif bakteriler gibi hiicre zar1 olan gram pozitiftir bakteridir. D.
radiodurans peptidoglikan tabakasi ince olan, dig membran: bulunan ve yiizey tabakasi

belirli proteinlerin diizgiin bir sekilde siralanmasi ile olusmustur (Farci vd., 2016).

Bu bakterin UV-C’ye kars1 hassasiyeti bakterin yiizey tabakasinda bulunan DR-2577
proteini ile non kovalent baglanma yapan deinoksantinin ile daha canlinin en dig

yiizeyinde iken basladigi rapor edilmistir (Farci vd., 2016).

D. radiodurans, essiz ve mitkemmel bir ketokarotenoid olan deinoksantini tiretir (Lemee
vd., 1997; Ji 2010).

Deinoksantin karsilatildiginda hem likopen ve [-karoten gibi karotenlerden hem de
zeaksantin ve lutein olan ksantofillerden daha fazla oranda antioksidan etkisi oldugu ve
bu nedenle de reaktif oksijen temizleme etkinliginde daha iyidir (Tian vd., 2010; Apel
vd., 2004) (Bkz. Sekil 2.4).

Karotenoid gruplari i¢inde olan likopen, lutein, beta karoten ve fukoksantin hayvanlarda
ortaya ¢ikan karsinogenezi etkisi hale getirilmesinde ya da baskilamada etkilidirler ayni
zamanda da farkli kanserlerde hiicreler lizerinde apoptozu baslatabilirler. Bunlara ilaveten
prostat kanseri riski ile karotenoid alimi ters orantilidir. Yani karotenoidler kanser olma
riskini diistirmektedirler (Sun vd., 2009; Tian vd., 2010).

Bunun i¢in bu tarzda bir etken madde ile yani deinoksantin ile canlilarda ortaya cikan

kanser hiicrelerine nasil etki etiklerini incelemek oldukc¢a 6nemlidir.
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Sekil 2.4. Deinoksantinin molekiiler yapisi (Betlem vd., 2012)

Hiicrelerin geligserek biiyiimesi ile biiylime soncunda olugan 6liim arasinda olusan
dengesizlige biz kanser demekteyiz. Hiicre 6liim oranlarindaki azalmanin nedenlerini
siralayacak olursak anti apoptotik genler {izerinde olusan fazla ekspresyonlar, apoptoz

genlerin baskilanmasi ya da inhibe olmalar1 gelmektedir.

Bcl 2 ailesi simif da olan Bax proteini, mitokondriyal membran {izerinde meydana
getirdikleri hasar ile delikler agarak apoptozla hiicre 6liimiine sebep olmaktadirlar (Yang
vd., 2000; Lowe vd., 2000). Bunlara ilaveten, BAX ve BCL2 'de olusabilecek gen hasarlari
ile BCL2 ninde mudahil oldugu anti-apoptotik genlerin fazla miktarda ekspresyonlari,
melanoma, meme ve prostat gibi farkli tipte bir cok kanserlerde ve kanserler de uygulanan
tedavilere direngte bulunmustur. Arastirmalar sonucunda ortaya ¢ikan en Onemli
onerilerde bir tanesi, kanser hiicreleri lizerinde onlarin etkilerini yok etmek icin
kemoterap6tik etken maddeler ile birlikte antioksidan maddelerinde uygulanmasidir

(Yang vd., 2000; Dimitrakakis vd., 2002; Emi vd., 2005).

Caligmalarda kanser hiicreleri tizerinde deinoksantinin apoptotik indiiksiyonu incelenmis
ve oksitleyici etken maddeler ile apoptotik ve canlilik etkileri, sekil degisimleri ve DNA
miktart Slgiimleri yapilmistir (Ji, 2010; Cheng vd., 2014; Farci vd., 2016).

Bu aragtirmalar ile kanser hiicrede olan apoptozun olusumuna engel olan BCL2 genin
ekspresyonunu ve bunla birlikte caspase 3 aktive eden etkiyi diisiirdiigii, bunlara ilaveten
apoptotik gen ekspresyonun karsiligi olan BAX geninin ekspresyonun deinoksantin

tarafindan artirildigi bulunmustur (Ji, 2010).

Onemli bir antioksidan olan deinoksantin ayn1 zamanda da &zel kosullarda da prooksidatif
bir etki olugturmaktadir. Prooksidant, sistem de ya serbest radikal olusturarak veya da
antioksidan sistem ftizerinde inhibisyon islemi yaparak oksidatif strese meydana getiren

endobiyotik veya ksenobiyotik olarak tanimlanabilir. Apoptozis olusumda O6nemli
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mekanizmalarda bir tanesi oksidatif stres olup, yapilan c¢aligmalarda apoptozisin
indiiksiyonu sirasinda oksidatif mekanizmalarin roliinii goz Oniline sermistir. Bu
arastirmalarda, deinoksantinin prooksidant aktivitesi ile iliskili olan hiicre i¢i reaktif
oksijen yiikselmesi ve farkli kanser tiplerinin apoptozisi indiikledigi bulunmustur (Muller
vd., 2002; Nara vd., 2005; Choi vd., 2014; Ozcan vd., 2015; Rahal vd., 2014).

Arastirmacilar tarafinda rapor edilen durumlardan bir tanesinde 15 farkli karotenoid tiirii
farkli tipte olan 3 prostat kanseri (PC-3, DU145 ve LNCaP) iizerinde etkileri
incelenmistir. Yetmis iki saat boyunca 20umol/L karotenoid bu kanser tiplerine ait
hiicreler ile kiiltiire edilmistir. Prostat kanser hiicre hatlar1 iizerinde fukoksantin ve
neoksantinin anlamli bir derecede etki ettigi bulunustur. Likopen, Betakaroten ve
fitofluende hiicre canliligl iizerinde etkisi oldugu bulunmasma karsin diger etken
maddelerin uygulanan kanser hiicre hatlar1 canliligi iizerine herhangi bir etkileri
olamadig1 gozlemlenmistir. Bu ¢alisma ile ulasilan en 6nemli sonugta birbirinde farkli
olan fukoksantin ve neoksantinin prostat kanseri hiicre hatlar1 tizerinde prooksidatif bir
etkiye sebep olduklar1 ve apoptozisi indiikledigi gosterilmis olup bu ksantin tiirlerinin

anti-karsinojenik etkileri ortaya konulmustur (Nara vd., 2005).

Insan hepatoma kanser hiicre hatt1, kolon kanseri hiicreleri ve prostat kanseri hiicreleri ile
deinoksantinin beraber yapilan ¢alismalarda, bu ksantin tiirevinin hiicre i¢i reaktif oksijen
tirlerini diizeylerini anlaml sekilde artirdiginda bu kanser hiicrelerinde apoptozisi aktif
hale getirdigi ve bu etken maddenin miktarinin artmasi ile hiicre canliligin ters orantilt

oldugu bulunmustur (Choi vd., 2014).

Farkli kanser tipleri {izerinde uygulanan aragtirmalarda bu etken maddenin hiicreleri
apoptoza sevk ettigi ve bu hiicrelerin ¢ogalmalarini engellendigi bulunmustur. Kanserli
hiicreler ile yapilan arastirmalar bizlere deinoksantinin kanserli hiicrelerde apoptoz
baslaticist ve kemopreventif bir madde olarak goriilebilecegini ortaya koymaktadir.
Yapacagimiz calismada diger kanser tilirlerinden farkli olarak yiiksek kalitede
saflastirilacak deinoksantinin prostat kanseri hiicreleri tizerine olan etkileri bulunmaya

caligilacaktir.

Bu arastirma sonucu ortaya gikacak sonuglar ile kanser hiicreleri ile apoptozu baslatabilen

deinoksantinin farkli arastirmalarda incelenme ve degerlendirilme potansiyelini
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artiracaktir.

2.7. Kombinasyonel Ila¢ Cahsmalan

Terapotik ajanlarin bulunmasinda veya ortaya cikarilmasinda en onemli amaglari
siralayacak olursak membran reseptdrlerinin bulunmasi ve bulunan reseptdrlere ilgisi
yogun olan ligant gelistirmesi 0n sirada gelmektedir. Bilimsel aragtirmalar sonucunda
ortaya c¢ikan yenilikler ile ila¢ gelistirme yontemleri de gelismis ve yenilikler ortaya
cikmistir. Biyoinformatik biliminin bir¢ok alani organize ederek beraber calisilmasi ile
farkli tipte olan ¢ok sayida hastaligin genetiksel olarak olugsma sebeplerinin incelenmesi
ile terapotik hedeflerin bulunasi agisinda 6nemli bir basamak olmustur (Tutun ve Baydan,
2019).

Kanser tedavilerinde birden fazla ilacin kullanilmasina kombinasyon tedavisi denir.
Standart terim olan bu tanimlama, bir rahatsizlik veya hastaligin ¢6ziimii i¢in uygulanan
tedavide birde fazla tedavin uygulanmasi anlamina gelir ve ¢cogunlukla biitiin uygulanan
tedaviler farmasotiktir. 'Farmasotik' kombinasyon tedavisi, farkli ilaglarin birlikte

uygulanmasidir.

Tek bir ilag ile uygulanan tedaviler, kisa donemli olarak incelendiginde maliyet agisindan
uygun olmalarina karsin kombinasyon tedavileri iyi dizayn edildiklerinde Onemli
avantajlar ortaya ¢ikar. Avantaj olarak, kombinasyonel uygulamalar tekli uygulamalara
gore yan etki oranin az olmasi, direncin durumun ya olmamasi veya daha diigiik
seviyelerde seyretmesi, yapilan uygulamalarda basarisizlik durumunun az olmasi

verilebilir.

Son yillarda onkolojik ¢alismalarin hedefinde kombinasyon olarak uygulanan tedaviler
en On siray1 almistir. Farkli uygulamalarda denenen ve tekli terapiye kiyasla bir ¢cok etken
maddenin beraber tatbik edildigi kombinasyonel uygulamalar, tekli uygulamalara gore
daha giivenilir ve daha etkin olduklar1 sonucuna ulasilmistir. Bu sebepten dolay1 FDA
tarafindan bu tarzda yapilan tedavileri onaylamistir (Janku vd., 2014; Musgrove vd.,
2011).

Toksik kemoterapi uygulamasi ¢cogunlukla metastatik kanser olan tedavilerde yapilmasi

uygun olmaktadir. Tek uygulamalarda diren¢ olusumu ¢ok sik oldugundan birgok
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durumda kombinasyonel ilag uygulamasi yapilmaktadir. Bu sebeple, farkli kimyasal
formiileri olan ve ayn1 zamanda da hedefleri de farkli olan ilaglar1 (¢coklu ilag direnci) es
zamanl direng olusturan mekanizmalarin ile tanimlanmasi, 21 yiizyilda arastirmacilarin

en 6nemli hedefleri icinde 6n sirada gelmistir (Szakacs vd., 2006).

Kanser hiicrelerin etkisi hale getirmede antikanser ilaglar1 farkli sebeplerden dolay1
etkisiz olabilmektedirler. Bu tarzda ilaclar hastalara genellikle sistematik tatbik edilir,
bunun i¢inde emilmeleri, metabolize olmalari yoniinden hastalara 6zel olabilecek
calismalar ile farkli uygulamalara tabi tutulurlar. Kanserler bulunduklari yer acisindan

ilaglar1 rahatlikla ulasamayacag yerlerde olabilirler (Szakacs vd., 2006).

Antibiyotik kullanimi ile mikroorganizmalarda olusan dirence incelenmesine benzer bir
sekilde, kanser hiicrelerinde ortaya ¢ikan ilag¢ direngleri ile ilgili yapilan caligmalar,
kanser hiicresinin sahip oldugu 6zel doga ve genetik faktorlerin arka plani ya da toksik
kemoterapiyi takip eden genetik degisiklikler nedeniyle hiicresel dirence odaklanmistir

(Szakacs vd., 2006).

Kanser tedavilerinde ¢ok sayida ilag potansiyelleri incelenerek hem hiicresel yolaklar
hem de hiicre de olan hedef noktalar1 agisindan etkileri bulunmaya g¢alisilmistir. Klinik
denemelerde, kanserli olan hiicreler {izerinde uygulanan yiiksek dozaj, yan etkiler ve bir
¢ok ilag uygulamasi ile olusan direncin sebebi ile yapilan olumlu ilag g¢alismalarinin
sonuglar1 negatif etkiler gosterebilmektedirler. Bu neden ile farkli ilaglar ile yapilan
kombinasyon tedavilerinde uygulanan ilaglarin dozlarin azaltilmasi ve etkinliklerin
artirtlmas1 agisindan incelenmektedir. Birgok calismada in vivo veya in vitro olarak
kanser tedavilerinde kullanilma sansi1 olan tekli ve c¢oklu ilag kombinasyonlari
arastirtlmaktadir. Bu tarzda calismalarda uygulanan tedavilerin kanser hiicrelerine olan
etiklikleri goriilmiis olsa da, ilave bir¢ok arastirma ve bilgiye de gereksinim vardir. Bu,
uygulanan tedavinin uygulandig1 yerde olan hiicresel yollara nasil etki ettigi, apoptoza

veya otofajiye sebep olup olmadigi gibi basamaklari igerir (Al-Attar ve Madihally, 2020).

Cogu durumda ¢oklu ilag direncinin, belirli proteinlerin veya mutant proteinlerin ¢ok
sayida farkli sitotoksik ajanin ortaminda canliligin devam etmesine izin verir ya da mutant

proteinlerin olugmasina sebep olan genetik degisimlerin bir sonucu gibi diisiintilmektedir.
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Genetik degisimler ile ortaya ¢ikan sitotoksik ilag direngleri, ilaglarin alimini ve akisini,
hiicrelerin apoptoza duyarliligini, hiicre dongiisii dinamiklerini, hiicresel ilag
metabolizmasini, ilaglarin hiicre i¢i boliimlenmesini veya ilaca bagli hasarin onarimini

etkileyebilir (Ambudkar vd., 1999).

Arastirmacilar tarafindan, terapdtik olarak standardize edilmis kombinasyonlari belirleme
firsat1 veren 2 veya 3 ilag¢ ile yapilan kombinasyon denemeleri i¢in yapilan analiz
metotlari ve tasarimlarin bulunmasinda oldukga biiyiik kademeler kat edilmistir (Tan vd.,

2003, 2009; Kong ve Lee, 2006; Fang vd., 2008, 2017).

Saglik hizmetlerin dniinde iyilestirme ¢alismalarina engel olan en 6nemli bagliklardan bir
tanesinde hastalilarda olusabilecek ¢oklu ilag direncleridir. Bu tarzda direnglerde en ¢ok
ortaya ¢ikan kanser kemoterapoétikleri, antimalaryaller, herbisitler ve antibiyotiklerinde
bulundugu ¢ok genis bir skalada farkli 6zellikleri olan sitotoksik dahil olmak iizere genis
bir yelpazede kimyasal olarak farkli, sitotoksik maddeleri ortama veren aktif
tastyicilardan meydana gelmektedir (Higgins, 2007).

Sinerjistik ila¢ birlesimleri, tek tek olarak kullanilan ilaglarin toplam etkilerinden ¢ok
daha fazla bir etkiye sahiptirler ve iyilestirilmis terapdtik indeks igin potansiyel
yaratmaktadir. Farkli tipte olan bazi kanserlerin tedavisinde ilag kullanimi ile olusan
direngleri ortadan kaldirmak i¢in kombinasyon tedavi yontemleri denenmektedir (Korkut
vd., 2015; Lee vd., 2012).

Saglik alaninda yapilan son ¢alismalarda, farkli ilaglarin kombinasyonlarini olusturularak
yapilan uygulamalarda bireysel tiimorlerde olan ¢oklu biyobelirtegler hedeflemistir (NCI,
2016). Bunlarin yani sira, ticari olarak FDA tarafindan 300 civarinda kanser ilaci ile
binlerce ikili ve milyonlarca da ii¢lii kombinasyon arasinda tercih edilebilmektedir
(Culjat, 2017). Bu kadar ¢ok segenekte onkolojik tedavilerde kombinasyon ile olabilecek

tedavilerin Oniine biiyiik bir engel olusturmaktadir.
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3.  MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan aletler ve cihazlar

Real-time PCR cihazi
PCR cihaz1

ELISA

Mikroskop

Kabin

COg2 inkiibatorii
Santrifiij

Sarjli otomatik pipet
Otomatik pipet
Vorteks

Buzdolab1

Derin dondurucu (-80 °C)
Kar makinesi

Su banyosu

Saf su cihazi

Hassas terazi

:Qiagen Rotor Gene 6flex
:Bio-Rad C1000 Touch
:Epoch Biotek

:Nikon Eclipse Ti2-U Inverted
:Bil-ser B2 Class Il

‘Niive EC 160

‘Hanil, Smart R17

:Isolab

:Eppendorf Research Plus
:Heidolph Reaxtop
:Argelik

‘Haer Medical

:Scotsman AF-20
:Memmert

‘Nive

:Shimadzu ATX224

3.1.2. Hiicre Hatti
PC 3 Prostat Kanseri hatt1t ATCC’den ticari olarak satin alinarak temin edilmistir.

3.1.3. Kullamlan kimyasal maddeler

RPMI 1640 Medium Biological Industries
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Fetal Bovine Serum
L-Glutamin
Penisilin-Streptomisin

Tripsin-EDTA
Cell Proliferation Kit (XTT)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

RNA izolasyon Kiti
RT-gPCR Kit
cDNA sentez kiti
Bcl2 ELISA kit

Bax ELISA kit
Caspase-3 ELISA kit
Aquaguard-1
Aquaguard-2

Dosetaksel

Lizis tamponu

Etil Alkol
Triton X-100

Sodyum Hidroksit (NaOH)

Dimetil stilfoksit (DMSO)
Sodyum Kloriir (NaCl)
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Biological Industries
Biological Industries

Biological industries

Biological Industries

Biological Industries

Biowest

Axygen Axyprep Total RNA Kit
Qiagen SYBR Green PCR Master Mix
Thermofisher High-Capacity cDNA Kit
Cusabio

Cusabio

Cusabio

Biological Industries

Biological Industries

Sigma-Aldrich

150mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH: 7.4, 1
mM PMSF, 0.5% sodium deoksikolat, % 5
gliserol, 1 mM EDTA, % 1 Triton X-100

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre kiiltiir calismalari
3.2.1.1. Hiicre Kkiiltiirii kosullar

PC 3 prostat kanseri hiicre hatti; %10 Fetal Bovine Serum, %1 penisilin-streptomisin ve
%1 L-glutamin iceren RPMI’da kiiltive edilmistir. Ortam %5 CO- ve 37 "C ayarlanarak,
hazirlana 6rnekler inkiibasyona birakilmistir (Bkz. Sekil 3.1).

Nem oran1 % 95 olacak sekilde karbon dioksit inkiibatorii ayarlanmis ve inkiibatoriin alt
tinitesinde, sterilize edilmis saf su i¢inde %1 oraninda Aquaguard—1 karigimi eklenerek

inkiibasyona birakilmistir.

Ortamin sterilligi 6nem arz ettiginden dolay: her ¢alisma Oncesi ve sonrast laminar
kabinin i¢i kismi UV 1sik ile steril edilmistir. Bu isleme ilaveten % 70’lik etil alkol ile de

ortam temizlenmistir.

Sekil 3.1. PC 3 prostat kanseri hiicre hattina ait inverted mikroskop goriintiileri

3.2.1.2. Hiicre kiiltiiriiniin pasajlanmasi

Inkiibasyona birakilan rnekler giinliik olarak kiiltiir ortamindaki gelisimleri takip edilmis

ve besiyeri degisimleri 2 giinde bir yapilmustir. Inkiibasyona birakilan hiicre hatlarinin
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besiyeri degisimlerinde zara gormemeleri i¢in T-flask yan egilerek besi yerleri ortamdan
uzaklagtirilmistir. Bu islemin ardina da ortam sicakligi 37°C olacak sekilde ayarlandiktan
sonra, 4-6 mL (75 cm?’lik T-flask i¢in) DPBS eklenir ve yavas bir sekilde ¢alkalanmustr.
DPBS ortamdan uzaklastirildiktan sonra %1 penisilin-streptomisin, %1 L-glutamin ve
%10 Fetal Bovine Serum iceren RPMI’dan 10 mL eklenerek besiyeri degisimi
yapilmustir.

T-flask yiizeyi % 90 oranmi yaklasik olarak kaplaymcaya kadar yikma islemi tekrar
edilmistir. PC 3 hiicre hattinin 75 cm?’lik bir T-flaskina ait yiizeyi yaklasik % 90’1tk kismi
i¢in doldurma siiresi olarak ortalama 7-10 giin arasindadir (Bkz. Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Hiicrelerin steril ortamda pasajlanmasi

Invertte mikroskop ile hiicreleri yeterli doluluga ulasip ulagsmadig: kontrol edilmistir.
Hiicreler yeterli doluluga ulasmis ise pasajlama islemi i¢in kabin sterilitesi saglandiktan
sonra T-flask ig¢inde olan besiyeri atilarak olii hiicreler DPBS ile yikanarak T-flask
ortamindan uzaklastirilmistir. 8 mL %0,25 Tripsin-% 0,02 EDTA soliisyonu TC-treated
yiizeyinde bulunan hiicreleri ayirmak igin T-flaska eklenmistir. Bu islemin ardina

yaklasik 7 dk inkiibasyona birakilmistir. Invert mikroskopta ile belirtilen siire zarfinda
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hiicrelerin yiizeyden ayrilip ayrilmadigi kontrol islemi yapildiktan sonra ayrima da

kontrol edilmistir.

Tripsinin etkisini yok etmek i¢in, hiicrelerin T-flaskin yiizey kismindan ayrilmasi ile
ortamda bulunan tripsin ile olusan etkiyi nétralize etmek i¢in 32 mL %21 penisilin-
streptomisin, %1 L-glutamin ve %10 Fetal Bovine Serum igeren RPMI besiyeri
eklenilmistir. Hazirlana kiiltiir, 50 mL’lik steril falkon tiiplere alinarak 5 dk siire zarfinda
800 xg’de santrifiijlenmistir. Ardma siipernetant ortamdan uzaklastirilmistir. %1
penisilin-streptomisin, %1 L-glutamin ve %10 Fetal Bovine Serum igeren RPMI
besiyerinden 12 ml alinarak falkon tlip ylizeyinde bulunan pelet, pipet yardimi ile
tamamen homojenize oluncaya kadar dikkatli bir sekilde pipetlenmistir. Hiicreler

belirlenen yogunluklarda 75’lik T-flasklara yeniden pasajlanmistir.

Inokiile yapilan hiicrelerin besiyerleri %1 L-glutamin ve %10 Fetal Bovine Serum igeren
RPMI ile 10 mL’ye ayarlanmistir. Hazirlanan 6rnekler karbondioksit inkiibatdriinde bir

onceki islemde uygulanan benzer kosularda inkiibasyona birakilmistir.

3.2.1.3. Hiicre kiiltiiriiniin stoklanmasi

Pasajlanarak ¢ogaltilan PC3 hiicre hatlari, siirekli olarak sivi azot ile dondurma islemi

yapilarak ortaminda korunmustur.

PC 3 hiicrelerinin saklanmasi i¢in yapilan dondurma basamagi, T-flasklara hiicre
pasajlamadaki adimlar1 tatbik edilmistir. Hiicreler 5 dk boyunca 800 xg’de
santrifiijlenerek pelet kismi kalacak sekilde iist kisimdaki siipernetant uzaklastirilmistir.
Stok iglemi aspetik kosularda, cryo tiiplerinin her birine 900 ul FBS iizerine 100 pl DMSO
karigimi gelecek sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan karisim santrifiij edilen pelet {izerine
eklenmistir. Homojenizasyon isleminin ardindan cryo tiiplere aktarilan hiicreler dikkatli

stv1 azot tankina yerlestirilmistir.

3.2.1.4. Dondurulan hiicrelerin ¢6zdiiriilmesi

Caligmalarimiz kapsaminda gerekli olmasi durumda stoklanan hiicreleri yeniden ¢oziilme
islemlerimden gegirilerek kullanilmistir. 37 °C sicakliga ayarlana su banyosu kullanilarak

dondurulan hiicrelerin ¢6ziinmesi saglanmistir. Aseptik kosullar altinda 30 mL RPMI
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besiyeri konan falkon tiipiine hiicreler aktarilmistir. DMSO’nun olusturdugu toksik etki
bu sekilde nétralize edilmistir. Bu basamaktan sonra hiicreler 800 xg’de 5 dk santrifiij
yapilarak hiicrelerin {ist kisminda bulunan siipernetant alinmistir. Hiicre peletine 10 mL
%1 penisilin-streptomisin, %210 Fetal Bovine Serum ve %1 L-glutamin igeren RPMI
ilave edilerek pipetajlamanin sonrasinda 75’lik T-flaska aktarilmistir. Aciklandigr sekilde
yapilan bagmaklarin ardina hiicre kiiltiirleri karbondioksit inkiibatoriine kosullar1 sabit

sekilde birakilmistir.

3.2.1.5. Hiicre sayimi

Inverted mikroskop ile yapilan kontrollerde &n goriilen hiicre popiilasyonun
belirlenmesinin ardindan ortamda bulunan besiyeri uzaklastirilip, DPBS’ de 4 ml
eklenerek yikama islemi yapilmigtir. 8 mL % 0,25 Tripsin-% 0,02 EDTA soliisyonu TC-
treated yilizeyinde bulunan hiicreleri ayirmak igin ortama eklenmistir. RPMI besiyeri
yiizeyden ayrilmis olan hiicreler {izerine eklemistir. Bu islemin ardina falkon tiipe alinan
hiicreler 5 dk, 800 xg’de santrifiij edilmistir. Falkon tiip yiizeyinde olusan pelet korunarak
stipernetant ortamda alimir ve RPMI besyerinden 5 mL ilave edilerek hiicrelerin
homojenizasyonu yapilmistir. inverde mikroskopda, homojenize edilen kiiltiirden 10 ul

alinarak thoma lamia yayilarak hiicre sayimi yapilmistir.

3.2.2. Sitotoksisite ¢calismalari
3.2.2.1. Sitotoksisite calismasinda kullanilacak kimyasallarin hazirlanmasi

10 mg dosetaksel tartilir ve sterilize edilmis olan eppendorf tiiptine aktarilmigtir. 700 pL
DMSO maddenin ilave edildigi ependorf tiipiine eklenerek ¢éziinme islemi yapilmistir.
Bu islemin ardinda aseptik kosullarda RPMI besiyerinden 2 ml ilave edilerek etken
maddenin stok ¢Ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozelti -20°C’de saklanmustir.

Ayrica 1siktan da korunmustur.

Calisma siiresinde kullanilacak olan Deinoksantin, Marmara Universitesi ve Erzincan
Binali Yildirim Universitesi ortakliginda yapilmis olan Seda KILINC 1 yiiksek lisans tez
calismalarinda Tiretilerek saflastirilmis ve stogundan temin edilmistir. 20 mg

Deinoksantin tartilir ve sterilize edilmis olan eppendorf tiipline aktarilmistir. 1400 pL
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DMSO maddenin ilave edildigi ependorf tiipiine eklenerek ¢éziinme islemi yapilir ve bu
islemin ardinda aseptik kosullarda RPMI besiyerinde 2000 pL ilave edilerek etken
maddenin 200 uM stok ¢ozeltisi hazir hale getirilmistir. Hazirlanan stok ¢ozelti -20°C’de

ve 1siktan korunarak saklanmistir.

3.2.2.2. Hiicre canhlik testi

Hiicre ekimi 96 kuyucuklu TC-treated platelerin her bir kuyucuguna 200 pul %1 penisilin-
streptomisin, %10 Fetal Bovine Serum ve %1 L-glutamin iceren RPMI igerisinde hiicre
konsantrasyonu 5x10* saglayacak sekilde inokiilasyon yapilarak 24 saat 37 °C’de % 5
CO2 ve % 95 nem oraninda inkiibasyona birakilmistir. Zaman ve konsantrasyona bagl
sitotoksik etkilerini belirlemek igin deinoksantin ve dosetaksel’in birlesik ve ayr1 ayri

olmak iizere konsantrasyonlarinin belirlenmesi calismasi yapilmistir.

24 saat inkiibasyon sonrasinda platelerdeki besiyeri aseptik kosullarda ortamdan
uzaklagtinlmigtir.  Dosetaksel,  deinoksantin  ve kombinasyonlar1  azalan
konsantrasyonlarda uygulanarak gruplandirilmistir. Her bir grup i¢in 24 ve 48 saatlik ilag
konsantrasyonlari uygulanmistir. Her deneme 4 tekrarli olarak yapilmis olup kontrol

grubu 12 tekrarli gergeklestirilmistir (Bkz. Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Uygulanan kimyasallar ve konsantrasyonlart

Madde Dosetaksel (uM) Deinoksantin (uM) Do (uM)+De (uM)
400 400 400+400
200 200 200+200
100 100 100+100
Konsantrasyonlar 50 50 50+50
25 25 25+25
12,5 12,5 12,5+12,5
6,25 6,25 6,25+6,25

Belirlenen siireler sonunda protokole uygun olacak sekilde XTT uygulamasi yapilarak
CompuSyn programi yardimiyla CI (Combinational Index) degerleri belirlenmistir (Bkz.
Sekil 3.3).
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Kombinasyon indeksi degerleri (CI) Hiicreye EtKisi
Cl=11-1.2 Hafif Antagonistik etki
CI=12-145 Orta Antagonistik etki
CI=145-33 Antagonistik etki

CI=33-10 Gliglit Antagonistik etki
CI>10 Cok giicliit Antagonistik etki
CI=09-1,1 Aditif etki
CI=0.85-0.9 Hafif sinerjik etki
CI=0,7-0.85 Orta sinerjik etki
Cl=03-07 smerjik etki
CI=0,1-03 Giliglit sinerjik etki
CI<0.1 Cok giiclii sinerjik etki

Sekil 3.3. Kombinasyon indeksi degerlendirmesi
3.2.3. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

4 mL % 0,25 Tripsin-% 0,02 EDTA karisimi ilave edilir ve hiicrelerin olduklar1 TC
treated yiizeyinden ayirmasi yapilmistir. Aseptik kosullarda tiip i¢ine alinan hiicreler ve
4°C sicaklikta DPBS ile 3 defa yikma ile temizleme yapilmistir. Her yikamanin ardina 5
dk 800 xg’de santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Son santrifiijden sonra pelet ortamda
birakilarak, tist kismina RNA kompozisyonunun sabit kalmasi icin RNAlater Reagent
(Thermo Fisher) ¢o6zeltisi uygulanarak homojenizasyon gerceklestirilmistir. Hazirlanan

hiicre siispansiyonu oda sicakligi sartlarinda 5 dk inkiibasyona birakilmistir.

Bu islemden sonra 5 dk 800 xg’de santrifiijlenir ve hiicreler spernetant kismi
uzaklastirilarak Axyprep Multisource Total RNA Miniprep Kit (Axygen®) protokolii
tatbik edilerek total RNA saflastirma islemi yapilmistir.

Hiicrelerin membalarin pargalanasi ve RNA saflastirma islemleri asagida verildigi gibi

yapilmistir,

o Hiicrelerin iist kismina 200 pL R1 tamponu ilave edilmistir.
o 8-10 defa 21 Gauge’luk steril siringa ile pipetaj islemi gibi islem yapilmistir,

o Hazirlanan karisima 75 plL R2 tamponu ilave edilir, 20 saniye vortekslenerek,
12000 xg’de, 24 °C’de 5 dk santrifiij yapilmistir,

27



. Stipernetant 1,5 mL’lik RNaz-DNaz’dan temizlenmis yeni steril mikrotiiplere
transfer edilmistir. Ardinada 125 pL izopropanol ilave edilerek 5 saniye
vortekslenmistir.

. Spin kolonu 2 ml’lik mikrotiipe takilarak 6rnek kolona aktarilmistir.

o 6000 xg’de 4 °C’de 1 dk santrifiij edilmistir.

. Alt kisimdaki sivi (filtrat) atilarak spin kolonu tekrar mikrotiipe yerlestirilmistir.

o Spin kolona 500 puL Buffer W1A eklenerek 12000 xg’de 1 dk santrifiij edilmistir.
o Filtrat atilarak mikrotiipe tekrar yerlestirildikten sonra 700 pL Buffer W2 eklendi
ve 12000 xg’de 4 °C°de 1dk santrifiij edilmistir. Bu islem 2 kere tekrar edilmistir.

o Filtrat atilarak tlipe tekrar yerlestirilip, yikama soliisyonunu uzaklastirmak i¢in bos
halde 12000 xg’de 4 °C’de 1 dk santrifiij edilmistir.

o Kolon 1,5 ml’lik RNaz-DNaz’dan arindirilmis steril yeni bir tiipe aktarilmistir.

o Kolona Buffer TE’den 100 pL eklenerek 24 °C’de 1 dk inkiibe edilmistir.

o 12000 xg’de 1 dk santrifiij edilerek alt kisimda toplanan saflastirilmis RNA saflik-

konsantrasyon tayini yapilmasinin ardindan cDNA sentezi ger¢eklestirilmistir.

RNA saflastirma isleminin ardindan cDNA sentez kit protokoliine gore cDNA sentezi
gerceklestirilerek ¢cDNA’lar RT-qPCR c¢alismasinda kullamlmak iizere -80 °C’de

saklanmustir.

3.24. RNA ve cDNA konsantrasyonu ve safligimin tespiti

BIOTEK marka ELISA cihazi ile elde edilen RNA ve DNA’larin safliklar1 ve

konsantrasyon belirlemede kullanilmigtir.

Absorbans olgiimii biitiin numuneler igin kore karsi 320 nm, 280 nm ve 260 nm’de

belirlenmistir.

RNA miktar1 (ng/ul)= (OD260) x seyreltme faktorii x 40 DNA miktar1 (ng/ul)= (OD260) X

seyreltme faktorii x 50

Protein degerleri 280 nm’deki absorbans degeri ile, RNA’lar i¢in 260 nm’deki absorbans
degeri ve partikiil varligindan dolay1 oldugu bilgisine de 320 nm’de absorbans degeri ile

ulasilmistir.
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DNA ve RNA’nin safliklar1 asagida yazilan degerler yardimi ile yapilmustir.

RNA; OD260/OD2gp > 2.0 DNA; OD260/OD2go = 1.8

3.2.5. Gen ifade diizeylerinin belirlenmesi

PC 3 Hiicre hattina ait BAX, BCL2 ve Caspase-3 genlerinin ekspresyon diizeyleri en
diisiik CI degerinde yapilmistir. Bu ¢alismada ACTB (beta- aktin) geni referans olarak

kullanilmistir.

24. saat inkiibasyonu siiresi i¢inde 6,25 puM dosetaksel ve 6,25 puM deinoksantin
kombinasyonlart sonucunda elde edilen veriler ile hesaplanan CI degerlerinde en iyi
agonistik etkinin oldugu bulunmustur. Bu parametreler uygulanan PC 3 prostat kanseri

hiicre hatti kiiltive edilerek RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gergeklestirilmistir.

Deney setinde 4 farkli grubun her biri 4 defa tekrarli, aseptik kosullarda TC-treated
petrilere 2 x 10° tane hiicre olacak sekilde inokiilasyon yapilmistir. Daha 6nce belirtilen
inklibasyon sartlarinda hiicrelerin  ylizeye tutunmasinin ardindan belirlenen
konsantrasyonlardaki ilaglar ayr1 ayr1 ve kombinasyon sekilde uygulanarak tekrar 24 saat

daha once belirtilmis kosullarda inkiibe edilmistir.

Tablo 3.2. RNA saflastirma igin deney seti kodlar1

Petri Kodu Dosetaksel Deinoksantin
Kontrol - -
2 6,25 uM -
3 - 6,25 uM
4 6,25 uM 6,25 uM

En diisiik CI degeri bulunan, 24. saat inkiibasyonu, 6,25 uM Dosetaksel ve 6,25 uM
deinoksantin  kombinasyonunda PC 3 hiicre hattindan saflastirnlmis RNA’dan
sentezlenmis cDNA’lar kullanilmistir (Bkz. Tablo 3.2).

NCBI Primer-BLAST programindan faydalanarak tasarlanan primerler, Metabion

sirketine Tablo 3.3” de belirtilen sekanslara gore sentezlettirilmistir.
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Tablo 3.3. Analizi yapilan genlere ait Primer sekanslari

Gen Primer dizisi
F: 5-AGCAGATCATGAAGACAGGG

R: 5-GAAGTTGCCGTCAGAAAACA
F: 5-TATCTGGGCCACAAGTGAAG

BAX

BCL2

R: 5-ATTCGACGTTTTGCCTGAAG

F: 5-GCGCTCTGGTTTTCGTTAAT
Caspase-3

R: 5-ACCCATCTCAGGATAATCCATTT

F: 5-CACCATGGATGATGATATCGC
ACTB

R: 5-GAATCCTTCTGACCCATGCC

Tablo 3.4’ de ki sicaklik dongiisii protokoliine gore Qiagen SYBR Green Master Mix kiti
kullanilarak RT-qPCR islemi yapilmistir.

Tablo 3.4. RT-qPCR deneysel ¢alismasinda uygulanan sicaklik dongiisii

Dongii Adr Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 °C 10 dk. 1
Denatiirasyon 95 °C 30 sn.

Baglanma 57 °C 30 sn. 45
Uzama (Fluoresans tayin) 72°C 45 sn.

Bekleme 4°C 0 1

3.2.6. Protein ekstraksiyonu

PC 3 hiicre hattinda, BAX, BCL2 ve Caspase-3 proteinlerinin miktarlar1 ¢aligma
sonucunda elde edilen en diisiik CI degerine gore yapilmistir. Deney setinde tasarimi igin
4 farkli grup yapilmis ve her grup igin dort kez tekrarli, aseptik kosullarda TC-treated
petrilere 2 x 10° tane hiicre olacak sekilde inokiilasyon yapilmustir. 24 saat, daha énce
belirtilen inkiibasyon sartlarinda hiicrelerin yiizeye tutunmasinin ardindan belirlenen
konsantrasyonlardaki ilaglar ayr1 ayr1 ve kombinasyon seklinde uygulanarak tekrar daha
once belirtilen kosullarda 24 saat inkiibe edilmistir (Bkz. Tablo 3.5).
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Tablo 3 5. Protein ekstraksiyonu i¢in deney seti kodlari.

Petri Kodu Dosetaksel Deinoksantin
Kontrol - -
2 6,25uM -
3 - 6,25uM
4 6,25uM 6,25uM

Ilag uygulamasi yapilan petrilerdeki besiyerleri 24 saatlik siire bitiminde ortamdan
uzaklastirilmistir. Bu islemin ardina 4 °C’de DPBS petrilerde bulunan hiicreler iizerine
tic kez uygulanarak, yikama islemi yapildiktan sonra petrilere 4 mL lizis tamponu
(150mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH: 7.4, 1 mM PMSF, 0.5% sodium deoksikolat, % 5
gliserol, 1 mM EDTA, % 1 Triton X-100) ilave edilip, buz iizerinde 10 dk bekletilmistir.
Calisma petri yiizeyinde hiicreleri kaziyict ile ylizeyden ayirdiktan sonra aseptik
kosullarda falkon tiipe transfer edilmistir. Falkon tiip igerisinde bulunan hiicreler buz
tizerinde 8-10 defa 21 Gauge’luk steril siringa ile c¢ek-birak yapilarak lizis islemi
tamamlanmustir. Santrifiij +4 °C ye ayarlanir ve hiicreler 10 dk siire boyunca 2000 xg’de
santrifiijlenir ve falkon tiip lizerinde siipernetant kismu farkl steril eppendorf tiiplerine

konarak ve -80 °C’de stoklanmistir.

3.2.7. istatistiksel hesaplamalar

Gen ifade diizeyleri birincil normalizasyon 2724¢T yontemi gelistiren Livak ve
Schmittgen’e gore analiz edilmistir (Livak ve Schmittgen, 2001). Ikincil normalizasyon
ACTB, referans geni olarak kullanilarak BAX, BCL2 ve Caspase-3 genlerinin ifade
diizeylerinin karsilastirilmasi ile yapilmustir. Istatistiksel analiz SPSS 17.0 programi

kullanilarak degerlendirilmistir. Sonuglarin anlamlilik ytizdesi p <0.05 dir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canhlik Testi

PC 3 hiicreleri lizerine dosetaksel/deinoksantin iki bilesenin kombinasyonalar1 ve tek tek
belirlenen konsantrasyonlarda uygulanmistir, 24 ile 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde
XTT calismast yapilmistir. Hiicre canlilik yiizdeleri 450 nm’de olgiilen absorbans

degerlerine gore hesaplanmis ve elde edilen sonuglara gore Sekil 4.1 — Sekil 4.2°deki

grafikler ¢izilmistir.
120 ~ 24 SAAT INKUBASYON
100
=
= 80 -
7z
< 60 = DE
Cm I
§ 10 I I DO
= I I E 1 = DE+DO
E 20 -
=S
0
1 2 3 4 5 6 7
Konsantrasyon gruplarn

Sekil 4.1. 24 saat inkiibasyon siiresinde PC-3 hiicre hatt1 iizerine deinoksantin (DE),
dosetaksel (DO) ve DE+DO nun antiproliferatif aktivitesi.

140 - 48 SAAT INKUBASYON
v 120 -
= 100 -
7z
< 80 -
g = DE
& 60 -
@ DO
g 40 H DE+DO
s 20 A N - = T =E g =
0
1 2 3 4 5 6 7
Konsantrasyon gruplari

Sekil 4.2. 48 saat inkiibasyon siiresinde PC-3 hiicre hatt1 iizerine deinoksantin (DE),
dosetaksel (DO) ve DE+DO nun antiproliferatif aktivitesi.
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4.2. Kombinasyonel Etki Degeri

PC 3 hiicre hatt1 iizerine uygulanan dosetaksel, deinoksantin ile bu iki maddenin
birlesimlerinin 24. ve 48. saatler de elde edilen absorbans verilerinden faydalanilarak
CompuSyn programi ile kombinasyon etki degeri (CI) bulunmustur (Bkz. Tablo 4.1,
Tablo 4.2). Elde edilen sonuglara gore Sekil 4.3 — Sekil 4.8”deki grafikler ¢izilmistir.

Tablo 4.1. 24 Saat inkiibasyon siiresinde deinoksantin (DE) ve Dosetaksel (DO)

kombinasyonlarmin CI degerleri

DE+DO CI Degeri Kombinasyonun Etkisi
Konsantrasyo(uM+pM)
400+400 1,452 Antagonistik etki
200+200 0,273 Sinerjik etki
100+100 0,276 Sinerjik etki
50+50 0,057 Sinerjik etki
25+25 0,629 Sinerjik etki
12,5+12,5 0,389 Sinerjik etki
6,25+6,25 0,121 Sinerjik etki
27 © DE-DO
I
| ©
I
Cl
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Sekil 4.3. Deinoksantin (DE) ve Dosetaksel (DO) kombinasyonlarinin CI degerleri
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Sekil.4.4 Deinoksantin (DE) ve Dosetaksel (DO) kombinasyonlarinin, 24 saatlik
inkiibasyon siiresinde Doz-Effect egrisi.
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Sekil.4.5. 24 saat inkiibasyon siiresinde Deinoksantin (DE) ve Dosetaksel (DO)
kombinasyonlarinin Median-Effect grafigi.
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bilesimlerinin CI degerleri

Tablo.4.2. 48 Saat inkiibasyon siiresinde Deinoksantin (DE) ve Dosetaksel (DO)

DE+DO CI Degeri Kombinasyonun Etkisi
Konsantrasyo(uM+uM)
400+400 4,891 Antagonistik etki
200+200 2,165 Antagonistik etki
100+100 2,82 Antagonistik etki
50+50 0,667 Sinerjik etki
25+25 0,967 Aditif etki
12,5+12,5 0,798 Sinerjik etki
6,25+6,25 1,85 Antagonistik etki
27 1 ) DE-DO
I l'_J
|
||
|
|
cl 5

0 1 ‘q__h_h__ —— L 1
0 0.5 1
Fa
Sekil.4.6. 48 saat inkiibasyon siiresinde Deinoksantin (DE) ve Dosetaksel (DO)
kombinasyonlarmin indeksi grafigi.
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Sekil.4.7. 48 saat inkiibasyon siiresinde Deinoksantin (DE) ve Dosetaksel (DO)
kombinasyonlarinin Doz-Effect egrisi.
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Sekil.4.8. 24 saat inkiibasyon siiresinde Deinoksantin (DE) ve Dosetaksel (DO)
kombinasyonlarinin Median-Effect grafigi.
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4.3. Gen Ifade Diizeyleri

Calismada en diisiik CI degerinde PC 3 hiicre hattinin BAX, BCL2 ve Caspase-3
genlerinin ifade diizeyleri belirlenmistir. Referans geni olarak ACTB (beta- aktin) geni
kullanilmistir (Bkz. Tablo 4.3). Elde edilen sonuglarin grafikleri Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve
Sekil 4.11°de verildigi sekildedir.
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Dosetaksel Deinoksantin Do+De

Sekil 4.9. Deinoksantin (DE), Dosetaksel (DO) ve kombinasyonlarinin BAX geni ifade
diizeyine etkisi

1,2 5

|

./_;
[
N
=
T 0,8 1 J
[}
o
A
& 06 T
= i
Y=
©
© T
& 04 - T
AN
(&)
m

0,2

0,0 T T T

Dosetaksel Deinoksantin Do+De

Sekil 4.10. Deinoksantin (DE), Dosetaksel (DO) ve kombinasyonlarinin BCL2 geni ifade
diizeyine etkisi
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CASP3 (RIatif gen ifade diizeyi)
w

T
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Dosetaksel Deinoksantin Do+De

Sekil 4.11. Deinoksantin (DE), Dosetaksel (DO) ve kombinasyonlarinin Caspase-3
geni ifade diizeyine etkisi

4.4. Protein Seviyeleri

Calismada en diisiik CI degerinde PC 3 hiicre hattinin BAX, Bcl2 Caspase-3 protein
miktar diizeylerine etkisi belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin grafikleri Sekil 4.12, Sekil
4.13 ve Sekil 4.14°de verildigi sekildedir.
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Kontrol Dosetaksel Deinoksantin Do+De

Sekil 4.12. Deinoksantin (DE), Dosetaksel (DO) ve kombinasyonlarinin BAX proteini
miktari tizerine etkisi
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Sekil 4.13. Deinoksantin (DE), Dosetaksel (DO) ve kombinasyonlarinin BCL-2
proteini miktar1 tizerine etkisi
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Sekil 4.14. Deinoksantin (DE), Dosetaksel (DO) ve kombinasyonlarinin Caspase-3
proteini miktari tizerine etkisi
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Tablo 4.3. BAX, BCL2 ve Caspase-3 protein seviyeleri

BAX BCL2 CASP-3
(ng/mg protein) | (pg/mg protein) | (ng/mg protein)
Kontrol 0,28+0,11 452+34 10,8+0,84
Dosetaksel (6,25uM) 1,69+0,047 176+11 23,7+2,52
Deinoksantin (6,25 uM) 0,39+0,075 269425 17,9+1,9
Dosetaksel +Deinoksantin 2.84+0,15 11748 302463

(6,25uM+ 6,25uM)
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4. SONUC ve TARTISMA

Ilerleyen yaslarda daha sik olarak rastlanan prostat hastaliklari, esas olarak iyi huylu
prostat hiperplazisi ve prostat kanserini olarak smiflandirilabilir. Iyi huylu prostat
hiperplazisi, biiyiik 6l¢iide gecis bolgesinde, yani prostatik dokunun iiretray1 ¢evreleyen
kisminda meydana gelen hiicresel proliferasyona bagli olarak artmis prostat hacmi olarak
tanimlanir. Iyi huylu prostat hiperplazisi, prostat iiretrasini tikayabilen yasa bagh bir
hastaliktir. Onun prevalans 40 yasindaki erkeklerde %5 ile %10 arasinda degisirken, 70-
80 yaslarindaki erkeklerde %80'e ulasmaktadir. Prostat kanseri, gelismis iilkelerde
onkolojik nedenlere bagl oliimlerde ikinci sirada gelmektedir. Etnik kdken de Prostat
kanserinin epidemiyolojisini etkilese de, artan yas bu malign tliméoriin gelisimi igin yaygin
olarak kabul edilen bir risk faktoriidiir. Buna gore yaslanan erkeklerde daha sik teshis

edilirken 45 yasindan 6nce olduk¢a nadirdir (Cannarella vd., 2021).

Dosetaksel, prostat kanserinde yaygin olarak kullanilan bir antineoplastik ajandir.
Apoptoz inhibisyonun da iginde oldugu ¢oklu molekiiler mekanizmalar bu
kemorezistansa katkida bulunmaktadirlar. Yapilan aragtirmalar sonucunda dosetaksel ile
yapilan uzun tedavilerde, tedavisi yapilan hastalik siire¢ i¢erisinde dosetaksel kars1 direng
gelistigi rapor edilmistir. PC3 hiicrelerinde, dosetaksel, 10 ila 100 nM arasinda doza bagli

bir toksisiteyi indiikledigi aragtirmacilar tarafinda bulunmustur (Cristofani vd., 2018).

Lijun ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada, Dosetaksel 'in etkinligini arttirmak i¢in
dosetakseli, SATB1 (ZD55-SATBI1) tasiyan onkolitik adenoviriis ile birlestirerek,
dosetaksel’in dozunu azaltarak yan etkilerini azalttiklarini rapor etmislerdir. Lijun ve
arkadaslari; In vitro olarak ZD55-SATB1 ve dosetaksel’i prostat kanseri tizerine kombine
olarak tedavi amagli uygulamislardir. Bu uygulamada, prostat kanseri hiicrelerinin
canlilig, istilas1 ve gogii lizerinde kayda deger bir etkiliye sahip olmalarmin yaninda,
normal prostat hiicrelerinin canlilig1 lizerinde 6nemli bir etkilerinin olmadig1 sonucuna
ulasmislardir. Ilave olarak, kombine tedavi, prostat kanseri hiicrelerinin apoptozunu

indiiklemede en yiiksek etkinlige sahip oldugunu bulmuslardir (Lijun vd., 2021).

Yesil cay, kuarcetin ve dosetaksel kombinasyonu kastrasyona direngli prostat kanseri
hiicreleri tizerinde denenmistir. Bu kombinasyonel uygulanamanin dosetakselin terapotik

etkisi onemli dlgiide arttirdig1 sonucuna ulasiimistir. Uglii olarak uygulanan tedavide en
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etkin sonug bulunustur. Dosetaksel ile kombinasyon halinde yesil ¢ay ve kuargetin'in, tek
tek uygulamalara bilesiklere kiyasla normal prostat epitelyal PrEC hiicrelerinde
toksisiteyi artirmadigini géstermistir. Bu sonuglar, dosetaksel'in etkinligini arttirmak igin
yesil ¢ay ve kuargetin ile kombinasyon ile toksititesi daha diisiik bir tedavi olabilecegini
(Wang, vd., 2014).

Huang ve arkadasglarin yaptigi c¢alismada, brefeldin A ve dosetaksel’in birlikte
uygulanmasinda hem tek tabakali ve hem de 3 boyutlu kiiltiirlerde prostat kanseri
hiicrelerinin biliylimesini engelledigini gostermislerdir. Dosetaksel ve brefeldin A
kombinasyonlari, prostat kanseri hiicreleri iizerine bu etken maddelerin tek tek
uygulanmasindan daha gii¢lii bir sekilde apoptozu indiiklemis oldugunu raporlamislardir.
Dosetaksel ile kombinasyon halinde brefeldin A'nin etkileri, PC-3 hiicrelerinde Bcl-2
seviyesinde belirgin bir diisiis ile iliskilendirilmistir. Arastirmacilar, brefeldin A ile
kombinasyon halinde dosetakselin, prostat kanserinde dosetaksel kemoterapisinin
etkinligini artirmak ve toksik yan etkisini azaltmak i¢in etkili bir yaklasimi temsil

edebilecegini vurgusunu yapmislardir (Huang, vd.,2017).

Calismamizda PC3 prostat kanseri hiicre hatt1 tizerinde tek bagina uygulanan dosetakselin
BAX ve CASP-3 genlerinin ifade diizeyinde ¢ok yiiksek bir etkiye sahip olmadig: fakat
deinoksantin ile beraber verildiginde BAX ve CASP-3 genlerinin ifade diizeylerinde

anlamli bir artisa sebep oldugu gdzlenmistir.

PC3 prostat kanseri hatti tizerinde yiiriitiilen ¢alisgmamizda deinoksantin tek basina
kullanildigin BAX ve CASP-3 genlerinin ifade diizeyini ¢ok yiiksek oranda uyarmadigi,
BCL-2 iizerinde ise tek basma cok az etki ettigi goriilmiistiir. Tek basma intrensek

apoptotik bir uyaran olarak yiiksek etkiye sahip olmadigi diistiniilmektedir.

Yiiriitiilen tez ¢alismasi kapsaminda PC3 hiicre hatti {izerine 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
stirelerinde; Dosetakselin, deinoksantin ve her ikisinin kombinasyonlarinin belirlenen
konsantrasyonlarda uygulanmasi ile yapilan XTT calismasimin sonuglarina gore; 24.
saatin 4, 6, ve 7. konsantrasyonlar1 disinda dosetakselin deinoksantinden daha fazla anti-
kanser etkiye sahip oldugu, biitiin konsantrasyonlarda ise beraber uyguladiklarinda ayr1
ayr1 uygulanmalarindan daha iyi anti-kanser etki gosterdikleri belirlenmistir. 48. saatte

ise 24. saate kiyasla dosetakselin, deinoksantin veya her ikisinin daha uzun zaman zarfi

42



icerisinde bulunduklarinda yar1 Omriilerini yitirdikleri veya molekiiler yapilarinin
bozulmasi gibi ihtimallerden kaynaklanan sebeplerden canlilik oranlarinda dalgalanmalar

gorildiigli gozlemlenmistir.

Sinerjik etkinin en yiliksek oldugu konsantrasyonu ve zamani bulmak i¢in hesaplanan CI
degerlerini belirleme asamasinda; 24. saat inkiibasyonunda diger kombinasyonlara
kiyasla en iyi sinerjik etkinin 6,25 puM dosetaksel + 6,25 pM deinoksantin
kombinasyonunun etkili oldugu gézlemlenmistir (Tablo 4.1.). 0,121 CI degeri ile RT-
gPCR ve ELISA calismalar1 yapilmistir.

6,25 uM dosetaksel + 6,25 uM deinoksantin kombinasyonunun uygulandigi biitiin
orneklerdeki RT-qPCR sonuclarina gore; BAX ve CASP-3 genlerinin ifade diizeylerinin
belirlenmesinde, ilaglarin ayri ayr1 uygulanmasma gore kombinasyon sekilde
uygulanmasi ¢ok daha iyi sonuglarin elde edildigi gozlemlenmistir. BCL2 genlerinin ifade
diizeylerini belirlemede ise uygulanan ilaglarin kombinasyonunun, tek tek ilag

uygulamasindan daha etkin oldugunu ortaya ¢ikarmaistir.

Gen ifade analizleri sonuglarina ek olarak yapilan ELISA c¢alismalar1 da RT-qPCR
sonuglarini destekleyecek sekilde olmustur. BAX ve Caspase-3 protein seviyelerinde
6,25 uM dosetaksel + 6,25 uM deinoksantin kombinasyonu, BAX proteininde; kontrole
gore 2,84 kat ve ayr1 ayri ilag uygulamalarina gore sirastyla 1,69;0,39 kat daha artmus;
Caspase-3 proteininde, kontrole gore yaklasik 39,2 kat ve ayr1 ayri ilag uygulamalarina
gore sirastyla 23,7;17,9 kat daha arttif1 goriilmiistiir. BCL2 ifade diizeyinde 6,25 uM
dosetaksel + 6,25 uM deinoksantin kombinasyonu kontrole gore 117 kat ve ayr1 ayri
ilaglarin uygulamalarina gore sirasiyla yaklagik 269;176 kat daha azaldigi tespit
edilmistir. Bu neticeler dogrultusunda kanser iizerinde etkinligi bilinen dosetakselin
deinoksantin ile kombinasyonunun anti-kanser aktivitesini daha da artirdigini ve hormon
reseptoriine duyarli meme kanseri tedavilerinde yardimer kiir olarak yiiksek potansiyel

vaat eden bir madde olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Ilerleyen galismalarda protein seviyelerinin Western-Blot ile belirlenmesi, deinoksantinin
Ostrojen reseptorii ilizerindeki etkinliginin in silico ve in vitro olarak arastirilmasi

caligmalarinin yapilmasi 6n goriilmektedir.
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