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OZET

Dexpanthenol’iin Prostat Kanseri Uzerindeki Apoptotik Etkilerinin Arastirilmasi

Organizmanin degisen kosullarda homeostazinin devamhhgina katkida
bulunan apoptoz, insanlardaki patojenlerin tedavisi yoniinden umut verici bir
mekanizmadir. Apoptotik yolaklar, kanser hastaliklarinda ve kanser gelisiminde
kemoterapotiklere karsi diren¢ gostermesi yoniiyle de 6nemlidir. Prostat kanseri
ise erkeklerde en sik teshis edilen ve mortalitede 2 . sirada yer alan kanser
tiiriidiir. Pantotenik asit ve indirgenmis tiirevi dekspantenol, antiinflamatuar ve
antioksidan etkilere sahip tedavi edici 6nemli bir ajandir. Dekspantenoliin hiicre
oliimiinii tetikleyen inflamatuar yolaklar ve apoptotik yolaklar iizerindeki etkileri
merak uyandirmaktadir. Ayrica son yillarda baz1 antioksidanlarin cesitli kanser
tiirlerinin tedavisinde kullanilmasi ve olumlu etkilerinin tespit edilmesi, bu alanda
yeni ¢alismalarin yapilmasim tesvik etmistir. Calismamizda insan prostat kanseri
hiicrelerinin dexpantenol ile tedavisinde kaspaz-3, bax, bcl-2 protein diizeylerini
nasil etkileyecegi amac¢lanmistir.

Hiicre Kkiiltiirii yontemiyle insan prostat kanseri hiicreleri PC3 (ATCC
CRL1435), kullanildi. Homojenize edilmis hiicrelerin protein miktar tayini yapildi.
Kaspaz-3, bax ve bcl-2 gibi inflamatuar ve apoptotik yolaklardaki aracilarin
protein seviyeleri ELISA ile analiz edildi.

Calismamizin bulgulari, Dekspantenoliin PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde
bax, bcl-2 protein ekspresyonu diizeylerini istatistiksel olarak azaltmadigim ve
kaspaz-3 protein miktarini ise istatistiksel olarak arttirmadigini gostermistir.

Sonu¢ olarak cahismamizin bulgular1 PC-3 hiicrelerinin cogalmasinda
dekspantenoliin hiicre i¢i apoptotik yolaklar iizerinden anlamh bir -etkisi
gosterilememistir.

Anahtar Sozciikler: Dekspantenol, Apoptosis, Prostat Kanseri




ABSTRACT

Investigation of Apoptotic Effects of Dexpanthenol on Prostate Cancer

Apoptosis maintains the homeostasis of the organism in varying conditions.
It is a promising mechanism for the treatment of pathogens in humans. Apoptotic
pathways are also important in cancer diseases and cancer development in terms
of resistance to chemotherapeutics. Prostate cancer is the most frequently
diagnosed in men and the second in mortality is the leading type of cancer.
Pantothenic acid and its reduced derivative dexpanthenol is an important
therapeutic agent with anti-inflammatory and antioxidant effects. The effects of
dexpanthenol on inflammatory pathways and apoptotic pathways that trigger cell
death are intriguing. In addition, the use of some antioxidants in the treatment of
various types of cancer and the detection of their positive effects in recent years
have encouraged new studies in this area. In our study, it was aimed to determine
how it will affect caspase-3, bax, bcl-2 protein levels and activities in the treatment
of human prostate cancer cells with dexpanthenol.

Human prostate cancer cells PC3 (ATCC CRL1435) were used by cell
culture method. Protein quantification of homogenized cells was performed.
Protein levels and activities of mediators in inflammatory and apoptotic pathways
such as caspase-3, bax and bcl-2 were analyzed by ELISA.The findings of our
study showed that Dexpanthenol did not statistically decrease bax, bcl-2 protein
expression levels in PC-3 prostate cancer cells and did not statistically increase the
amount of caspase-3 protein.

As a result, it was shown that dexpanthenol did not have a significant effect
on the proliferation of PC-3 cells on intracellular apoptotic pathways.

Key Words: Dexpanthenol, Apoptosis, Prostate Cancer



1. GIRIS

Hiicre sayisindaki denge yeni hiicre olusumu ve sabit bir 6liim hiziyla saglanir.
Tim memeli dokularinda bu hassas dengenin devam ettirilmesinde hiicre Oliim
tiplerinden biri olan apoptozun roli biiyiiktiir. Kontrolsiiz ve pasif bir hiicre 6liim tipi
olan nekrozun aksine apoptoz; aktif, kontrollii, komsu hiicrelere zarar vermeyen,
morfolojik degisikliklerle ilerleyen ¢esitli fizyolojik ve patolojik kosullarla baslatilan
programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanmistir.

Prostat, erkek genital sisteminin en biiyiik aksesuar bezidir. Prostat karsinomu
erkek cinste en ¢ok goriilen internal malignitedir. Kansere bagli 6liimlerde ise ikinci
sitrada yer alir. Malign hastaliklar, klasik olarak kontrolsiiz asir1 hiicre
proliferasyonunun oldugu hastaliklar olarak bilinir. Oysa asir1 proliferasyonun yaninda
azalmis apoptozisin de malignite gelisimine katkida bulundugu goriilmiistiir. Zamani
geldiginde normal olarak apoptozise gidemeyen ve bundan dolayr beklenenden daha
uzun siire yasayan hiicreler, genomlarinda mutasyonlarin daha sonra malign hiicrelere
donilisme potansiyeli tagirlar.

Genel sagkalim siiresini uzatabilen giiniimiiz klinik basarilara ragmen, prostat
kanserine (PK) bagli mortalite halen 6nemli bir sorundur. Metastatik kanser hiicrelerinin
en onemli 6zelliklerinden biri de, apoptozise direngli olmalar1 ve nihayetinde progresif
hastaligin gelismesine neden olmalandir. Metastatik kastrasyona direncli PK
tedavisinde antioksidan ve antiinflamatuar etkili sitotoksik olmayan etken maddelerin
yeni nesil ajanlarin etkin yasam avantajlari gostermesi umut verici olmakla birlikte;
primer ve sekonder tedavi direncinin en 1yl nasil yonetilecegi halen kaginilmaz bir
sorundur. Calismamizda kullandigimiz dexpantenol de antioksidan ve antiinflamatuar
etkilidir. PK tedavi direncinin istesinden gelmek igin, apoptotik etkileri arttirmayi
hedefleyen antioksidanlar her gegen giin 6nem kazanmaktadir. Apoptotik yolagi
indiikleyen mekanizmalart konu alan yeni bilimsel arastirmalar, sinerjistik tedavi
stratejilerinin  gelistirilmesinin ~ 6nemi  lizerinde yogunlagmaktadir.  Gelecekte
kemoterapoétiklerin yerini, apoptozis gibi fizyolojik mekanizmalari ¢alistiran, yan etki

profili diisitk molekiillerin almasi 6ngorilmektedir



2. GENEL BILGILER

2.1. Prostat Bezinin Morfolojisi

Insan prostat bezi; mesanenin hemen altinda bulunur, proksimal iiretray1 koni
seklinde sarar ve ejekiilasyona katkida bulunan sivilarin ve spermin salgilanmasindan
sorumlu erkek cinsiyet aksesuar bezidir (1).

Embriyolojik olarak prostat bezi gebeligin 12. haftasinda endodermden koken
alan iirogenital siniisiin epitelyal biliyiimesi ile olusur. Epitelyal tomurcuklar prostati
olusturmak iizere mezenkime penetre olurlar, epitel hiicreleriyle iligkili mezensimden
ise organin stromast ve diiz kaslar1 meydana gelir. Tam prostat morfogenezi i¢in
dihidrotestosteronun (DHT) olmasi gerekir ve testosteron; 5-a rediiktaz enzimi ile
dihidrotestosterona doniistiiriiliir. 5-o rediiktaz  enzimi, iirogenital siniiste prostat

gelisimi Oncesi ve sirasinda mevcuttur (2).

2.2. Prostat Bezinin Anatomisi

Prostat yaklagik 10-15 gr agirliginda olup 50 yasindan sonra 30 grama kadar
cikabilir (3). Prostat bezi erkeklerde kemik pelvis boslugunda prostatik iiretranin
etrafin1 sarar. Taban1 mesane boynuyla, tepesi ise liretra ve detrusor kasi ile devamlilik
gosterir. Apeksi ise ¢izgili iiretral sfinkter ile devam eder.

Prostat, superiordan mesaneye, inferiordan ise eksternal iiriner sfinkter ve
membrandz liretraya baglidir. Prostatin dort yiizli vardir. Bunlar posterior yiiz, anterior
yiiz ve iki adet inferolateral yiizdiir. Anterior yiizii simfizis pubisin arkasinda yer alir
Posterior yiiz rektumla yanyanadir ve rektumdan Denonvilliers’ fasyasiyla ayrilir (2).

Prostatin glandiiler zonal anatomisi 3 bolgeye ayrilir; periferik zon (PZ),
santral zon (CZ), transisyonel zon (TZ) olmak iizere ii¢ bolgeye ayrilir. Bu bdlgelerin
farkli embriyolojik koékenleri vardir ve histolojileri, biyolojik islevleri, patolojik
bozukluklara yatkinliklariyla ayirt edilebilirler. Prostat kanserinin % 70 1 iirogenital
siniisten {iiretilen PZ’ den kaynaklanir. Wolf kanalindan tiiretilen CZ ise oldukg¢a diisiik
prostat kanseri insidansina sahiptir. CZ ve PZ ‘nin benzersiz embriyolojik kokenleri goz
Oniine alindiginda karsinogeneze olan duyarliliklarinin farklilik gésterdigi bilinmektedir

(4). Transisyonel zon ise glandiiler dokunun %5’ini olusturmaktadir. Benign Prostat
g



Hiperplazisi (BPH) ile genisleyen prostat kanserlerinin %40 1 bu bolgede goriilmektedir
(5).

2.3. Prostat Bezinin Fizyolojisi

Prostatik kas dokusu sempatik sinirlerin kontroliindedir. Bu doku diiz kas lifi
iceren elastik bag dokudan ibarettir. Bu kaslarin kontraksiyonlar1 ile ejekiilasyon
sirasinda prostat salgisinin atilimini saglar (6). Prostat sivisi alkalidir yani bazik
haldedir (pH: 7.5). Prostat sivisi; su, sitirik asit, asit fosfataz, amilaz, kolesterol,
kalsiyum, ¢inko, tamponlayict tuzlar, fosfolipidler, prostaglandinler, fibrinojen,
seminaplasmin ad1 verilen antibiyotik ve prostat spesifik antijen (PSA) igerir (7). Prostat
stvist semen hacmine % 20-30 oraninda katkida bulunur ve fertilizasyonda kadin
vaginast asidik oldugu i¢in ortami alkali hale getirerek spermlerin zarar gérmemesini

saglar (8).

2.4. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, prostat dokusunu olusturan bazi hiicrelerin ihtiyag olmadigi
halde kontrolsiiz ¢ogalmaya devam ederek komsu dokulara sigrayabilen koti huylu
(malign) timor yapilart olusturmasi sonucu meydana gelmektedir. Prostat kanseri
genellikle yavas biiylime egiliminde olan fakat daha sonra hizli ilerleyebilen ciddi bir
hastaliktir. Prostat kanserlerinin ¢ogu erken donemde asemptomatiktir. Hastaligin
ilerlemesiyle; geceleri sik idrara ¢ikmak, idrar yapma esnasinda yanma ve agri hissi,

idrar veya menide kan goriilmesi gibi bulgular prostat kanseri ig¢in ipucu
olabilmektedir(9).

2.5.1. Prostat kanseri epidemiyolojisi
Prostat kanseri; erkeklerde akciger kanserinden sonra diinya ¢apinda en g¢ok
goriilen ikinci kanserdir (2). Prostat kanserinin diinya genelinde en yiiksek oranda

gozlendigi toplum Afrika kokenli Amerika’lilardir (10).



2.5.2. Prostat Kanseri insidansi

Kiiresel olarak prostat kanseri erkekler arasinda ¢ok yaygin olup oliime yol
acabilmektedir. 2018 yilinda 1.276.106 kisiye yeni prostat kanseri tanis1 konmus ve
358.989 kisi prostat kanseri nedeniyle kaybedilmistir.
Prostat kanseri insidansi yasla birlikte artmaktadir ve en ¢ok tani konulan ortalama yas
65-69 araligindadir. Irk farkliligi da prostat kanseri insidansini oldukga etkilemektedir;
en yiiksek Afro-Amerikan erkeklerde goriilmektedir. Siyah 1rkta prostat kanseri
insidans1 beyaz 1rka gore yaklasik bir buguk kat daha fazla olup, kanser daha erken
yasta tespit edilmekte ve daha yiiksek mortalite oranina ulagmaktadir(11). Prostat
kanseri insidansiin en yiiksek oldugu bolgeler Afrika iilkelerinin ¢ogu, Avustralya-
Yeni Zelanda, Kuzey ve Bati1 Avrupa ile Amerika, en diisiik oldugu bolgeler ise Kuzey
Asya, Orta Asya ve Giineydogu Asya’dir. Bu esitsizligin nedeni sosyal, cevresel ve

genetik faktorlere dayanmaktadir(12).

INSIDANS MORTALITE
Avustralya/Yeni Zelanda 111.6

Kuzey Amerika
Bati Avrupa
Kuzey Avrupa
Karayipler
Mikronezya/Polinezya

Giiney Afrika
Giiney Amerika
Giiney Avrupa

Orta ve Dogu Avrupa
Orta Avrupa
Bati1 Asya
Orta Afrika
Bati1 Afrika
Dogu Afrika
Malenezya
Kuzeydodu Asya
Kuzey Afrika
Dogu Asya
Kuzey-Orta Asya

I T T T T T T L] T T T T T T 1
140 120 100 80 60 40 20 ©O 20 <40 60 80 100 120 140

Sekil 2.1. Cografi bolgelere gore, yasa standardize edilmis prostat kanseri insidansi ve 6liim oranlari(13).



Amerika Birlesik Devletleri'ndeki Prostat kanseri

insidansi
Irk/Etnik Erkekler
Tum Irklar 156.0 (100.000'de)
Kafkaslar 149.5 (100.000'de)
Afro-Amerikanlar 233.8 (100.000'de)
Asyalilar 88.3 (100.000'de)
Yerli Amerikalilar 75.3 (100.000'de)

: ) 107.4 (100.000'de)
Hispanic

Sekil 2.2. ABD Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan Surveillance Epidemiology and End Results (SEER)
kapsaminda ABD’de izlenen prostat kanseri vakalar1 (14).

2.5.3. Prostat Kanseri Risk Faktorleri

Ozellikle yasi ilerlemis erkeklerde prevalansi oldukca yiiksek kanser tipidir.
Ayrica kitle tarama programlari prostat kanseri insidansinin artmaya devam ettigini
gostermektedir. Irk, yas ve ailenin prostat kanseri 6ykiisii, kanitlanmis risk faktorleridir.
Pozitif bir aile prostat kanseri oykiisii, bircok ¢aligmada énemli bir risk faktori olarak
tanimlanmistir. Tami konan erkeklerin %10'unda ailede prostat kanseri Oykiisii
bildirilmistir. Yapilan caligmalarda ailede prostat kanserine yakalanan kisi sayist ve
yakinlik derecesi hastalik riski ile orantilidir. Hastaligin potansiyel nedenleri iizerine
yapilan ¢alismalarda gevresel risk faktorleri, diger hastaliklarla iligkisi, yasam tarzi ve
genetik faktorler g6z Oniinde bulundurulmustur. Prostat kanserinin gelisiminde ve
direncinde, diyetin ve beslenmenin rolii bir ¢ok ¢alismada dikkate alinmustir.
Beslenmede yag aliminin prostat kanseri ile iliskisini agiklayan mekanizmada oksidatif
stres ve DNA hasar1 bulunmaktadir. Yiiksek yag alimi, seks hormonlarinin normal
sentezini degistirebilmektedir. Yapilan ¢alismalarda A, E ve D vitaminleri, selenyum,
izoflavanoidler, soya, lif icerikli ve antioksidan etkili gidalar prostat kanserine karsi

koruyucu faktor olarak rol aldigi incelenmistir (9).



2.5.4. Prostat Kanserinde Tani

Prostat kanseri teshisi i¢in mevcut klinik araglar ve modaliteler; parmakla rektal
muayene (PRM), Prostat Spesifik Antijen (PSA) 6l¢iimii ve transrektal ultrasonografidir
(TRUS). Bu yontemlerle prostat kanseri siiphesi durumunda kesin teshis koymak igin
biopsi alinarak histopatolojik olarak incelenmesi gerekmektedir (15). Prostat
kanserlerinin % 60 indan fazlasi, normal PRM ve yiiksek PSA’s1 olan asemptomatik
hastalarda teshis edilebilir (16).

2.5.4.1. Parmakla Rektal Muayene

Parmakla rektal muayene, 6zellikle 40 yas iizeri erkeklerde prostat kanserinin
erken tanisi i¢in basvurulan en eski yontemlerden biridir. PRM prostatin sertligi ve
biiyiikliigii hakkinda bilgi verir. PRM nin pozitif 6ngorii degeri %23 ile %56 arasinda
degismektedir. Siipheli bir sertligin veya bezde anormal boyutun farkedilmesi prostat

kanseri agisindan kusku olusturur ve histopatolojik olarak incelenmesi gerekir(17).

2.5.4.2. Prostat Spesifik Antijen (PSA)

PSA ejakiilatin seminal plasmasinda bulunan bir proteazdir. %60-80 i tripsin ile
Kimotripsin benzeri aktiviteye sahiptir. %20-40 1 enzimatik olarak inaktiftir (18).
Kallikrein-3 olarak da adlandirilir ve sperm hareketliligini arttirma islevi gortir (19).
Prostatik liimen yogun konsantrasyonda PSA igerir. Ancak bunun dolasima ge¢mesi
stromanin bazal membran bariyeriyle engellenir. Bu bariyerlere hasar verecek herhangi
bir etken PSA seviyesinde artisa neden olur. Kan testindeki PSA, prostat kanserinde
onemli bir biyobelirtectir. Kabul edilebilir bir duyarlilia sahip olmasma ragmen
spesifik degildir. PSA seviyesinin yiiksekligi; BPH (iyi huylu prostat hiperplazisi),
prostatit, indolent kanserler ( yasami boyunca semptom belirtisi ¢ok az goriilen ya da
hi¢ goriilmeyen ve Oliime neden olmast muhtemel olmayan) ve agresif ilerlemis
kanserler arasinda gilivenilir ayrim yapamaz (20). Prostat kanserini saptamada PSA ile
PRM kiyaslandiginda genel duyarlilik, 6zgiillik ve pozitif prediktif degeri acisindan
PSA’nin prostat kanserini tespit etme potansiyeli daha yiiksektir (21). Prostat kanseri

tanisinda ve tedavi izleminde en sik bagvurulan tiimor belirleyicisidir(19).



2.5.4.3. TRUS (Transrektal Ultrasonografi)

Prostat bezinin goriintiilenmesinde kullanilan yontemlerden biri olan TRUS
prostat biyopsinin incelenmesinde taniy1 dogrulamak ig¢in  altin standart kabul
edilmektedir(16).

Transrektal ultrasonografi PRM nin anormal oldugu ya da PSA degerinin

yiiksek oldugu hastalar igin kullanilir(18).

2.5. Dekspantenol

Kolinerjik bir ajan olan Dekspantenol (CAS No. 81-13-0), B kompleks
vitaminlerinin (B5 vitamini) bir {iyesi olan pantotenik asidin alkollii bir analogudur
(22). Dexpantenol’iin molekiiler formiilii CoH19NO,4 olup, kimyasal yapisi ise; (2R)-2,4-
Dihidroksi-N-(3-hidroksipropil)-3,3-dimetilbutiramid’dir(23).

Dekspantenol, sentetik bir formdur, dogal olarak bulunmaz, viicutta pantotenik
asite dontstirilir. B kompleks vitaminlerinin bir {iyesi olan pantotenik asit (B5
vitamini) 1931 yilinda Roger J. Williams (1893—1988) tarafindan mikrobiyal biiyiime
faktorleri tizerine yaptig1 ¢aligmalar sirasinda kesfedilmistir. 1934°te pantotenik asidin
mayadaki hiicre proliferasyonu {izerinde derin bir uyarict etkiye sahip oldugu
gosterilmis ve ilk dekspantenol preparasyonunun (Bepanthen™) gelistirilmesine

yardime1 olmustur (24).
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Sekil 2.3. Dekspantenol’iin kimyasal yapisi (25).
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Sekil 2.4. Pantotenik asit’in kimyasal yapisi (25).



Pantotenik asit (PA), karbonhidratlarin, yaglarin ve azot bilesiklerinin
metabolizmasinda 6nemli bir rolii oldugu bilinen Koenzim A'nin bir bilesenidir. Yanik
ve yaralarin yani sira ilserin epitelizasyonunu arttirmak igin haricen kullanilir (23).
Pantotenik asit cesitli bitki ve hayvanlarda (siit, yumurta, karaciger, deniz iiriinleri,
kepekli tahillar, mantar, brokoli, avokado, yer fistigi, nohut, aycicegi cekirdegi vs.)
dogal olarak bulunan bir maddedir ve bagirsak mikroorganizmalari tarafindan da
sentezlenebilir. Pantotenik asit, hem hayvansal hem de bitkisel gidalarda bulunan bir
bileseni oldugundan, insanlarda bu vitaminin eksikligi ¢ok nadir goriliir. Viicuttaki
ginliik gereksinimi 4-7 mg kadardir. Deneysel olarak Bs vitamini eksikligi
calismasinda; yorgunluk, bas agrisi, halsizlik, kisilik degisiklikleri, uyusukluk,
parestezi, kas/karin kramplari, mide bulantis1 ve kas koordinasyonunun bozulmasi gibi
semptomlarin ortaya ¢iktigi goriilmistir (26). Yapilan ¢alismalarda Bs vitaminin
besinsel eksikligi, dokularda biiyiik 6l¢iide azalmig CoA seviyelerine yol agabilecegi ve
bu durumun ise bir¢ok temel reaksiyonu olumsuz yonde etkileyebilecegi gosterilmistir
(27).

Pantotenik asit; yag asitleri, kolesterol, asetilkolin gibi énemli metabolitlerin
sentezinde rol alan ve sitrik asit dongiisii dahil olmak {izere bir¢ok metabolik dongii i¢in
gerekli Koenzim A’ nin biyosentezindeki baslangi¢ substratidir (28). Pantotenik asit ve
tiirevlerinin koruyucu etkisi, CoA’ nin membran fosfolipidlerinin sentezini gii¢lendirip
lipid peroksidasyonunu 6nlemesi ve bunun sonucunda hiicresel onarim mekanizmasini
desteklemesinden gelir. Ehrlich asit tiimor hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢alismada
pantotenik asit tiirevi CoA Onciisii olmayan homopantotenik asit, ¢ok daha diisiik
oranda koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (29). Pantotenik asidin radioprotektif
etkisi, sicanlari gamma radyasyonuna maruz kalmaya karsit korumasi sonucu
goriilmistiir (Slyshenkov ve ark, 1999). Yapilan ¢alismalarda PA’nin hiicre iginde
glutatyon diizeylerini arttirarak onemli antioksidan ve koruyucu etkisinin oldugu
gosterilmistir. Pantotenik asit, hiicrelerde indirgenmis glutatyon (GSH), koenzim A
(CoA) ve ATP sentezini arttirir ( Slyshenkov ve ark, 2004). Glutatyon, apoptozu ve
diger reaktif oksijen tiirleri (ROS) kaynakl: sitotoksisite tiirlerini kontrol eden temel bir
elementtir(30). Artan metabolik aktivite, mitokondriyal disfonksiyon ve kanserli bir
hiicrede onkogen aktivitesi hiicrelerde ROS’un iiretimine kaynak olusturabilecek

faktorlerden bazilaridir. Glutatyonun, ROS’e karsi hiicreyi koruma mekanizmasi



glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi enzimlerin interaksiyonu sonucu
sekillenir (31). Antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu hiicre hasarini
onleyen koruma sistemleridir. Pantotenik asit, azalmis olan glutatyon ve koenzim A
diizeylerini arttirip, hiicrelerde adenozin-5-trifosfat (ATP) sentezini uyararak
antiinflamatuar ve antioksidan etkinligini gosterir (32). Oksidatif stres ve kontrolsiiz
serbest radikal olusumu karsinogeneze neden olmaktadir. Antioksidanlarin tek basina
veya kombinasyon halinde kemoterapotik etkinligini arastiran klinik ¢alismalar, yeni

tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi agisindan 6nemlidir (33).

2.6. Apoptozis

Her hiicre dogar, ¢ogalir (proliferasyon), farklilasir (diferansiasyon), ve oliir
(apoptozis). Hiicre olimiyle hiicre ¢ogalmasi arasinda kontrollii bir denge vardir.
Hiicre 6liim tiplerinden biri olan apoptoz; hasarlanan hiicrelerin kendi kendilerini yok
ettikleri, programli, enerjiye gereksinim duyan, genlerle diizenlenen, organizmadaki
doku homeostazisi yani apoptozis/proliferasyon dengesini koruyan bir olaydir (34).
Apoptozis; toksik kimyasallar, kemoterapétikler, sitokinler, tiimor siipresor genlerin
aktif olmasi, hiicre i¢i kalsiyum miktarindaki artis, iyonize radyasyon ve oksidanlarin
dahil oldugu cesitli stimiilatorlerle baglatilabilir. Reaktif oksijen tiirleriyle (oksidatif
stres) hem mitokondri, hem plazma membrani ve hem de genom {izerinde olusturduklari
hasara bagli olarak da baslatilabilir (35).

Hem fizyolojik hem patolojik sartlar altinda meydana gelebilen apoptozisin,
patolojik 6lim olarak bilinen nekrozdan farkli 6zellikleri vardir. Nekrozda gruplar
halinde hiicre oliimii olurken apoptoziste tek tek hiicre dliimii gerceklesir. Nekrozun
aksine apoptoziste inflamasyon goriilmez ve nekrozun olusmasi i¢in ATP gerekmez

iken apoptoziste ATP gerekir (36).

2.6.1. Apoptozis Morfolojisi ve Mekanizmasi

Apoptozis morfolojisi, tek bir hiicrede kromatin yogunlasmasi ve komsu
hiicrelerle olan temasin kaybolmasi ile karakterizedir. Apoptoz esnasinda hiicrenin
boyutu elektron mikroskobuyla incelendiginde  kiigtliir, sitoplazma biiziilir ve
yogunlagir, kromatin niikleer membrani ¢evresinde toplanip yogunlasir(37). Morfolojik

olarak apoptoz, su sekilde gerceklesir; sitoplazma ile c¢evrelenmis  kromatin



parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere pargalanir. Bu apoptotik cisimcikler ¢evre
hiicreler ile makrofajlar tarafindan taninir ve fagosite edilir. Kromatindeki degisimlerden
hemen 6ncesinde sitozolik Ca™ diizeyinde dnemli bir artis olmaktadir. DNA pargalanmasinin
kalsiyum artisina duyarli endoniikleazlar ile oldugu ileri siiriilmektedir. (38). Bir hiicrede
apopitozun baslamasi i¢in Oncelikle genetik mekanizmayi harekete gegirecek hiicre igi
veya hiicre dis1 sinyal gelmelidir. Hiicrenin zarar gormesi durumunda ( sicaklik,
radyasyon, sitotoksik ilaglar, hipoksi gibi durumlarda), DNA hasar1 nedeniyle bir timor
stipressOr gen olan p53’iin aktive olmasi, hiicre i¢i uyaranlar arasinda sitokinler ve
hepatit gibi viral hastaliklar, apoptozis gelismesine yol agabilir (39).

Apoptotik hiicre 6liim programi; Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1
(apoptotik proteaz aktive edici faktor-1) proteini olmak tizere 3 temel bilesen igerir. Bu
bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu ile apoptozda gozlenenen mitokondriyal hasar,
kromatin yogunlasmast ve DNA fragmentasyonu gibi degisikliklerden sorumludur
(40).

Apoptozisin diizenleyici mekanizmalar1 ¢ok karmasiktir. ROS, kaspazin
aktivasyonu, timor nekroz edici faktor (TNF), protein kinaz ve mitokondriyal yolak
apoptozisin temelini olusturmaktadir (41).

Apoptoz mekanizmasi iki sekilde gergeklesir:

I-Intrinsik (mitokondriyal) yol
I1-Ekstrinsik yol

2.6.1.1. Intrinsik (Mitokondriyal) Yol

Intrinsik apoptotik yolak (mitokondriye bagmmli); farkli stres kosullarina
(radyasyon, kemoterapdtik ajanlar, DNA hasari, mitokondriyal transmembran
potansiyelinin bozulmasi, oksidatif stres, ksenobiyotik zehirlenme, hipoksi vb.) yanit
olarak hiicre i¢i sinyallerle apoptotik uyar1 alinmasindan sonra inaktif halde bulunan Bid
proapoptotik proteinini uyarir. Aktif olan Bid proteini (tBid), antiapoptotik ve
mitokondri zarina yerlesmis olan Bcl-2 proteinini inaktive etmektedir. Bu durum
mitokondriyal dis membran gecirgenliginin (MOMP) bozulmasina yol agmaktadir.
Boylece normalde zarlar arasi boslukta bulunan Sitokrom c, apoptoz indiikleyici faktor

(AIF), prokaspaz-9, SMAC/DIABLO proapoptotik proteinleri ve endoniikleaz G gibi
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apoptojenik faktdrler mitokondri membranlarindan sitozole yayilir. Mitokondriye bagli
olimii aktive etmede c¢ok onemli bir rol oynayan Sitokrom c; sitozolik Apaf-1'e
(apoptoz proteaz aktive edici faktor-1) baglanarak aktive eder ve Prokaspaz-9’un
katilmasiyla sitozolde Apoptozom denilen bir komplex olusur. Apoptozom Kaspaz-9’u
aktiflestirir ve Kaspaz-9 da efektor kaspazlar1 ( Kaspaz -3, -6, -7 ) aktive ederek kaspaz
selalesinin tetiklenmesini saglar. Sonra; SMAC/DIABLO ve Omi/HtrA2 proteinleri,
kaspaz-3 ve kaspaz-9’u inaktive edebilen apoptoz proteini inhibitorlerinin (IAP)
baskilayic1 etkisini kaldirarak kaspazlarin aktivasyonuna katkida bulunur. Kaspaz
zincirinin son basamaginda ise sitozole salinan apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ve

endoniikleaz G, DNA pargalanmas1 ve kromatin yogunlagsmasina neden olurlar.

2.6.1.2. Ekstrinsik Yol

Ekstrinsik apoptotik yol (6liim reseptoriine bagimli), tiimoér nekroz faktor
reseptorli (TNFR) ailesine ait 6liim reseptorlerinin, hiicre zar1 yiizeyinde yer alan TNF
(Tiimdr Nekroz Ailesi) ligandlarmin aktiflesmesiyle baslar. Oliim reseptérlerine (FAS,
TNFR1, DRS5) &liim ligandlarinin  (ApolL, CD95L, TRAIL, FasL, TNFalfa)
baglanmasiyla hizli bir sekilde “6liimi indiikleyen sinyal kompleksi” (DISC; death-
inducing signaling complex) ad1 verilen yapi1 olusur. Bu agamadan sonra aktif hale gelen
kaspaz-8 ya dogrudan ya da Bid’i keserek kaspaz-9 {izerinden dolayli olarak intrinsik
mekanizmada kaspaz-3’ii aktive eder. Her iki yolla da aktiflenen kaspaz-3, kaspaz
aktive edici DNaz (CAD) aktivasyonu ile DNA’nin alt birimlerine fragmante olmasina

neden olur (42).
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2.7. Bcl-2 Ailesi

1993 yilinda Bcl-2 ailesinin ilk proapoptotik iyeleri rapor edilmistir. Bcl-2
mitokondri, endoplazmik retikulum, niikkleer membranlarda ve reaktif oksijen tiirlerinin
olusum bolgelerinde lokalize olur (43). Bcl-2 proteinleri mitokondri zarindaki iyon alig
verigini diizenler ve zarin parcalanmasina kars1 koruyucu etki yaparak mitokondriyal
hasar1 engeller. Apoptozis siirecinde yollarin kesistigi temel nokta mitokondridir.
Mitokondrinin aktivasyonuna yol agan en dnemli faktor ise Bcl-2 ailesidir. Bcl-2 ailesi
birbirine zit etkili iki gruptan olusur. Bunlardan bazilar1 apoptoz inhibitorii olan
antiapoptotik (Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xL Boo, Mcl-1 gibi) bazilar1 ise apoptozu uyaran
proapoptotiktir (Bax, bad, bak gibi)(44). Ozellikle pro-apoptotik Bax ve anti-apoptotik
Bcl-2, sitokrom C salinimi ve ardindan kaspaz proteininin asagi akis aktivasyonu igin

onemlidir (45).
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Cizelge 2.1. Apopitozu regiile eden proteinler (39).

Antiapopitotik Proteinler Proapopitotik Proteinler
Bel-2 BAX

BelxL BAK

Bel-w BAD

Mel-1 Bel-xS

c-Abl p 53

Rb c-Fos. ¢c-Jun

Bcl-2 ailesinin en bilinen etki mekanizmasi Sitokrom ¢ ve AIF (Apoptozu
Baglatan Faktor) gibi maddelerin mitokondriyal porlardan gegis permeabilitesini
diizenlemesidir. Bcl-2 bu porlardan gecisi inhibe ederken Bcl-2 ‘nin proapoptotik
tiyeleri (Bax ve Bak) Sitokrom ¢ ve AIF salimimini arttirmaktadir. Sitokrom c¢’nin
saliverilmesini baskilama 06zelligine sahip antiapoptotik proteinler, kanser olusum
stirecinde asir1 eksprese olmaktadir (46).

Bcl-2 protein oranindaki artigin, timdr hiicrelerindeki radyasyon ve gesitli anti-
kanser ilaglarmin neden oldugu hiicre Gliimlerini 6nledigi goriilmiistiir. Androjene
duyarli insan prostat kanseri hiicre dizisinin (LNCaP) kullanilarak yapildigi gen transfer
deneylerinde, bcl-2 asir1 ekspresyonunun in-vivo timoér olusumuna izin verdigi
gosterilmistir. Bu gozlemler ele alindiginda, bcl-2 protein seviyelerinin prostat
kanserinin kemoterapiye zayif yanitlarla karakterize olan metastatik ve hormona

duyarsiz bir duruma ilerlemesine neden olacagini diisiindiirmektedir(47).

2.8. Bax

Apoptozun regiilasyonu Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanir. Bax proteinleri
proapoptotiktir ve bir kez devreye girdiklerinde hiicreyi apoptoza yonlendirirler. Bax
proteinleri aktivasyonu sonrasinda mitokondriyal Sitokrom ¢ salinir, kaspaz
akyivasyonu baslar ve hiicresel bozulma ile sonuglanir(48).

Bax ekspresyonu prostatin epitel hiicrelerindedir. Androjen yoksunlugunun
neden oldugu apoptoza daha duyarhdir. Invivo ¢aligmalar Bax yukar regiilasyonunun,

androjen yoksunlugunda gegici olarak apoptozu indiikledigini gostermektedir(49).
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2.9. Kaspaz-3

Apoptozu baslatan bazi hiicre igi ve hiicre dis1 sinyallerle, hiicre i¢cinde bulunan
bir grup proteaz aktif olur. Bu proteazlara kaspaz (caspase= cysteine-containing specific
proteases) ad1 verilir. insan hiicrelerinde 10°dan fazla kaspaz tespit edilmistir(50).

Proteaz smifinin 6nemli bolimiinii olusturan kaspazlar, aktif merkezlerinde
sistein amino asiti igeren onciil enzim formunda bulunurlar. igerdikleri sistein amino
asiti sayesinde substratlarina niikleofilik saldirilar yaparak, her aspartik asit
kalintisindan sonraki peptit baglarinin pargalanmasina neden olurlar. Kaspazlar, aktif
olmayan proenzimler olarak sentezlenir ve aktif enzimi liretmek i¢in bir aspartat
kalintisindan sonra segici olarak boliintirler. Aktive edildiklerinde, efektor kaspazlar ¢ok
cesitli hiicresel hedefleri pargalayabilirler ve nihayetinde prostat kanseri hiicreleri, diger
timor hiicreleri gibi cesitli hiicre tiplerinde apoptoza neden olurlar (51).

Aktif kaspazlarin hiicresel prosesler iizerinde bir¢ok etkileri vardir.

a) Aktif kaspaz-9: kaspaz-3 ve kaspaz-7 nin niikleusa girebilmeleri igin niikleer
porlara zarar verir ve genislemesine yol acar.

b) Niikleus i¢ine giren kaspaz-3 ise DNA tamiri ve replikasyonu igin gerekli
enzimleri inaktive eder. ICAD (Inaktif Kaspaz Aktive Edici DNaz)’yi iki
yerinden bolerek inhibitor alt birimini bozarak ve niikleozomlar arasindaki DNA
‘y1 boler.(46).

Oksidatif stresin neden oldugu apoptoz, mezenterik iskemide 6nemli rol oynar.
Apoptotik cisimler olarak adlandirilan hiicre i¢i fragmanlar, niikleer kromatinin
parcalanmas1 ve kaspazlarin protein ailesini aktive eden sitoplazma ve cekirdegin
biiziilmesiyle olusur. Bu nedenle kaspaz 3, erken apoptotik faz i¢in bir isaretleyici
olarak kullanilir (52). Immunohistokimyasal boyama yontemiyle apoptoza yol agan
ajanin kaspaz-3’i kirip kirmadigi belirlenebilir ve bu sekilde apoptotik hiicreler tespit

edilir (53).

2.9.1. Apoptozisin Prostat Kanseri ile iliskisi
Malign hastaliklar, genel olarak kontrolsiiz ve asir1 hiicre proliferasyonunun

oldugu hastaliklar olarak bilinir. Kanserin biiyiimesi, hiicre proliferasyon hizinin hiicre
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Olimii hizindan daha biylik oldugu durumlarda devam eder (38). Apoptotik
yolaklardaki kusurlar, genetik anomalikleri olan hiicrelerin hayatta kalmasina izin verir.
Kanser tedavilerinin etkinligi apoptotik mekanizmay1 indiikleyerek hiicresel hasara yol
agmasindan ileri gelir(54). Son zamanlarda, apoptoz sinyalleme sistemlerinin yeni
antikanser ajanlarin gelistirilmesi i¢in umut verici hedefler sagladigi gosterilmistir (55).

Apoptozis, fonksiyonel olarak bozulmus hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in pro-
apoptotik ve anti-apoptotik molekiillerin zit etkilesimleriyle diizenlenen programlanmis
hiicre oliimiidiir. Dis yolak hiicre yiizeyinde bulunan oliim reseptorleri tarafindan
baslatilirken; i¢ yolak stres, yetersiz sitokin destegi, farkli tipte hiicre i¢i hasarlar gibi
olaylar tarafindan uyarilir. Ancak, bu iki yolak, efektoér kaspazlarin etki noktasinda
birlesir. Bir diger deyisle, apoptozisin igsel ve digsal yollarinda mitokondriyal
aktivasyon kesisim basamagidir. Bundan dolayi, sitokrom C’nin dis mitokondri
zarindan sitozole salimmasi ile meydana gelen mitokondriyal aktivasyon apoptotik
stirecte cok dnemli bir mekanizmadir. Bcl-2 ailesi iiyeleri, hem apoptotik hem de anti-
apoptotik proteinleri icerir ve apoptozun temel mitokondriyal yolagini diizenler. Bcl-2
protein ailesi apoptozisi inhibe eden (Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1, Bcl-w, gibi) veya aktive
eden (Bax, Bak, Bad, Bim, Bik, Noxa, Puma, Hrk gibi) birbirleri ile yiiksek oranda
yapisal homoloji gosteren proteinlerden meydana gelmis bir ailedir. Sensitizor
proteinler (Bad, Bim, Bid, Noxa, Puma, Hrk) hasar sensorleri olarak davranirlar ve stres
sinyali gelmedikge inaktif formdadir. Eger sensitizor Bel-2 proteinleri aktive olmazsa,
apoptoz baslamaz. Bu sinyal agi, yeni gelismekte olan apoptotik ajanlarin hedefledigi
bir tedavi stratejisidir(56). Yapilan bir ¢calismada xenograft fare modelinde, dosetaksel
ve ABT-737 kombinasyon terapisinin énemli 6lglide PC3 tiimor biiyiimesini inhibe
ettigi gorillmistiir. ABT-737; Bcl-2 ailesi iiyelerini inhibe etmek i¢in gelistirilmis kiigiik
molekiillii bir ilagtir. Ayrica PC3 hiicrelerinde Bcl-xL inhibisyonu ile, dosetaksel
direngli PK hiicrelerini dosetaksele karsi duyarli hale getirdigi ve  kaspaz-8

aktivasyonuna bagli apoptosisi kolaylastirdigi gériilmiistiir(57).

2.9.2. Apoptozisin Dexpanthenol ile Tliskisi
Pantotenik asit ve tiirevlerinin serbest oksijen radikalleri tarafindan {retilen
hiicre hasarina ve membran hasarina kars1 giiclii bir protektif etkisi vardir. Pantotenik

asit ile indirgenmis tiirevi pantotenol CoA'nin oOnciileridir ve bu bilesiklerle 6n
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inkiibasyondan sonra Ehrlich asit timdr hiicrelerinde Koenzim A seviyelerinin arttig
gbzlenmistir. Bu nedenle, hiicre ve doku hasarina karsi pantotenik asit ve bazi tiirevlerin
gosterdigi koruyucu etkilerinin, CoA ve glutatyon biyosentezinin uyarilmasindan
kaynaklanabilecegi one siirtilmistiir. Pantotenik asit ile 6n inkiibe edilen hiicrelerde
glutatyon igeriginin arttig1 ve apoptozun Onlendigi veya onemli olgiide geciktirildigi
bulunmustur(58). insan 16semik lenfositlerinin (Jurkat Hiicreleri) UV ile indiiklendikten
sonra lipid peroksit {liriinii olan konjuge dienlerde artis gézlenmistir. Jurkat hiicreleri
Pantotenik asit ile 3, 6 ve 9 saat inkiibasyon sonrasi konjuge dienlerde azalma ve
Hoechst boyama yontemi sonucu apoptotik hiicre oraninda azalma gozlenmistir. Ayrica
pantotenik asit ve tiirevlerinin kalp karaciger gibi dokularda iskemiyle olusturulan

hasara kars1 koruyarak apoptozu azalttigi bilinmektedir(58).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii fizyolojik ve patolojik olaylarin arastirilmasi, gen ekspresyonunun
diizenlenmesi ,hiicre 6liim olaylarinin aydinlatilabilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan
bir yontemdir. Calismamizdaki Prostat kanseri hiicre hatlar1 (PC-3) (ATCC® CRL1435)
Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (ATCC) temin edilmistir.

3.2. Kiiltiir I¢in Yapilan Hazirhklar

Dulbecco’s modification of Eagle’s medium (DMEM) (GIBCO) 500 ml
soliisyonu igine 50 ml Fetal Bovine Serum (FBS) (Hyclone), 5 ml L-Glutamine
(Hyclone), 5 ml Penisilin/streptomisin (Hyclone), eklenerek besiyeri hazirlandi. Pipetle

birkag kez cekilip birakilarak ortamin homojen olmasi saglandi ve +4°C ¢ de saklandi.

3.3 Hiicrelerin Ekimi ve Yasatilmasi

Temin edilen ATCC insan prostat kanser hiicre hatt1 (PC-3), kriyotiipler i¢inde
muhafaza edildikleri (-80°C) derin dondurucudan c¢ikarilarak 37°C deki steril su
banyosunda kisa siirede ¢Ozdiiriildii ve olasi kontaminasyonu onlemek igin tiipler
%70’lik alkolle silinerek laminar akimli steril bir kabinde isleme tabi tutuldu. Tip
icerisindeki hiicreler, icinde %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin olan hiicre iiremesine
uygun DMEM besi ortamu ile hiicre kiiltiirii iiretme kabina (flask) yerlestirildi, Laminar
kabinden alinarak 37°C’deki %5 CO, ortamindaki etiivde inkube edildi. Daha sonra
Insan prostat kanseri hiicre hattt PC-3 hiicreleri hazirladigimiz mediumla steril
polisitren hiicre kiiltiirii flasklarinda (Corning ) DMEM, %10 FBS ve %1 penisilin +
streptomisin karigimint iceren santrifiij tlipii i¢inde 1000 devir /dakika 5 dakika
dondiiriildii. Ustteki medium atilarak dipteki hiicreler, igerisinde besiyeri bulunan
flasklara ekilerek 37 °C, %5 CO, ve %100 nem igeren inkiibatdre kondu. Inkiibatorde
bulunan flasklar, kulugka siiresince inverted mikroskop ile kontrol edilerek hiicrelerin
cogalmalari gozlemlendi. Eskiyen besiyerleri pipet yardimiyla bosaltilarak, yeni
besiyerle 2-3 giinde bir yenilendi. Hiicreler flask tabanini %85-90 oraninda kapladiktan

sonra deneye alindi.
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3.4. Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

Tripan mavisiyle boyama yonteminde 6lii hiicreler tripan mavisi ile boyanirken,
canli hiicreler hiicre zarlar1 saglam oldugu i¢in boya ile boyanmamaktadir. . Hiicreler
flask tabanini %85-90 oraninda kapladiktan sonra hiicrelerin besiyeri pipet yardimiyla
cekildi. Hank’s balanced salt solution (HBSS) ile yikanarak flaskta kalan proteinler
uzaklagtirildi. Flasklarda kalan hiicreler 5 dakika 9%0,25 tripsin ile yikanarak tabandan
uzaklastirildi ve 1200 devir/dk’da 5 dakika dondiriildii. Islem sonrasinda iistte alan sivi
kisim atildi Hiicrelerin sayilmasi i¢in 10 pl hiicre siispansiyonu 90 pl Tripan Mavisi
boyasiyla (Sigma-Aldrich) karistirilarak mikroskop altinda sayim yapildi. Tripan Mavisi
ile boyama yontemi canli ve 6lii hiicreleri birbirinden ayirmada kullanilmakta olan bir
yontemdir. Olii olan hiicrelerin hiicre zarlar1 zarar gordiigii igin boyay: hiicre igine
alirken, canli olan hiicreler hiicre zarlar1 zarar gérmemis oldugu icin boya hiicre icine
giremez. Bu yontem sayede canli olan hiicre sayisi ve canlilik yiizdesi belirlenebilir.
Hemositometredeki dort karedeki hiicreler sayilip ortalamasi alindiktan sonra ¢ikan say1
Diliisyon katsayis1 x 10* ile carpilip 1 ml’deki hiicre sayist (hiicre/ml) 1x10° hiicre/ml
olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra %10 serum ve %1 antibiyotikli DMEM medyum
ile homojenize edildi ve her bir kuyucuga 100 pL besiyeri igerisinde 1x10° hiicre
gelecek sekilde 24 kuyucuklu kaplara ekim yapildi. 37°C sicaklikta ve %5’lik CO;’li
etiivde 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra bu hiicreler 48 saat 3mM dekspantenol ile

muamele edildi.

3.5 Dekspantenol Konsantrasyonunun Hazirlanmasi

Bu tez c¢alismasinda kullanilan ve toz halde bulunan Dekspantenol’iin ( Sigma-
Aldrich) Molekiiler formiilii CgH1gNO,4, molekiiler agirligr ise 205.2515 g/mol’diir(59).
Stok konsantrasyonu 3mM olacak sekilde 61,5754mg dekspantenol, hazirladigimiz

stok medyumdan aldigimiz 100 ml medyum ¢ozeltisinde ¢ozdiiriildii

3.6. Hiicre Homojenizasyonu

Dekspantenol ile muamele edilen hiicrelerden medium uzaklastirildi ve hiicreler
soguk PBS ile yikandi. Yikama sonrast PBS uzaklastirildi. Hiicreleri ylizeyden
kaldirmak i¢in hiicre styiricist kullanilarak 15 ml tiiplere (falkon) alindi. Hiicrelerin

tizerine 30pul PMSF (fenylmetanesulfonilfluoride), 30pl sodyum vanadat, 30pl proteaz
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inhibiitorii iceren 3ul RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay) buffer eklendi ve
ultrasonik pargalama cihaziyla buz tiizerinde 5 dk bekletildi. Boylece hiicreler
parcgalanarak homojenatlar elde edildi ve lizise ugramis hiicreler baska bir tiipe alindi,
Homojenatlar 10.000 RPM’de 10 dakika santrifiij edilip iistte stipernatantlar dikkatlice
bir Ependorf tiipe alinarak hiicre lizat1 -80 °C’de ¢alisilincaya kadar (5 giin) saklandi.
Ve alttaki pelletler atildi. Protein analizleri i¢cin ELISA Kiti (Cloud-Clone Corp)
kullanildi.

3.7. Protein Miktar Tayini

Homojenize edilmis hiicrelerin protein miktar tayini Bradford yontemi ile
yapildi. Sigir serum albumini (Ipg/ml) kullamlarak 1, 2, 3, 5, 7, 8, 10 (ug/ml)
konsantrasyonlarda standart hazirlanip her bir 6rnekten 10 pl alinarak distile su ile 100
pl’ye tamamlandi. Standart ve orneklerin iizerine 1ml Bradford soliisyonu eklenip
vorteksle karigtirildiktan sonra spektrofotometrede 595 nanometre dalga boyunda
absorbans miktarlar1 manuel olarak 6lgiildii. Prism programinda g¢izilen standart egriye
gore protein miktar tayini pg/ul cinsinden hesaplandi ve protein miktar tayini ELISA

deneylerinin standardizasyonu i¢in yapildi.

3.8. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) Testi
Kaspaz-3, bax ve bcl-2 pg/ml cinsinden protein diizeyleri ELISA testi ile
incelendi. Olgiimler ELISA ydntemiyle asagida bulunan kit (Cloud-Clone Corp.) deney

protokollerine uygun olarak yapilmistir.

3.9. ELISA Bax Protein Miktar Tayini

Calismamizda kullanilan kit (SEB343Hu, Cloud-Clone Corp.) insan serumu,
plazma, doku homojenatlari, hiicre lizatlar1 hiicre kiiltiirii siipernatlart ve diger biyolojik
stvilarda Bax’in invitro kantitatif 6l¢limii i¢in bir sandvi¢ enzim immiin testidir. Kit
igerisinde bulunan 100 pl numune diliienti {izerine homojenatlardan 100°er pl elisa
kuyucuklarina eklendi 10 saniye vorteksle karistirilarak diliie edildi. Kuyucuklarin istii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
stvi bosaltilip tlizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikandi. Yikama
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sonunda kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Daha sonra 5 kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu
eklenip istii kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Son olarak da 50 pl stop soliisyonu
eklenip 450 nm’de mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek

bax enziminin miktarlari tayin edildi.

3.10. ELISA Bcl-2 Protein Miktar Tayini

Calismamizda kullanilan kit (SEA778Hu, Cloud-Clone Corp.) insan serumu,
plazma, doku homojenatlari, hiicre lizatlar1 hiicre kiiltiirii siipernatlar1 ve diger biyolojik
stvilarda Bcl-2’nin invitro kantitatif 6l¢timii igin bir sandvi¢ enzim immiin testidir. Kit
icerisinde bulunan 100 pl numune diliienti ilizerine homojenatlardan 100’er pl elisa
kuyucuklarina eklendi 10 saniye vorteksle karistirilarak diliie edildi. Kuyucuklarin {istii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
stvi bosaltilip lizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikandi. Yikama
sonunda kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
daha sonra 5 kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu
eklenip ustii kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Son olarak da 50 pl stop soliisyonu
eklenip 450 nm’de mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek

bcl-2 enziminin miktarlar: tayin edildi.

3.11. ELISA Kaspaz-3 Protein Miktar Tayini

Calismamizda kullanilan kit (SEA626Hu, Cloud-Clone Corp.) insan serumu,
plazma, doku homojenatlari, hiicre lizatlar1 hiicre kiiltiirii siipernatlar1 ve diger biyolojik
sivilarda Kaspaz-3’iin invitro kantitatif 6l¢limii i¢in bir sandvi¢ enzim immiin testidir.
Kit igerisinde bulunan 100 pl numune diliienti {izerine homojenatlardan 100’er pl elisa
kuyucuklarina eklendi 10 saniye vorteksle karigtirilarak diliie edildi. Kuyucuklarin istii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
stv1 bosaltilip tizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikandi, yikama
sonunda kuyucuklara 100 ul reaktif B soliisyonu eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.

Daha sonra 5 kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu
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eklenip {listli kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Son olarak da 50 pl stop soliisyonu
eklenip 450 nm’de mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek

kaspaz-3 enziminin miktarlari tayin edildi.

3.12. Sitotoksisite (MTT) Testi

Hiicre proliferasyonu ve sitotoksisite tayini metiltiazol difenil tetrazolyum
(MTT) metodu ile yapildi. Hiicrelerin dekspantenol ile muamele edildigi 48 saat
sonunda, her kuyucukta 100 pL hiicre homojenati olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara
aktarildi. Daha sonra 100 pL hiicre homojenati bulunan her kuyucuk iizerine 10 pL
MTT soliisyonu eklendi. Bu soliisyon ilavesinden sonra 96°lik plak inkiibatore alinarak
37°C’de 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonu yapilan hiicrelerde MTT soliisyonunun
yapay kromojenik iiriinii olan formazon kristalleri olustu. Bu kristalleri ¢6zmek icin her
kuyucuga 100’er pL dimetil siilfoksit eklenerek 37°C’de CO? inkiibatoriinde 10 dk
bekletildi. Sitotoksik diizeyi belirlemek i¢in otomatik mikroplate okuyucu ile her bir
kuyucuk 570 nm dalga boyunda okutuldu.

3.13. Bulgularin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Elde edilen bulgular, istatistiki anlamda ortalama+standart hata seklinde
degerlendirildi. Bulgularin istatistiksel olarak analizi ve karsilastirmalar icin
orneklerden elde edilen veriler student t testi kullanilarak standart hatalari ile birlikte
(£ SEM) gosterildi. Gruplar arasindaki karsilastirmalar sonucu 0,05 ‘den biiyiik p

degerlerinin anlamli olmadig: kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. ELiSA Bcl-2 Enzim Miktar Tayini

PC-3 hiicrelerine 48 saat siire boyunca 3mM dekspantenol uygulamasi
sonucunda Olgiilen bcl-2 protein miktart 5.833 pg/ml ve kontrol grubunda ise 5.917
pg/ml bulundu. p degeri ise 0.9409 olarak hesaplandi. Prostat kanser hiicrelerinin

Dekspentanol ile tedavisi, anti-apoptotik protein olan bcl-2’nin expresyonunu kontrole

kiyasla anlamli olarak azaltmadi. (p>0,05)

Kontrol Dekspantenol

Bcel-2

Sekil 4.1. Dekspantenol’iin prostat kanseri hiicrelerindeki bcl-2 proteinine etkisi (n=6). Istatistiksel
analiz: student t test ( Kontrole gore p>0.05).

4.2. ELISA Kaspaz-3 Enzim Miktar Tayini

PC-3 hiicrelerine 48 saat siire boyunca 3mM dekspantenol uygulamasi
sonucunda Olgiilen kaspaz-3 protein miktart 1.567 pg/ml ve kontrol grubunda ise 1.485
ug/ml bulundu. p degeri ise 0.8753 olarak hesaplandi. Prostat kanser hiicrelerine

dekspantenol uygulamasi, kaspaz-3 protein miktarini kontrole kiyasla anlamli olarak
arttrmamustir (p>0.05).
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Kontrol Dekspantenol
2.0

1.5

pg/ml
2

0.54

Kaspaz-3

Sekil 4.2. Dekspantenol’iin prostat kanseri hiicrelerindeki kaspaz-3 proteinine etkisi (n=6). Istatistiksel
analiz: student t test ( Kontrole gore p>0.05).

4.3. ELISA Bax Protein Miktar Tayini

PC-3 hiicrelerine 48 saat slire boyunca 3mM dekspantenol uygulamasi

sonucunda Olgiilen bax protein miktar1 0.8667 pg/ml ve kontrol grubunda ise 0.7333

ug/ml bulundu. p degeri ise 0.4054 olarak hesaplandi. Hiicrelere dekpentanol

uygulamasi kontrole kiyasla bax proteinini anlamli olarak artirmamistir (p>0.05).

1.5-
Kontrol Dekspantenol
1.04
E - -
o
o
0.5-
0.0 bax

Sekil 4.3. Dexpentanol’iin prostat kanseri hiicrelerindeki Bax proteinine etkisi (n=6). Istatistiksel analiz:
student t test ( Kontrole gére P>0.05).
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4.4. Sitotoksisite Bulgular

Hiicre proliferasyonu ve sitotoksisite tayini metiltiazol difenil tetrazolyum
(MTT) metodu ile yapildi. Hiicrelerin 3mM ve 6 mM dekspantenol ile muamele edildigi
48 saat sonunda eclde edilen yasayan hiicre oranlar1 kontrol grubunda %103 ve 3mM
dekspantenol uygulamada %104.3 ve 6mM dekspantenol uygulamada %2104.7 bulundu.
Sonug olarak, dekspentanol prostat kanseri hiicrelerinin kontrol grubuna kiyasla

cogalmasini degistirmemistir.

150+

Imi Bmi

—_ Kontrol Dekspantenol ~ Dekspantenol
=

=

Jiﬂ 1["]'

=

]

0

L 50

3]

=

£

0

48 saat

Sekil 4.4. Dexpentanol’iin prostat kanseri hiicrelerindeki Sitotoksisite etkisi

Cizelge 4.1. Dekspantenol’iin Bcl-2, Bax ve Kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyon {izerindeki etkileri

Kontrol Dekspantenol

(ortalamazstandart hata)

(ortalamaztstandart hata)

5.917 £ 0.9867 pg/ml

5.833 + 0.4773 pg/ml

Bcl-2
Bax 0.7333 + 0.1022 pg/ml 0.8667 £ 0.1145 pg/ml
Kaspaz--3 1.485+£0.4123 pg/ml 1.567 £0.2951 pg/ml
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5. TARTISMA

Insan prostat kanseri hiicrelerinin dekspantenol ile muamele edildigi
calismamizda, proapoptotik olan bax ve antiapoptotik olan bcl-2 protein diizeyleri ile
proteolitik enzim grubundaki kaspaz-3 protein diizeyleri incelendi. Dexpantenoliin bu
protein diizeylerini istatistiksel olarak degistirmedigi ve hiicre i¢i apoptotik yolaklara
etkisinin olmadig tespit edildi.

Prostat karsinomu erkek cinste en ¢ok goriilen internal malignitedir. Malign
hastaliklar, klasik olarak kontrolsiiz asir1 hiicre proliferasyonunun oldugu hastaliklar
olarak bilinir. Oysa asir1 hiicre gogalmasi yaninda azalmig apoptozis de prostat kanseri
baslangici veya ilerlemesinden sorumlu olabilmektedir. Apoptoz tiimor baskilayicr kilit
bir mekanizmadir. Son zamanlarda apoptozun kanser progresyonunda 6nemli bir rolii
oldugu bilinmekte ve ¢alismalar yapilmaktadir. Belirli kemoterapotik ajanlarin gesitli
apoptotik yolaklardaki reseptorleri etkileyerek apoptozu indiikledikleri bilinmektedir.
Dekspantenoliin ise apoptotik etkilerinin arastirilmasina karsilik kanser hiicresindeki
apoptoz mekanizmalari lizerindeki etkisi yeterince calisilmamistir.  Giiniimiizde kanser
tedavisinde sitotoksikler ve radyoterapi kullanilmaktadir. Etki mekanizmalari hiicre
hasarina dayanan sitotoksik ilaglarin, tiimor hiicrelerinin yaninda saglikli hiicrelere de
ciddi zarar vermesi kanser tedavisinde yeni terapotik ajanlari arama gereksinimi
olusturmustur.

Calismamizda tercih edilen Dekspantenol, pantotenik asidin biyolojik olarak
aktif formudur ve antioksidan 6zelligi vardir. PA; CoA, hiicredeki ATP sentezi ve
oksidatif stresin indiikledigi lipid peroksidasyonuna karst onemli bir koruyucu olan
rediikte glutatyon (GSH) artisina neden olur. Yapilan bir ¢caligmada Dekspantenol;
LPS (lipopolisakkarit) ile indiiklenen akut akciger hasari sonucu akciger 6demi ve
vaskiiler sizintiy1 azalttigi akciger dokularindaki oksidatif stres hasarinin iyilesmesini
saglayarak koruyucu etkisi yaptigi gosterilmistir. ALI fare modelinde LPS inhalasyon
sonucu bronkoalveolar lavajdaki artan TNF-a ve IL-6 inflamatuar sitokin seviyelerinin
azaldigi, GSH seviyesinin arttig1 gézlenmistir (Li-Mei ve ark, 2016).. Dekspentanoliin
oksidatif stres hasarina kars1 koruyucu etkisi ve antiinflamatuar etkisi; ROS olusumuna
yol acan karsinogenlere karsi, apoptotik sinyal yolaklarina etki ederek tiimor olusumunu

ve gelisimini etkileyebilir
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Insan 16semik lenfositlerinin (Jurkat Hiicreleri) UV ile indiiklenerek Pantotenik
asit ile inkiibasyonu sonucu glutatyon diizeylerinde artis, Hoechst boyama yontemi
sonucu apoptotik hiicre oraninda kismen azalma gozlenmistir (Slyshenkov ve ark.
2000). Bu c¢alismalara karsilik oksidatif hasar gormiis saglikli  hiicrelerde
Dekspanthenoliin koruyucu rolii olmakla beraber oksidatif hasar gérmiis timor
hiicrelerinde ise apoptozu azalttigindan bahsedilmistir. Fakat dekspantenoliin direkt
kanser hiicreleri iizerindeki apoptotik etkileri agik degildir. Son zamanlarda
antioksidanlarin kanser tedavisinde etkinliginin arastirildigi bir ¢ok g¢alisma mevcut
olmasi, Dekspantenoliin hem antioksidan hem de apoptotik etkisinin tartisma konusu
olmast calismamizi se¢cmemizde etkili olmustur. Dekspantenoliin bu etkilerini
aragtirmak i¢in yaptigimiz ¢alismamizda inceledigimiz kaspaz-3, efektor kaspazlar
grubuna dahil olup hiicre igi proteinleri enzimatik reaksiyonlarla parcalayarak tipik
DNA fragmantasyonuna neden olan apoptozu indiikleyen proteindir. Calismamizda PC-
3 hiicrelerinin 48 saatlik inkiibasyonundan sonra 3mM dekspantenol ile tedavide
Kaspaz-3 ekspresyonu, kontrole kiyasla prostat kanserinde 6nemli 6l¢iide arttirmamistir
(p >0.05). Bcl-2/Bax proto-onkogen ailesinin intrinsik apoptozu (mitokondriyal yol)
hem baskilayan hem de indiikleyen kritik diizenleyicileridir. Pro-apoptotik Bax
proteinleri, mitokondri zarina baglanirlar. Bu baglanma mitokondrinin, seg¢ici iyon
gecirgenligini (permeabilitesini) azaltir ve Sitokrom c sitoplazmaya gecer. Sitokrom c
apaf-1’e baglanarak prokaspaz-9 un aktive olmasmi saglar ve bir dizi kaspaz
aktivasyonu baglar. Bcl-2/Bax orani hiicrenin apoptoza gidip gitmeyecegine karar
vermede son derece 6nemlidir. Eger bax fazla ise hiicre apoptoza gidecektir, bcl-2 fazla
ise apoptoz inhibe olacaktir. Calismamizda ise Bcl-2/Bax oranmi hiicreyi apoptozu
gotiirecek dilizeyde diisiik cikmamustir.

Bizim ¢alismamiz disindaki bir ¢alismada dekspantenol gibi antioksidan etkili
olan Liibnan adacayr tiirlerinin Prostat kanser hiicreleri {izerindeki tedavisi
incelenmistir. (DU-145) insan prostat kanser hiicre hattinin antioksidan etkili Liibnan
adacayi tiirlerinden (Salvia aurea, Salvia judaica ve Salvia viscosa) elde edilen
esansiyel ugucu yaglarin aktif bilesenleriyle muamele edilmesinden sonra Western Blot
analizi sonucunda bizim ¢alismamizda inceledigimiz apoptotik yolaklardaki Bcl-2
ekspresyonunda azalma, Bax protein diizeylerinde ve Kaspaz-3 enzim aktivitesinde bir

artig tespit edilmistir. Bu sonuglar elde edilen esansiyel yaglarin prostat kanseri
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hiicrelerinin  biiyiimesini azaltabildigini, mitokondriyal apoptotik siireci aktive
edebildigini gostermektedir (60).

Yapilan bagka bir ¢alismada antioksidan olarak bilinen selenyumun bir formu
olan metilseleninik asit (MSA), insan prostat kanser hiicre hattinin (DU-145) sitotoksik
olmayan dozlarda H,O, (hidrojen peroksit) ile maruz birakilmasindan sonra Anneksin V
(yesil floresans) ve propidyum iyodiir’iin (kirmizi floresans) boyama yontemiyle
oksidatif DNA hasarli hiicrelerdeki apoptozu daha ¢ok tetikledigi gozlenmistir.
Selenyum antioksidan ve hiicre yapisini koruyucu etkisinin yaninda DNA hasarli
hiicrelerde  apoptozu  indiiklemesi  “Homeostatik ev  temizligi”  terimiyle
aciklanabilmektedir. Farkli bir sekilde ifade edilirse hasar gérmemis hiicreleri korurken
hasarli hiicrelerde apoptozu arttirarak hiicre homeostazini tesvik etmesiyle anti-kanser
yeteneginin oldugu diistiniilmektedir (61). Metilseleninik asitin de ¢aligmamizda
kullandigimiz dekspantenol gibi antioksidan etkili olmasi ve prostat kanser
hiicrelerindeki oksidatif hasar sonucu ROS olusumuna karst apoptozu daha fazla
tetiklemesi, antioksidanlarin kanser tedavisine bilimsel destek saglamak i¢in kanser
hiicrelerindeki apoptotik mekanizmalarin arastirilabilecegini diistindiirmektedir.

Daha 6nceden yapilan bir ¢alismada nitroksit radikali olan Tempol (TPL), klinik
olarak genellikle bir antioksidatif ajan olarak kullanilirken, TPL'nin yumurtalik kanseri
hiicrelerinde (OVCARS3) apoptoz indiiksiyonu iizerinde antikanser ilac1 olan sisplatinin
(DDP) etkisini arttirmadaki rolii arastirilmistir. Western Blot analiziyle; kombinasyon
tedavinin, tek bagina DDP ile tedaviyle kiyaslandiginda Bcl-2:Bax ekspresyon oranim
onemli olglide azalttigr goriilmistir. MTT ile 6l¢iilen OVCAR-3 hiicreleri igin canlilik
testi sonucunda hiicre proliferasyonunu oOnemli Ol¢iide inhibe ettigi gosterilmistir.
Belirtilen bu veriler OVCAR3 hiicrelerinde TPL’nin DDP'nin apoptozu indiikleme
tizerindeki etkisini arttirdigin1 gostermektedir (62).

Sonu¢ olarak yukardaki arastirma bulgularma goére dekspantenoliin normal
hiicrelerdeki oksidatif hasar1 azalttigi, oksidatif hasar gérmiis tiimor hiicrelerinde
apoptoz oranini kismen azalttifi, bircok antioksidanlarin ise kanser hiicrelerinde
apoptotik sinyal yolaklarini uyararak apoptozu arttirdigr belirtilmistir. Son ¢aligmalarda
karsinogeneze karsi normal dokulara zarar vermeyen ve ozellikle timorli hiicrelerde
apoptozu indiikleyen tedavi edici ajan olarak antioksidanlar dikkat c¢ekmektedir.

Apoptoz indiiksiyonu, kanser tedavisinin temelidir. Apoptozdaki kusurlar malign
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transformasyonu ve tiimor gelisimine neden olmasinin yani sira sitotoksik kanser
tedavilerine direng gelistirebilir. Bu nedenle apoptoza neden olan molekiiler yolaklarin

kesfedilmesi kanser tedavisindeki yeni arayislar i¢in dnemlidir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Malign hastaliklar, asir1 hiicre proliferasyonunun oldugu hastaliklar olarak
bilinmektedir . Azalmis apoptozis, otoimmiin hastaliklar ve bir¢cok kanser tiirii i¢in
karakteristiktir. Kemoterapide, sitotoksik ilaglarin normal dokulara da ciddi zarar
vermesi sorunu; saglikli dokulara zarar vermeyen ve toksik olmayan maddelerin
arastirllmasina ihtiya¢ gdstermektedir. Ozellikle son ¢alismalarda tiimérlerin gelisim
siirecinde antioksidan etkili dogal ilaglarin uygulanmasiyla meydana gelebilecek
apoptotik sinyal yolaklar1 incelenmesi ve kanser tedavisine etkisi {izerinde
yogunlasilmistir. Sonug olarak c¢alismamizda PC-3 prostat kanser hiicrelerinin
Dekspantenol ile tedavisinde kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini degistirmedigi, apoptozu
indiiklemedigi ve hiicre i¢i apoptotik yolaklar iizerinde anlamli bir etkisinin olmadigi

gorilmistir.
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