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DOSETAKSEL, GLUTAMIN VE SELENYUM KOMBINASYONUNUN
PROSTAT KANSERI HUCRE HATLARINDA KEMOPREVANTIF
ETKINLiGININ ARASTIRILMASI

Firat SOYARAT, Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Tip Anabilim Dals,
firatsoyarat@hotmail.com, inciralt1 / iZMIiR

OZET

Prostat kanseri gelisen iilkelerde yiiksek insidansiyla onemli bir kanser tiiriinii temsil
etmektedir. Dosetaksel oldukca toksik bir antineoplastik ajandir. Bu c¢alismada androjen
reseptOrii negatif prostat kanseri hiicre hatlar1 olan DU-145 ve PC-3 {izerinde glutamin ve
selenyumun dosetakselle kombine kullaniminda antikanser etkisi incelendi. Bu amacla
dosetaksel, selenyum ve glutaminin PC-3 ve DU-145 hiicre hatlar1 {izerinde prevantif
etkilerini belirlemek ve etkin dozunu saptamak amaciyla sitotoksisite deneyi yapildi.
Belirlenen etkin konsantrasyonlar, farkl ilag kombinasyonlarinda hiicrelere uygulanarak akim
sitometrik yontemle hiicre dongiisli ve apoptoz analizleri yapildi.

Bulgularimiz, glutamin ve selenyumun prostat kanseri hiicre hatlarinin apoptozisini
arttirdigini, dosetaksel rejimine bu kombinasyonun eklenmesiyle ise nekrotik hiicre 6liim
oranini azalttigmi gdéstermistir. Ayrica PC-3 hiicre hattinda dosetaksel rejimine selenyum ve
glutaminin eklenmesinin dosetaksel ajanmin hiicre dongiisiine olan etkisini degistirmedigi,
DU-145 hiicre hattinda ise dosetakselin hiicresel diizeyde hasar vermis oldugu hiicre oraninin
azaldig1 ve bu hiicrelerin GO/G1 ve G2+M tutuldugu belirlendi.

Hormonoterapiye direngli, metastatik prostat kanseri hiicrelerinde, klasik dosetaksel
tedavisine glutamin ve selenyumun eklenmesinin anti-kanser etkinligi arttwrdigr ve
dosetakselin sitotoksik etkilerini azalttig1 belirlendi. Bu bulgular, prostat kanseri standart
dosetaksel tedavisine katkida glutamin ve selenyumun Onemli bir roli oldugunu

gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Dosetaksel, Glutamin, PC-3, DU-145, Kemoprevansiyon, Prostat
kanseri, Selenyum



INVESTIGATION OF THE CHEMOPREVENTIVE EFFECTS OF
DOCETAXEL, GLUTAMINE AND SELENIUM COMBINATION ON
PROSTATE CANCER CELL LINES

Firat SOYARAT, Dokuz Eyliil University Institute Of Health Sciences Department of Molecular
Medicine, firatsoyarat@hotmail.com, inciralt1 / iZMiR

ABSTRACT

Prostate cancer is an important cancer type with its high incidence rate in developing
countries. Docetaxel is a quite toxic antineoplastic agent. In this study, anticancer efficiency
of glutamine and selenium combination with docetaxel treatment was investigated on
androgen receptor-negative prostate cancer cell lines, DU-145 and PC-3. For this purpose,
cytotoxicity assays were carried out to determine preventive effects and the efficient doses of
docetaxel, selenium and glutamine on PC-3 and DU-145 cells. Then, cell cycle and apoptosis
analyses were performed using flow cytometry with the treatment of effective doses at various
combinations to the cells.

As a result, glutamine and selenium increased apoptosis of prostate cancer cell lines.
Glutamine and selenium supplemented docetaxel decreased the ratio of necrotic cell death.
Furthermore, combination of selenium and glutamine to docetaxel did not change the effect of
docetaxel on cell cycle arrests on PC-3 cells. Harmful effects of docetaxel on cellular level
decreased on DU-145 cells when docetaxel was combined with selenium and glutamine and
damaged cells arrest at stage of GO/G1 and G2+M was determined.

It was observed that anticancer effects were increased with glutamine and selenium
addition to docetaxel treatment moreover, cytotoxic effects of docetaxel decreased on
hormonotherapy-resistant, metastatic prostat cancer cells. These result indicate that glutamine
and selenium may have a significant role of contribution to standard docetaxel treatment of

prostate cancer.

Keywords: PC-3, DU-145, Chemoprevantion, Docetaxel, Glutamine, Prostate cancer,
Selenium



1. GIRIS VE AMAC

1.1. Problemin Tanim ve Onemi

Prostat kanseri, prostat bezinde g¢ogunlukla adenokarsinoma olarak ortaya g¢ikan,
heterojen ve genellikle ¢ok odakli olarak seyreden bir hastaliktir™”. Batili ilkelerde erkekler
arasinda en yaygin kanserdir ve erkeklerde kanser sebebiyle oliimlerde ikinci sirada yer
almaktadir®. Prostat kanseri, baslangicinin uzun siireli latensi, yiiksek insidans1 ve yiiksek
mortalite hizlarindan dolayi, kemoprevansiyon stratejileri i¢in uygun bir kanser hedefi
olabilir. Ayrica hastaligin tedavisinin maddi boyutu da diisiiniilecek olursa onleyici faktorlerin
6nemi bir kez daha ortaya ¢ikmaktadir'.

Dosetaksel prostat kanserinde siklikla kullanilan kemoterapétik ajandir. Dosetaksel
yasamsal mitotik ve interfaz hiicresel fonksiyonlar i¢in gerekli olan hiicrelerdeki mikrotiibiiler
ag1 bozmak suretiyle etki gOsteren bir antineoplastik ajandir. Dosetaksel tubulinin, stabil
mikrotiibiillerde toplanmasini tesvik ederken ayni zamanda bunlarin dagilmasmi da inhibe
eder”. Dosetakselin etkinligini arttiracak yeni kemoterapotik ajanlar ve hedefe ydnelik
tedaviler ya da bunlarin kombinasyonlar1 giindemdedir.

Selenyum, insan sagligi i¢in esansiyel besin olarak bilinen bir eser elementtir®.
Antioksidan etkisi, immiin fonksiyonlar1 arttirmasi, apopitosizi indiiklemesi, hiicre
proliferasyonunu inhibe etmesi, karsinojenlerin metabolizmasini azaltmasi gibi selenyum’un
antikanserojenik etkisini aciklamada ileri siiriilen cok sayida potansiyel mekanizma vardir®”.
Selenyum bazi metabolik hastaliklarin ve kanser tiirlerinin 6nlenmesinde rol oynayan
antioksidan oOzellikteki glutatyon peroksidaz  (GSH-Px) enziminin yapisinda bulunur.
Selenyumun biyolojik énemi bu enzimin bir ko-faktorii olmasmndan kaynaklanmaktadir®.
Selenyum’un in vitro olarak insan prostat kanser hiicrelerinde biiyiimeyi durdurdugu
gosterilmistir ayrica insanlarda oral aliman selenyum’un selektif olarak prostat dokusu
tarafindan tutuldugunun gdsterilmesi dikkatleri selenyum iizerine ¢ekmistir® .

Glutamin, esas olarak esansiyel olmayan aminoasit grubundadir. Viicutta en ¢ok
bulunan aminoasittir. Onemli bir enerji kaynagidir ve protein sentezi ve hiicresel koruyucu
sistemler i¢in gereklidir. Major antioksidan GSH sentezi igin prekiirsordiir''?.

Dosetaksel prostat kanserinin standart tedavisinde yer alan, oldukg¢a toksik bir ajandir.
Tedavi sirasmnda olgularda siklikla glutamin ve selenyum suplementasyonu gerekli

olmaktadir. Ancak bu ilavelerin mevcut antikanser etkinlige katkis1 bilinmemektedir.



1.2. Arastirmanin Amaci

Calismanin amaci; hormonal tedavinin etkisiz oldugu, dosetaksel rejimi uygulanan
prostat kanseri hiicrelerinin gelismesinin engellemesi islevinde dosetakselin etkinliginin
artirilmas1 ve toksisitesinin azaltilmasi amaciyla androjen reseptorii negatif prostat kanseri
hiicre hatlarinda selenyum ve glutamin suplementasyonunun anti-kanser etkinliginin

belirlenmesidir.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

H 1: Dosetakselin, in-vitro’da prostat kanseri hiicrelerinin gelisimini engellemesi islevinde,
glutamin ve selenyum suplementasyonunun kanser hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi

yoktur.

H 2: Glutamin ve selenyum suplementasyonu in-vitro’da dosetakselin olusturacagi

toksisitenin azaltilmasinda etkilidir.

H 3: Selenyum ve glutamin dosetaksel uygulamasi yapilmadigi donemde tek basina veya

kombine kullanimda kanser hiicrelerinin in-vitro’da gelisimini engeller.



2. GENEL BILGILER
2.1 PROSTAT BEZININ YAPISI

2.1.1 Prostat Bezinin Embriyolojisi

Prostat mezonefrik kanal girisinin hem yukar1 hem de asagisindaki tiretral epitelyum
tomurcuklarindan koken alir. Bu basit tiibliler olusumlar 11. haftanin sonunda 5 ayr1 grup
halinde gelisir ve 16. haftada (embriyonun 12 mm biiylikliige eristigi evre) gelisme
tamamlanir. Bu siirecte ortaya ¢ikan olusumlar dallanir ve iirogenital siniisiin etrafinda
farklilasan mezenkimal hiicrelerle karisan karmasik bir kanal sistemiyle sonuglanir. Bu
mezenkimal hiicreler 16. haftada tiibiiller ¢cevresinde gelismeye baslar ve periferde daha da
yogunlasarak prostatik kapsiilii olusturur'".

Verumontanumun her iki yaninda {irogenital sinusun posterior tarafinda birlesmis bir
sekilde 5 tane epitelyal tomurcuk olusur ve bunlar daha sonra prostati olusturmak iizere
mezenkime invaze olurlar. Tomurcuklar tepede birleserek prostatin mezoderm orijinli i¢
zonunu olusturur. Asagir tomurcuklar ise prostatin dis zonunu olusturur ve endoderm
orijinlidir. Bu potansiyel olarak 6nemlidir, ¢linkii kanser primer olarak dis zondan kaynak
alirken, Benign Prostat Hiperplazisi (BPH) nin orijini i¢ zondur. Prostatin her iki zonu
iiretranin etrafinda konsantrik bir daire olarak geligir. Dis yandaki uzun dallanmis kanallar,
gergek prostat dokusunun distaki kalin tabakasini olusturur. Merkez kismi mukozal ve
submokazal glandlari, ejakulator kanallar1 ve prostatik utrikulu icerir"®.

Prostatin biiyiimesi ve gelismesi, gestasyonun asagi yukari 8. haftasinda baslayan,
fetal testislerden androjen tiretimine baglidir. Wolf kanalindan kdken alan organlarin gelisimi
sadece testosterona bagli oldugu halde, lirogenital sinusun diferansiasyonu, 5 a-rediiktaz ile
testosterondan tiretilen dihidrotestosterona (DHT) bagimlidir. DHT, {irogenital sinusun pelvik
kismidan prostatin biiyiimesi ve gelismesi igin gereklidir. Gebeligin 4. ayinda prostat iyice
farklilagir ">,

Dogumdan 6-7 hafta sonrasina dek glandda belirgin duktal hiperplazi ve duktal
epitelde skuamdz metaplazi olusur. Bu degisiklikler fotal dolasimda bulunan maternal
Ostrojenlere baglanmaktadir. Bu siire sonunda puberteye dek prostat boyutlarinda yavas fakat
devamli bir artig gozlenir. Pubertede ise gland boyutlar1 alt1 ay gibi kisa bir zamanda iki

misline katlanmaktadir. Bu hizli boyut artisinin ana nedeni glandiiler dokudaki testesterona

bagimli hiperplazidir. Sonugta stromal elemanlarin prostattaki orani azalmakta ve prostat



eriskin formunu almaktadir. Boylece prostat yaklasik 18-20 gr. agirliga ve 3x2,5x2,5 cm

(transvers x antero-posterior x sagittal) boyutlara ulagir"™.

2.1.2 Prostat Bezinin Anatomisi

Anatomik kesigme bolgesinin merkezinde bulunan ve bir salgi bezi olan prostat
mesanenin altinda yer alarak iiretray1 cevrelemekte ve rektumun oniinde bulunmaktadir'®.
Normal prostat bezi yaklasik olarak 18 gr agirliginda ve 4x3x2 cm boyutlarinda olup prostatik
iiretray1 icermektedir. Ovoid bir yap1 gostermekle beraber anterior, posterior ve lateral yiizler,
asagitya dogru daralan bir apeks ve yukarida mesane ile devamlilik gdsteren diiz bir tabana
sahiptir. Kollajen, elastin ve diiz kastan olusan bir kapsiil ile ¢evrilidir”.

Prostat bezinin posterior yiizii, rektum ampullasindan, prostatik kapsiil ve
Denonvilliers fasyasi araciligiyla ayrilirken, her iki vesikula seminalis ve duktus deferensin
ampullast ile komsuluk yapar. Anterior yiiz dar ve konveks olup simfizis pubisten 2 cm
uzaklikta bulunurken, arada kalan bosluk ise zengin ven pleksusu (Santorini pleksusu) ve
gevsek bag dokusu ile doludur. Anterior yiiz iki adet puboprostatik ligaman yardimiyla pubis
kemigine tutunur iken, inferolateral yiizlerin levator ani kasiyla komsulugu bulunmaktadir.
Arada prostatik kiliflarla sar1l1 olan zengin ven pleksusu (lateral pleksus) bulunur'®. Prostatin
apeksi tretral sfinkter ile devamlilik gosterir. Mesaneye komsu kisminda sirkiiler ve

longitidunal kaslar prostatik iiretraya dogru uzanarak preprostatik sfinkteri olusturur "

Urinary bladder

Saeminal vesicle

Prostate
Seminal colliculus {varumontanum)

Frostatic utricle

Opening of ejaculatory duct

Urogenital diaphragm

Bulbourethral (Cowper's) gland

Opening of bulbaurethral dugt ————

Rectovesical (Denonvilliers'y fascia

Rectum

Sekil 2.1. Normal prostat anatomisi '”



2.1.3 Prostat Bezinin Histolojisi

Prostat yaklasik %70 glandiiler elemanlar ve %30 fibromuskiiler stromadan ibarettir.
Fibroblastlar, diiz kas hiicreleri, sinir hiicreleri ve lenf damarlarindan olusan stroma prostat
bezini sarmaktadir ve prostatin glandiiler boliimiinii ¢evreleyerek ejekulasyon esnasinda
kasilmak suretiyle prostatik sekresyonlarm tiretraya gegisini saglar'®'”. Prostat bezi kismen
basit dallanmalara sahip tiibiiloalveolar bezdir ve kuboidal ya da kolumnar epitel ile doselidir.
Sekretuar hiicreler arasina sagilmis fonksiyonu bilinmeyen néroendokrin hiicreler mevcuttur.
Her asiniiste epitelyal hiicrelerin altinda, sekretuar epitelin kok hiicreleri olarak kabul edilen
bazal hiicreler yer alir"”,

Home 1906 yilinda orta lobu tanimlamadan 6nce prostatin 2 lateral loptan olustugu
diisiiniilmekteydi. 1912°de Lowsley, embriyolojik bulgular dogrultusunda 2 yan, 1 arka ve 1
orta lob olmak iizere 5 prostatik lobun oldugunu savunmustur. Bu goriis 50 y1l boyunca kabul
gordi. 1954°’te Fransk zonal anatomi fikrini ortaya atmis, McNeal’de 1968’de giiniimiiziin
zonal anatomi kavramini gelistirmistir(lg’zo).

McNeal ve arkadaslar1 prostatin normal ve patolojik anatomisi ile ilgili detayli
calismalar yiirlitmiigler ve prostati tanimlamak i¢in “anatomik zon” kavramini ortaya
atmiglardir. Normal prostat icinde periferal zon, santral zon, transizyonel zon ve
fibromuskiiler stroma olmak iizere 4 dort 5nemli zon bulunmaktadir®".

Prostatin apikal, lateral ve posterior kisimlarmi saran en biiyilik pargasi olan periferik
zon total glandiiler dokunun %75’ini icermektedir. Karsinomlarm %75-80’1 bu zondan
kaynaklanmaktadir. Ayrica kronik prostatititde de en ¢ok etkilenen zondur. Transizyonel zon,
proksimal ve distal iiretranin birlestigi bolgede kiiciik bir grup glanddan olusur ve tiim
prostatin %5’inden azmi olusturur. BPH’in tiimii buradan kaynaklanir. Prostat kanserinin
%10-20’s1 transizyonel zondan ¢ikar. Santral zon, glandiiler fonksiyon yapan prostatin
%25’1ik boliimiidiir ve ejakiilasyon kanallarmi ¢evrelemektedir. Prostat kanserlerinin %5-10"u
bu zondan kaynaklanir. Fibromuskiiler stroma ise kalin, glandular yapida olmayan koruyucu

bir kilif olarak prostatin tiim 6n yiizeyini olusturur'***>.



Periferal zon

Sekil 2.2. Prostat Bezinin Zonal Anatomisi "

2.1.4 Prostat Bezinin Fizyolojisi

Prostat bezi sitrat iyonlari, kalsiyum, fosfat iyonlari, bir pihtilasma enzimi ve
fibrinolizin igeren ince, siite benzer bir sivi salgilar. Emisyon sirasinda, prostat bezinin
kapsiilii, vas deferensle es zamanl olarak kasilirlar. Bdylece ince, siitiimsli prostat sivisi,
semen kitlesine eklenir. Prostat sivisinin hafif alkalik 6zelligi, ovumun basarili bir sekilde
dollenmesi i¢in ¢ok Onemlidir. Cilinkli vasa deferens sivisi spermin metabolik {irtinleri ve
sitrik asit varliginda, goreceli olarak asidik 6zelliktedir. Bu nedenle, spermin fertilite 6zelligi
baskilanabilir. Ayrica, kadinin vajinal salgilar1 da asidiktir (pH=3,5-4,0). Sperm, ortam pH's1
6.0 ile 6.5' a ulasana kadar optimal hareketliligini gostermez. Sonug olarak, prostat sivisinin,
diger ejakiilat sivilarinin asiditesini ndtralize etmesi ve bu yolla spermin hareket ve

fertilizasyon yeteneginin artmasi olasidir®?.



2.2 PROSTAT KANSERI

2.2.1 Prostat Kanserinin Insidans1 ve Epidemiyolojisi

Prostat kanseri, Avrupa ve Amerika’da en sik tani konulan kanserdir ve erkeklerde
kansere bagli mortalitede ikinci srrada yer almaktadir®. insidans ve mortalite oranlar1 ik,
diyet aligkanlig1, yasam tarzi, cografya, tarama ¢alismalar1 ve Onleyici tedavi gibi nedenlerden
dolayr farkli etnik popiilasyonlarda ve iilkelerde degiskenlik gosterir. 1990’larin basindan
itibaren yeni tanisal yontemler ve gelisen tedaviler sayesinde hastaligin insidansinda, tani
anindaki evresinde ve mortalite oranlarinda anlamli diizelmeler olmugtur®.

Prostat spesifik antijenin (PSA) prostat kanseri tanisinda kullanilmaya baslanmasindan
sonra prostat kanseri insidansinda ciddi bir artis olmustur. PSA testinin yaygmlasmasi ile
lokal-bblgesel hastalik insidans1 artarken metastatik hastalik insidans1 azalmaktadir®”. Prostat
kanserlerinin yaklasik %95’inde tam1 45 ile 89 yaslar1 (ortalama; 72 yas) arasinda
konulmaktadir. Prostat kanseri insidansi yasla birlikte artmaktadir. Erkeklerde 39 yasin
altinda prostat kanseri gelisme orani 1/10.000 iken, 40 ile 59 yaslar1 arasinda bu oran 1/103,

60 ile 79 yaslar1 aras1 ise 1/8 dir®®

. Prostat kanseri taramasi modern onkolojideki en
tartigmali konulardan biridir. Bazi uzmanlar tarama ile erken taninin miimkiin oldugunu ve
lokal tedavi ile kiir saglanabilecek hasta sayisinin arttigini1 soylemektedir. Karsi diisiincede
olanlar ise erken tani ile prostat kanser mortalitesinin degistigine dair bir kanit olmadigini ve
fazla tedavinin yarardan ¢ok zarar verebilecegini ileri stirmektedir. Ortak diisiince sudur ki;
prostat kanseri insidansindaki artis ile taninin ge¢ evrelerden erken evrelere kaymasi biiyiik

oranda taramaya baglidir®.

2.2.2 Prostat Kanserinin Patolojisi

Prostat kanseri, tiimoriin baskis1 sonucu sik idrara ¢ikma, hematiiri, hematospermi ya
da postejakiilator agr1 gibi semptomlarla ortaya cikar. ileri evrede lenf nodlarmna, kemige ya
da diger organlara metastazi tipiktir®”. Prostat kanserleri pek ¢ok tip gostermektedir. Bunlar;
adenokarsinoma, musindz adenokarsinoma, prostatik duktal adenokarsinoma, saf kiiclik
hiicreli adenokarsinoma, skuamoz ve adenoskuamoz kanserler, sarkomatid karsinoma,
(karsinosarkom), transizyonel hiicreli kanserler, malign mezengimal tiimorler, prostatik
epitelyal neoplazi (PIN), atipik kii¢iik asiner proliferasyon (ASAP)’dir. Bunlardan en sik

goriileni %98 goriilme sikligi ile adenokarsinomlardir®".



Prostat kanserleri prostat asiner hiicrelerinden kaynaklanir. Iyi farklilasmis prostat

adenokarsinomlar1 sirt sirta vermis aralarinda ¢ok az stroma bulunan glandiiler hiicreler

cevresinde normal miyoepitelyal hiicre tabakasinin kayboldugu kiigiik bez gruplaridir

(32)

Prostat kanserleri patolojik olarak asagidaki gibi siniflandirilmaktadir;

A. Periferik duktus ve asinuslerin adenokarsinomu

B. Biiyiik duktuslarin karsinomu

1.
2.
3.
4.

Biiyiik (prostatik) duktus adenokarsinomu
Endometrial tip (endometrioid) adenokarsinom
Primer transizyonel hiicreli (iiretelial) karsinom

Miks adenokarsinom-transizyonel hiicreli karsinom

C. Diger mikroskobik tipleri;

1.

A A G o o

Noroendokrin 6zellikli karsinoma

Musindz (musin-secreting) adenokarsinoma
Adenoskuaméz karsinoma

Skuamoz hiicreli karsinoma

Tagh yliziik karsinoma

Adenoid bazal hiicreli (adenoid kistik benzeri) karsinoma
Bazaloid karsinoma

Lenfoepitelyoma benzeri karsinoma

Tubilokistik berrak hiicreli adenokarsinoma

10. Sarkomatoid karsinoma

Morfolojik ayirim klasik olarak iki tiimoriin farkli orijin yeri temel alinarak yapilir ve

her iki patern siklikla birarada goriilir. Tiimorlerin ¢ogu birinci gruptadir. Grade, evre,

prognoz ve tedavi konusundaki ¢aligmalarin ¢ogunda bu gruptaki kanserler referans alinir

(33)

A. Periferik duktus ve asinuslarin karsinomu:

Prostat kanserlerinin en sik goriilen formudur ve prostatta posterior lob yerlesimlidir.

Makroskobik olarak tiimdrii gdrmek zor olabilir. Tiimor gri sarimsi renktedir ve sinirlari net

olarak secilemez. Erken donemlerde tiimor c¢ok kiiciiktliir ve radikal prostatektomi

materyallerinde gozden kagabilmektedir. Mikroskopik olarak ¢ok iyi diferansiye goriiniimden
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anaplastik formlara kadar degiskenlik gosterir. lyi diferansiye karsinomlar1 benign epitelden
ayirmak zordur.

Prostat karsinomlari, rektal muayenede siklikla unilateral goziikmekle birlikte,
patolojik incelemede %70’inden fazlasi bilateraldir. Olgularin %85’inden fazlasinda
multifokal adenokarsinom mevcuttur. Bunlar tiimoriin intraglandiiler yayilimindan ¢ok gergek
multisentrik 6zelligini gdsterir. Santral bolgede lokalize olan tiimorlerde multisentrisite daha
az goriliir. Timor morfolojik olarak 4 majér gorliniim sergiler ve bu goriiniimlerin hepsi bir
arada goriilebilir;

e Orta capl glandlar,
e Kiiciik glandlar,
e Diffiiz tek hiicre infiltrasyonu,

e Kribriform yap1

Timor adalar1 etrafindaki stroma hiperseliiler ve bazende bazofilik buzlu cam
goriinlimiinde olabilir. Bu goriiniime miisindz fibroplazi ve kollajen mikronodiilleri neden
olur. Karsinomda sitoplazma genellikle graniilerdir fakat lipid akiimiilasyonuna bagl olarak

berrak da goriilebilir®?.

B. Biiyiik duktuslarin karsinomu (Primer):
Periiiretral bolgede bulunan biliyiikk duktuslardan koken alr ve ¢ogunlukla
verumontanumda veya etrafinda yerlesim gosterir. Prostat karsinomlarmin % 0,4-0,8’1

duktuslardan koken alir®.

2.2.3 Prostat Bezinde Premalign Lezyonlar

1935 yilinda Moore prostatta yaslanma ile birlikte kiiciik odaklar halinde ortaya ¢ikan
atrofinin siklikla invaziv kanserlere eslik ettigini gozlemleyerek bunun premalign bir
degisiklik oldugunu 6ne siirmesini takiben pek cok arastirmaci bu tip degisiklikler ile Prostat
kanseri arasinda benzerlikler ortaya konmustur ©*.

BPH istenmeyen ancak kansere neden olmayan prostat biiylimesidir. Teorik olarak
prostattaki mikroskobik degisimleri tanimlar. Hiperplazi hiicrelerin asir1 ¢ogalmasini, benign

ise ¢ogalan hiicrelerin bez igerisinde kalarak yayilma gdstermedigini ifade eder. BPH gecis
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bdlgesini etkilemektedir dolayisiyla iiretraya cok yakin bir bolgede biiylime oldugundan
iiriner semptomlara yol agmaktadir'®.

Atipik Adenomatdz Hiperplazi glandiiler BPH nodiillerine benzer ancak BPH’den
striiktiirel yap1 olarak farklidir. Bez yapilar siklikla ¢ok kiiciik ve sikigik yerlesimli olup
diizgiin yuvarlak oval konturludur. lyi diferansiye prostat kanserinden niikleer anaplazi
olmamasi ve limen etrafinda niikleuslarin diizenli yerlesim gostermesi 6zellikleri ile ayrilir.
Karsinomlara sitolojik benzerligi ve siklikla karsinomlarla bir arada izlenmesi bu lezyonlarin
malign potansiyeli oldugunu diisiindiiren esas faktorlerdir. Kiigiik mikroskopik biiyiitme
alaninda 1y1 diferansiye ( Gleason grade 1 ve 2 ) prostat kanseri gibi goriiliirler. Bezlerin
limenlerinde asidik miisin vardir. Siklikla transizyonal zon yerlesimlidirler.

Prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN), invaziv kanserin Onclisii olduguna dair
bulgularim en yogunlastig1 lezyondur. Duktus-asiner hiicre proliferasyonu ve displazisi ile
karakterize bu lezyonun en belirgin 6zelligi hiicrelerin anaplastik niikleus icermeleridir. Hiicre
yogunlugunda artis, pseudostratifikasyon ve sitoplazmik boyanma farkliliklari, goriilen diger
sitolojik degisikliklerdir. Siklikla ¢evredeki normal bezlerden belirgin olarak ayirt edilebilen
prolifere ve koyu boyanan epitel igeren fokal alanlar seklinde izlenir. Kanserle birlikte oldugu
durumlarda PIN multifokaldir™?.

PIN lezyonlarinin {i¢ derecesi vardir. Birincisi hafif ya da diisiik-skorlu, ikincisi orta
dereceli, iiciinciisii ise siddetlidir. Ikinci ve {iciincii dereceli lezyonlar genel olarak yiiksek
seviyeli-PIN (HGPIN), birinci dereceli lezyon ise diisiik seviyeli-PIN (LGPIN) olarak
degerlendirilir. Yiksek-seviyeli PIN lezyonlari, ¢ogu kez ¢ok odakli kanserler seklinde
goriilir®.

2.2.4 Prostat Kanseri Risk Faktorleri
2.24.1 Yas

Prostat kanserinin en Onemli risk faktorlerinden birisi yaslanmadir. Prostat kanseri
insidans1 diger epitel tiimorlerine gore yasla birlikte daha hizli bir sekilde artmaktadir. Prostat
kanserinin 50 yasindan sonra goriilme siklig1 yasla birlikte artmaktadir Prostat kanserinin
%95°1 45-89 yaslar1 arasinda goriiliir. Bu oran 30’1u yaslarda %27 ve 40’ h yaslarda ise %34
diizeyindedir'***>. Tani sirasinda medyan yas 72 olarak belirlenmistir. Ayrica prostat kanseri

geng yaslarda goriildiigiinde daha hizli progresyon gostermektedir®®.
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2.2.4.2 Heredite
Yakin akrabalarinda prostat kanseri olan erkeklerde hastaligin insidansinin artmis
oldugu bir¢cok calismada bildirilmektedir. Brott ve ark.’larinin yapmig oldugu g¢aligmada
etkilenen aile bireylerinin sayisi, bunlarin akrabalik derecesi ve tan1 anindaki yaslariyla rolatif
riskin ve niiks oranmnmn arttig1 bildirilmistir®”. Birinci dereceden akrabasinda prostat kanseri
olan bir erkekte bu hastaligin gelisme riski 3-4 kez artmaktadir. Eger birinci dereceden iki

akrabasinda prostat kanseri mevcut ise risk 5-6 kat artmaktadir'®”.

2.2.4.3 Irksal Farkhhklar
Prostat kanserinin 1klar arasi insidansinda farkliliklar bulunmaktadir. Prostat
kanserinin insidans1 Amerika Birlesik Devletler’ inde diger iilkelere 6zellikle Asya iilkelerine
gore oldukca yiiksektir. Afrika kokenli Amerikali erkekler diinyada en fazla risk oranina
sahiplerdir ve 6liim oranlar1 beyazlara gore daha yiiksektir. ABD' de yasayan siyah erkeklerde

(21,36)

hastaligin insidans1 beyaz wrka gore daha yiiksek bulunmustur . Klinik olarak prostat

kanserinin insidansi ve mortalitesi dogu wklarinda diisiiktiir. iskandinav kokenlilerde dogu

irklarma gore bu oran daha yiiksektir®®.

2.2.4.4 Diyet ve Beslenme
Cografi degisiklikler ve gogebeler iizerinde yapilan epidemiyolojik caligmalar prostat

kanseri gelisiminde diyetin Snemini vurgulamistir®®.

Degisik iilkelerde yapilan
epidemiyolojik caligmalar prostat kanseri progresyon ve oOliim oranlarmin diyetteki toplam
yag tiiketimi ile iliskili oldugunu géstermistir®®. Prostat kanseri olan erkeklerin diyetleri
saglikli erkekler ile karsilastirildiginda, bu hastalarda genel olarak yaglarin ve doymus yag
asitlerinin (6zellikle oleik asit) tiiketiminin daha fazla oldugu saptanmustir®”. Bunlara ek
olarak, yaslar1 40-75 arasinda degisen 47,855 erkek iizerinde gerceklestirilen “United States
Health Professionals Follow-up Study” ¢alismasinda kalori alimmin, toplam yag ve 6zellikle
hayvansal yag tiiketiminin ileri donem prostat kanseri gelisimi ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Bu ¢alismada ileri evre prostat kanseri gelisimi i¢in en 6nemli risk faktorii
olarak kirmuzi et tiiketimi saptanmustir®”. Genel olarak diyetteki yaglarm prostat kanseri
gelisim riskini artirdig1 diisiiniilmekle beraber, 6zellikle balik yaginda bol miktarda bulunan
uzun zincir omega-3 ve omega-6 yag asitlerinin tam tersine koruyucu etki gosterdiklerine dair

kanitlar bulunmaktadir®?.
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Yapilan bazi arastirmalar antioksidan etkiye sahip yiyeceklerin prostat kanseri
gelisimini ve progresyonunu engelleyebilecegini gostermistir. Yapilan arastirmalarda domates
tikketimi ve kan likopen diizeyleri ile prostat kanseri riski arasinda belirgin derecede tersine
bir iliski oldugunu ortaya konulmustur“**?.

Selenyum’un prostat kanseri ve BPH {izerindeki etkileri degisik arastirmalarin konusu
olmustur. Prostat kanseri tanist almis ve bu hastalik nedeniyle hayatini kaybetmis hastalarda
plazma selenyum diizeylerinin, ayn1 yas ve irk grubundan kontrol grubu bireylerine gére daha
diisiik oldugu gdsterilmistir™®.

E vitamini (alfa tokoferol), hiicre zarlarini serbest radikallere karsi koruyan yagda
¢Oziilebilen antioksidandir. Prostat kanseri insidansi ve mortalitesi lizerinde a-tokoferoliin
etkileri “a-Tocopherol and B-Carotene Cancer Prevention Study (TCCPS)” c¢alismasi ile
arastirilmistir. Bu calismada 29.133 sigara icen erkege giinde 50 mg E vitamini (a-tokoferol)
ve 20 mg B-karoten tek tek ya da birlikte 5-8 yil slireyle verilmistir. Sadece E vitamini verilen
grupta plaseboya gore prostat kanseri insidansi ve mortalitesi daha diisiik bulunmus, buna
karsilik B-karoten grubunda %32 daha fazla prostat kanserine rastlanilmis ve mortalite
plaseboya gore %15 daha yiiksek gozlenmistir. E vitamini verilen erkeklerde serum
androstenedion ve testosteron konsantrasyonlar1 daha diisiik bulundugundan, E vitamininin
koruyucu etkilerinin seks hormonlarinin konsantrasyonlarindaki azalmaya bagl oldugu 6ne
siiriilmiistiir”. Selenyum, vitamin E veya her ikisinin kombine kullanimmimn prostat kanserini
onleme iizerindeki etkinligi SELECT (Selenium and Vitamin E Cancer Prevantion Trial)
calismasi ile aragtirilmistir. Hastalar selenyum, vitamin E ve her ikisinin kombine verildigi ve
plasebo olmak iizere dort gruba randomize edilmislerdir. Afro-Amerikalilarda 50 yas ve iizeri,
beyaz Amerikalilarda 55 yas ve iizeri toplam 35.553 olgu calismaya dahil edilmistir. Ortalama
5,5 yillik takip siiresinin ardindan selenyum, vitamin E ve kombine kullanimin prostat kanseri
gelisimi tizerine anlamli etkileri olmadig1 gosterilmistir“®.

D vitamini ve kalsiyum’un antioksidan 6zellikleri olmamakla beraber, mevcut veriler
ozellikle D vitamininin prostat kanserinin 6nlenmesinde rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.
Vitamin D3 [1,25(OH)2D3 veya calcitriol] ultraviyole 15181 etkisi ile deride sentez edilen bir
hormondur. Prostat kanseri gilinesin ¢ok az goriindiigii Kuzey iilkelerinde, ekvatora yakin olan

bolgelerle karsilastirildiginda ok daha sik goriilmektedir™”.
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2.2.4.5 Androjen Reseptorii

Androjenler prostatin gelisimini, maturasyonunu ve devamliligini saglayan baslica
hormondur. AR (Androjen reseptdrii)’nin polimorfizmi ve androjen metabolitleri,
epidemiyolojik olarak prostat kanseri gelisimi ile iliskilidir. Hormon refrakter tiimdrlerde AR
geni amplifikasyonunun varlig bildirilmis ve androjenden bagimsiz tiimor progresyonunda
AR kopyasmin artmasinin bir rol oynayabilecegi One siirlilmiistiir. Benzer sekilde,
androjenden-bagimsiz tiimorlerde bir takim AR mutasyonlar1 da bildirilmistir. Bu
mutasyonlar AR' yi androjenik olmayan ligandlara karsi cevap verir konuma getirir ve prostat

kanseri progresyonuna da katkida bulunabilir®®*”,

2.2.4.6 Insulin Benzeri Biiyiime Faktorii
Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1’in (IGF-1) hem normal hem transforme prostat
epitelyal hiicrelerinde mitojenik ve antiapopitotik etkileri vardir. Androjen reseptorleri
biiyiitiicii etkilerinin bir kismin1 IGF-1 {izerinden yapmaktadirlar. Androjenler serumda IGF
baglayic1 proteinleri azaltarak serumdaki serbest IGF-1 diizeyini arttirirlar. Yapilan bir
prospektif ¢alisma serumdaki IGF-1 miktarmdaki 100 ng/ml’lik bir artisin prostat kanseri

riskini 2 kat arttirdigini gdstermistir®”.

2.2.4.7 Hormonlar

Prostat androjen bagimli bir organdir. Testosteron prostat epitelinin biiylimesi ic¢in
vazgegilmez bir unsurdur ve erken evre prostat kanseri endokrin bagimlidir. Steroid
hormonlarin aktivasyonunun prostat kanseriyle iliskisi tam olarak gdsterilememistir.
Muhtemelen hormon metabolizmasindaki degisiklikler histolojik prostat kanserinin klinik
aktif forma doniismesine sebep olmaktadirlar®”. Prostat kanserli hastalarda testosteronun
dolasimdaki yiliksek seviyeleri devamli olarak gozlenmemektedir. Ancak diger hormonlarin
ozellikle de prolaktin ve Ostrojenin prostat bezi metabolizmasinda heniiz tanimlanmamis

roller oynadiklari diisiiniilmektedir®®.

2.2.5 Prostat Kanserinde Derecelendirme ve Evreleme
Prostat kanserinin histopatolojik olarak derecelendirilmesinde ¢ok sayida sistem
mevcuttur. Gacta, Bocking, M.D. Anderson Hospital ve Mostofi bunlardan bazilariyken,

Gleason derecelendirme sistemi tiim diinyada giderek daha fazla oranda kabul gérmektedir®?.
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Gleason sistemi; tiimoriin, kiiciik biiylitmede tespit edilen, glandiiler diferansiyasyon ve
bliyime paterninin, stroma ile iligkisine dayanir. Sitolojik 6zellikler timor
derecelendirmesinde rol oynamaz. Primer (en sik) ve sekonder (ikinci en sik) yapisal paternler
belirlenip, 1’den 5’e kadar derecelendirilir. Gleason dereceleri 1 ile 5 arasinda degismekte
olup, en sik goriilen derece ile ikinci siklikta goriilen derecenin toplami Gleason skor’unu
olusturur. Gleason skor 2 ile 10 arasinda degismektedir. Birinci derece tiimorler normale
yakin bir 6zellik gosterirken, 5. derecede herhangi bir glandiiler yap1 goriilmemektedir. Kiigiik
ve iyi diferansiye timérler (1. ve 2. derece) genelde organa smirl iken, biyiik (4 cm’’ten
biiyiik) ve kotli diferansiye tiimorler (4. ve 5. derece) genellikle lokal ileri evre ya da
metastatiktirler. Gleason skor 2-4 iyi diferansiye tiimor, Gleason skor 5-7 orta derecede

diferansiye tiimor, Gleason skor 8-10 ise kotii diferansiye tiimérii temsil eder®?.

G opeIy

Sekil 2.3. Gleason derecelendirme sistemi ©%

Prostat Kanserinin evrelenmesi klinik muayene, yardimc1 tan1 yontemleri ve muayene
bulgularma gore yapilir. Prostat karsinomunun evrelemesinde iki amag¢ vardir; prognozu tayin
etmek ve hastaligin yayginligina gore uygun tedaviyi belirlemek. Giiniimiizde iki farkli
evreleme sistemi kullanilmaktadir. Bunlar ABD’deki birgok klinikte kullanilan ABCD sistemi
(Jewet-Withmore sistemi) ile [IUAC (International Union Against Cancer ) tarafindan ortaya
konulan TNM (Tumor, Node, Metastaz) sistemidir. Bu iki temel yontemin kriterleri tablolarda

ayrmntil olarak verilmistir®**”.
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2.2.6 Prostat Kanserinde Tam Yontemleri
Prostat kanseri heterojen bir hastaliktir ve 6zellikle ileri evrede ve metastatik hastalikta
mevcut tedavi yontemleri, hastalarin yasam siirelerini uzatmada yetersiz kalmaktadir. Bu
nedenle prostat kanserinin erken teshisi, tedavide yiiksek basar1 agisindan son derece
6nemlidir®®. Prostat kanseri tanisinda kullanilan en 6nemli tam araglari, serum PSA dlciimii,
Parmakla Rektal Muayene (PRM) ve transrektal utrasonografi (TRUS) dir. Testlerin tek veya
beraberce kullanimi ile erken evredeki tedavi edilebilir Prostat kanserinin taninmasi miimkiin

olmustur(5 .

2.2.6.1 Parmakla Rektal Muayene (PRM)

Bilinen en eski tan1 yontemidir. Erken tanida ve tarama testi olarak kullanimini
smirlayan en Onemli 6zelligi lokalize prostat kanseri vakalarmi tanimlamadaki diisiik
duyarliligidir. Periferik zonda yerlesen tiimdrlerin palpasyonu miimkiindiir. Belli bir boyutun
altinda olanlar ve transizyonel zonda yerlesen tiimorler PRM ile saptanamazlar. Bu nedenle
PRM ile yapilan klinik evrelemenin dogruluk orani %45-65tir®®. TRUS ve PSA ile belirli
oranda karsinom saptanan olgularin bazilarinda PRM'nin negatif oldugunun gosterilmesi
diger 6nemli bir noktadir. Lee, TRUS ile tanimladig1 1,5 cm' den kiicilik tiimorlerin %41 inin
bu yontemle tespit edilemeyecegini saptamistir. Lee, TRUS ile PRM' ye oranla iki kat daha

fazla kanser olgusunun tespit edilebilecegini belirtmistir®”.

2.2.6.2 Transrektal Ultrasonografi (TRUS)

Transrektal Ultrasonografi (TRUS) ile ilgili yapilan caligmalar ultrasonografi
esligindeki sistematik biyopsilerin, kanseri en dogru bigimde evrelendirip, derecesinin
belirlenmesini sagladigini gostermistir®”. TRUS un prostat kanseri tanisinda duyarliligi %80,
ozgiilligl %60’tir. TRUS un en 6nemli 6zelligi, PRM ile taninamayan bir¢ok kanser odagini
tanimasidir. Lee, prostat kanserinin tanisinda TRUS’un tanisal duyarliligmm, PRM’ye gore
iki kat daha fazla oldugunu savunmustur. Iyi prognostik 6zelliklere sahip tiimdrlerin hepsinin

TRUS ile tanindigi, PRM ile ise %41’inin tanimlanabildigi belirtilmistir®”.
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2.2.6.3 Prostat Spesifik Antijen (PSA)

Son yillarda prostat kanserinin erken teshisindeki en 6nemli ilerlemelerden biri, bir
kanser belirleyicisi olan Prostat Spesifik Antijenin (PSA) kesfidir. PSA, prostat hiicrelerinde
bulunan 33.000 Da agirligindaki bir glikoprotein ve bir serin proteazdir. Geng yetiskinlerde
PSA’ nin normal degerleri 0 — 4 ng/ml arasindadir. Prostat kanserli olgularin ¢cogunda serum
PSA miktar1 yiikselmekle birlikte, organa sinirli olanlarm % 20 — 25° inde 4 ng/ml’ nin
altinda seyreder®”. Farklilasmamis androjen bagimsiz prostat kanser hiicreleri PSA iiretemez.
Bu durum, hormona direngli hastalarm bir kisminda PSA artisinin  goriilmemesini
aciklamaktadir. Her Prostat kanseri vakasinda serum PSA degeri yiiksek (>4.0ng/ml) degildir
ve yliksek olan her vakada Prostat kanseri anlamina gelmemektedir. Prostat kanserinin erken

tanisinda serum PSA seviyesi PRM ile kombine edildigi zaman yarar1 daha da artmaktadir®".

2.2.7 Prostat Kanserinin Tedavisinde Kullanilan Mevcut Yaklasimlar

Prostat kanserinde tanida belirlenen histolojik derecelere gore hastalar farkl stratejiler
ile tedavi edilmektedir. Hastaligin organa smirli olarak seyrettigi erken evrelerde, tedavide
genellikle operasyon ve/veya radyasyon tedavisi uygulanir. Ayrica bu evrede radikal
prostatektomi, kryoterapi ve HIFU (High Intensity Focused Ultrasound) tedavi yontemleride
kullanilabilir®®¥. Tiumériin artik prostat bezi ile smirh olmadig, ancak metastatik yayilima
dair belirtiye rastlanilmayan asama, lokal ileri evre olarak tanmimlanir. Lokal ileri evre
hastaligin tedavisinde amag, metastatik yayilim ve doku invazyonu riskini diistirmektir. Bu
evrede, tedavide genellikle radyoterapi ve hormon tedavisinin birlikte kullanildig:
yaklagimlardan yararlanilir. Ancak, hastalik erken evrede teshis edilemediginde ya da agresif
formlarda, seminal vesikiillerin lokal invazyonu ile karakterize olan ileri evrelere gecis, ve
cogunlukla kemige olmak iizere metastaz gerceklesir. Metastatik hastali§in tedavisinde amag,
hastanin yasam siiresini uzatabilmek ve metastazin kemik agris1 gibi baglica semptomlarini
Onleyerek ya da kontrol altma alarak hastanin yasam kalitesini artirmaktir. Bu evrede
hastalara genellikle hormon tedavisi uygulanir. Bunlar orsiektomi, LHRH analoglar1 ve
maksimal androjen blokaji (LHRH analoglar1 + Antiandrojenler)’dir®. Androjen sentezini
bloke edici ajanlarla muamele, hastaligi gelisimini bir siire geriletse de, bu tiimorlerin hemen

(65,66)

hemen hepsinde androjen yoklugunda tiimér progresyonu devam eder . Bu asamada

hastaligin  progresyonunu  yavaglatmak amaciyla  sitotoksik  kemoterapi  veya

glukokortikoidlerle birlikte uygulanan radyoterapiden yararlanilir®.
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2.2.7.1 Prostat Kanserinde Kemoprevansiyon- Dosetaksel, Selenyum, Glutamin

Kemoprevansiyon, dogal veya sentetik bilesiklerin invaziv kanser gelisimini
engellemesi, geriye cevirmesi veya Onlemesi olarak tanimlanir. Farmakolojik veya dogal
bilesiklerin kullanimi ile yapilan kemoprevansiyonun amaci, premalign lezyonlarda hasarli
hiicrelerde apopitozisi indiiklemek, DNA hasarini bloke veya inhibe etmektir. Karsinogenez
cok basamakli bir siirectir. Neoplastik hiicre gelisiminin herhangi bir basamagin1 etkileyerek
bu ilerlemeyi durduracak bir ilag, kemoprevansiyonda kullanilacak etkili ve ideal bir ilag
olarak kabul edilebilir. Ayrica Kemoprevantif ajanlar; hiicre i¢i sinyal yolaklar, onkojen
yolaklar ile hiicre dis1 inflamasyon, oksidasyon ve kalitsal genetik mutasyonlar gibi hiicrenin
kritik homeostatik mekanizmalarmi diizenleyen hedeflerde rol oynarlar. Kanser olusumunun
onlenmesine yonelik calismalar ¢ok zor ve karisik bir siiregtir. Kemoprevansion igin
gelistirilecek ajan saglikli kisiye zararli olmamali, kolay uygulanabilmeli ve ucuz
olmalidir®”%®.

Kemoprevansiyon i¢in en ideal kanserlerden biri de prostattir. Ciinkii hastalik
toplumda sik goriilmekte, yavas seyretmekte ve tarama yontemlerinin faydasi netlesmemistir.
Prostat kanseri diinya genelinde ikinci siklikta goriilen yaygin bir kanser tiiriidiir, yilda
900000 yeni vaka ve 258000 prostat kanserine bagh dliim soz konusudur®. Prostat kanseri,
baslangiciin uzun stireli latensi, yiiksek insidansi ve yiiksek mortalite hizlarindan dolay,
kemoprevansiyon stratejileri icin uygun bir kanser hedefi olabilir. Ayrica hastaligin
tedavisinin maddi boyutu da diisiiniilecek olursa Onleyici faktorlerin 6nemi bir kez daha

ortaya ¢ikmaktadir'’”

. Prostat kanseri tedavisinde kemoterapi sadece hormona direngli
hastalikta kullanilmamaktadir. Kemoterapi yiiksek riskli lokalize prostat kanserinde
radyoterapi ve radikal prostatektomi sonrasi veya Oncesi rekiirrensi azaltmak amaciyla ve
hormon ablasyon tedavisiyle indiiklenen ve kemoterapi yanitini azaltabilecek bazi
mutasyonlar ortaya ¢ikmadan once hormonal tedaviye eklenerek kullanilabilmektedir”".
Prostat kanserinin kemoprevensiyonu, karsinogenezisi farkli basamaklarda inhibe eden
sentetik veya dogal ajanlarin kullanilmasi olarak tanimlanir. Amag; etkili, toksik olmayan
metastatik kanser, lokal iler1 kanser ve normal epitelden prostat intraepitelyal neoplazi
olusumunu Onleyen ajanlarin  kullanimidir. Bu amacgla NCI tarafindan desteklenen
calismalarla DFMO, DFMO ve/veya casodex, toremifen, vitamin D analogu, selektif COX-2

(72)

inhibitorii, sulindak, genistein ve soya proteinleri gibi ajanlar incelenmektedir Prostat

kanserinde NSAII’lerin kullanim ile ilgili yayinlanan bir meta-analiz, aspirin kullanimi ile
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prostat kanseri goriilme sikhiginim azaltilabilecegini ortaya koymustur 7. 1990’ yillarda NCI
tarafindan So-rediiktaz inhibitérii finasterid kullanilarak “Prostat Cancer Prevention Trial”
baslatilmistir. Bununla birlikte, selenyum ve flutamidin birlikte kullanildig: bir baska ¢alisma
daha dizayn edilmistir. Cilt kanseri hikayesi olan hastalar1 igeren, selenyum ve plasebo
kullanimi1 olarak randomize edilen bir diger calismada selenyum kullaniminin prostat
kanserini anlaml1 derecede azalttig1 gosterilmistir'’®.

Prostat kanseri tedavisinde kemoterapi uygulamasmin ilk adimlart 1989 yilinda
Tannock ve arkadaglarinin sistemik prednizon tedavisinin direngli hale gelmis prostat kanseri
hastalarinda agr1 ve hayat kalitesi iizerinde olumlu etkilerini gdstermeleriyle atilmistir”>. Bu
calismadan sonra Tannock ve arkadaslar1 prednizonla mitoksantron kombinasyonunu sadece
prednizon alan hastalarla karsilastirdiklart  diger calismalarinda palyatif  yararlar:
gosterilebilmis fakat sag kalima herhangi bir olumlu etkisi gésterilememigtir(m). Daha sonraki
yillarda mitoksantron ile yapilan baska kombinasyon ¢alismalarinda da sadece palyatif olarak
faydali oldugu gosterilmistir””. Taksan bazli kemoterapi tedavilerinin hormon direngli prostat
kanserinde sag kalima etkisinin gosterilmesiyle bircok yeni kemoterapotik ajanin tek baslarina
veya kombine olarak kullanimlar1 arastirilmaya baglamstir .

Dosetaksel, Avrupa’da yetisen Taxus baccata bitkisinin yapraklarindan ekstre edilen
10-deasetilbakkatin I1I'den yarisentez sonucu elde edilmis bir taksoiddir. Dosetaksel yasamsal
mitotik ve interfaz hiicresel fonksiyonlar i¢cin gerekli olan hiicrelerdeki mikrotiibiiler ag1
bozmak suretiyle etki goOsteren bir antineoplastik ajandir. Dosetaksel tubulinin, stabil
mikrotiibiillerde toplanmasini tesvik ederken ayni zamanda bunlarin dagilmasini da inhibe
eder. Dosetaksel’in mikrotubuluslara baglanmasi baglanmis mikrotiibiillerdeki protofilament
sayisint degistirmez. Mitozda 6nemli olan tiibiilin molekiiliine yiiksek afinite ile baglanip
stabil mikrotiibiil olusumunu kolaylastirir ve depolimerizasyonu 6nleyerek interfaz ve mitotik
hiicre fonksiyonlarini bozar. Bu bloke etme islemi mitoz igciklerinin sayisini artirarak
fonksiyon goérmeyen fazla sayida mikrotiibiil olusumuyla sonuglanir. Bdylece mitoz
gerceklesemez. Proliferasyon durur ve hiicre apopitoza gider(go). Dosetaksel’in cesitli tiimor
hiicresi dizilerine (meme, akciger, ovaryum, prostat) ve klonojen tayinlerde yeni eksize

edilmis tiimér hiicrelerine kars in vitro olarak sitotoksik oldugu tespit edilmistir®".
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W Urigue Lo Taxelere

Sekil 2.4. Taxotere (Dosetaksel)’in Kimyasal Yapisi ®

Taxotere hidroksil grubuna sahiptir. Bu ilave hidroksil grubu (sekil 2.4.’de 1 ile
isaretli) Cremophor adli ¢oziicliye gerek kalmadan suda yiliksek oranda coziiniirliik saglar.
Ayrica C-13 yan zincir varyasyonlar1 ve 6zgiin bir ester yan zincirine sahiptir (sekil 2.4.’de 2
ile isaretli)®*”. Lipofilik bir taksan olan dosetakselin hiicre i¢ine pasif difiizyon araciligiyla
almdig1 bilinmektedir. Son ¢aligmalar tasiyict aracili taksan transportuna kanit saglamistir.
Dosetakselin transporter’larin solute carrier (SLC) siiper ailesinin iiyeleri tarafindan kanser
hiicresine alindig1 tespit edilmistir. Bu tasiyicinin ise SLC siiper ailesinin SLCO ailesine ait
OATP1B3 (organic anion transporting polypeptide 1B3/ SLCOIB3/OATP8) oldugu

gosterilmistir®®.

Taxotere (Dosetaksel)’ in etki mekanizmasi apoptozis veya programlanmis hiicre
Olimiine dogrudan veya dolayli olarak katkida bulunarak 3 farkli yolaktan ¢aligsmaktadir.
Dosetakselin terapdtik etkisinin asil islevi mikrotiibiil dinamiklerinin baskilanmasidir. Diger
islevleri ise; hiicre dongiisiiniin bozulmasi ve Bcl-2 ‘nin fosforilasyonudur.

Dosetaksel ~ polimerizasyon  olusmaya  devam  ederken  mikrotiibiillerin
depolimerizasyonunu engeller. Bu hiicre dongiisii arresti ve mitoz inhibisyonu dahil, hiicresel

faaliyetlerin bozulmasi ile sonuglanir®”.
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Sekil 2.5. Dosetaksel’in mikrotiibiiller iizerindeki etki mekanizmasi®”

Mikrotiibiil yapisina olan etkisinin yani sira, dosetaksel hiicrenin yasam dongiisiiniin 3
farkli asamasini engelleyerek calistigi gosterilmistir. S (sentez ) asamasinda, G2 ( biiyiime-2)
faz1 ve M (mitoz) asamasinda hiicre siklusu durmasina neden oldugu saptanmistir. S fazinda
DNA iki katina ¢ikar, G2 fazinda hiicreler daha fazla biiyiir ve M fazinda b6liinmek i¢in hazir
hale gelir. Dosetaksel bu 3 hiicre dongiisii fazina miidahele ederek hiicrenin bir sonraki faza

gecisini engeller ve apoptozise yonlendirir® .
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Sekil 2.6. Dosetaksel’in hiicre dongiisii asamalar tizerindeki etkisi®
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Dosetakselin etkisini gosterdigi ligiincii yolak ise; Bcl-2 fosforilasyonu indiikleyerek
apoptozisi baglatmasidir. Kanser hiicrelerindeki Bcl-2 ‘nin overekspresyonu apoptozisi
engellemektedir. Dosetaksel Bcl-2’yi fosforilleyerek inaktif hale getirir ve hiicre dliimiiniin

olusumunu saglar®®.

Bcl-2 overekspresyonu
apoptosisi engeller Survival/proliferasyon

A\l\\ - (/—‘\)
Kanser hucresi ,\? ’ / - ) \ﬁ/
£ ' (He
{ ! Bol-2
\\ \’/ overekspresyonu

‘ €O ) °.©

Apoptosis

Taxotere Bcl-2'nin
fosforilasyonufinaktivasyonunu
indukler

Sekil 2.7. Dosetaksel’in Bel-2 iizerindeki etkisi®

2004 yilina kadar yapilan ¢alismalarda prostat kanseri tedavisinde kemoterapinin yeri
palyasyondan Oteye gidememistir. Fakat bu tarihten sonra yayinlanan iki adet faz III
calismada dosetaksel iceren kemoterapi rejimlerinin  sag kalimi  uzatabilecegi
bildirilmistir'*®”. Bu calismalardan ilki, hormon direngli prostat kanserli 1006 hastanin
degerlendirildigi TAX 327 calismasidir. Bu calismada hastalar 3 gruba ayrilmistir ve her
gruba ayr1 dozlar uygulanmistir. Bu ¢aligmadaki median sag kalim siireleri sirasiyla 18,9 ay,
17,4 ay ve 16,5 ay olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore ilk gruptaki sag kalim istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Ikinci calisma Southwestern Oncology Group (SWOG)’un
calismasidir. Bu c¢alismada 770 hasta randomize edilmistir ve dosetaksel ile estramustin
kombinasyonu, mitoksantron ve prednizon kombinasyonuyla karsilastirilmistir. Sag kalim
stireleri 17,5 ay ve 15,6 ay olarak tespit edilmistir. Fakat dosetaksel kolunda yan etkiler ve
tedaviye bagli 6liim orani daha yiliksek bulunmustur. Bu yiiksek oran tedaviye prednizon

eklenmemesine baglanmistir®”,
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Bunlara ilave olarak daha bir¢ok klinik ¢alisma yapilmis ve yapilmaktadir. Hepsinde
temel amag sag kalimi uzatmak veya palyatif yararlar saglamak olsa da ¢alismalarin biiyiik bir
boliimiinde yiiksek yan etki oranlar1 dikkati cekmektedir.

Dosetaksel’in siddetli derecede goriilen yan etkileri sa¢ dokiilmesi ve kemik iligi
baskilanmasidir. Buna ilave olarak orta derecede mukozit, O6dem, hipersensitivite
reaksiyonlar1 ve cilt-tirnak degisiklikleri goriilebilir. Bunlar arasinda en onemli yan etkiler
kemik iligi lizerine olan yan etkilerdir. Yan etkinin siddetine gore doz kisitlamasi, tedaviye
ara verilmesi ve graniilosit monosit koloni stimiile edici faktdrlerin (GM-CSF) kullanilmasi
gerekebilir®”.

Dosetaksel igeren rejimlerin sag kalimi uzattigi kanitlansa da dosetaksel alirken
progresyon gdosteren hastalarda hala etkili bir ikincil kemoterapi rejimi yoktur. Bu ylizden
dosetakselin etkinligini arttiracak, yan etkilerini azaltacak yeni kemoterapotik ajanlar ve
hedefe yonelik tedaviler ya da bunlarin kombinasyonlar1 giindeme gelmektedir.

Selenyum, insan saglig1 icin esansiyel besin olarak bilinen bir eser elementtir.
Selenyum en az dort hiicre dis1 ve hiicre i¢i glutatyon peroksidaz, {i¢ tiroid ve tiroid disi
iodotironin 5 deidonaz, tioredoksin rediiktaz ve selenoproteinler i¢in gereklidir. Temel eser bir
mineral olan selenyum, kiiciik miktarlarda serbest radikal hasarindan hiicreleri ve dokulari
koruyan vitamin E ve C gibi cok dnemli bir antioksidan, fakat daha biiyiik miktarlarda toksik
olabilen bir mineraldir. Selenyum, periyodik cetvelde siilfiir gibi kimyasal ve fiziksel
karakterleri benzeyen elementlerin altinda yer almaktadir. 1295°de Marco Polo tarafindan
hayvanlarda selenyum eksikligi ilk olarak rapor edilmistir. 1930’larda ciftlik hayvanlarinda
alkali hastaliklara sebep oldugu gosterilmistir ve 1957°de hayvanlar i¢in temel oldugu
saptanmustir. 1969°da hayvanlarda selenyum yetersizligi ilk olarak tanimlanmistir. 1973°de
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) enziminin kofaktorii olarak kesfedilmistir. 1979°da insan
saglig1 i¢in Oneminin ilk raporlar1 gozlenmistir. Selenyum, Berzelius tarafindan 1817°de
tanimlandiktan sonra Ay Tanrigas1 Selen’den esinlenerek bu isim verilmistir®' ¥ .

Prokaryotlarda formik dehidrogenaz ve Okaryotlarda glutatyon peroksidaz’in bir
bileseni olan selenyum, hiicre kiiltiirlerinde hiicrelerin biiylimesi ve in vivo olarak normal
biiyiime ve gelisme icin gereklidir. En yaygin formlar1 selenit ve selenat olan selenyum,
hayvanlarda selenosistein, bitkilerde selenometiyonin seklinde bulunmaktadir. Insanin
selenyuma maruz kalmasi, sebze, tahil ve tohumlarda yer alan organik form olan

selenometiyoninin sindirimi ile meydana gelmektedir. Yetersiz selenyum alimi1 ve bir¢cok
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kanser tiirii riskinin artis1 arasinda bir iligki oldugunu yapilan epidemiyolojik ¢alismalar 6ne
sirmektedir®”. Selenyumun yag agil peroksitleri ile hidrojen peroksitin yikilmasinda roliiniin
bulundugu ve antioksidan bir etken olan E vitamininin de, selenyumun bu etkisini
destekledigi disiiniilmektedir. Serbest radikal siipiiriicii olarak rol oynayan selenyum, E
vitamini ile birlikte c¢alisir ve oksidatif hasardan lipitleri koruyarak, hiicre membran
biitiinliginin korunmasma yardim eder"”.

Canli organizmalarda bulunan selenyum tiirleri kendi i¢inde enzim diriinleri ve gen
iirlinleri olarak iki kategoriye ayrilmaktadir. Enzim iiriinleri, selenoaminoasit sentezine yol
acan reaksiyonlar ve metilasyon, rediiksiyon gibi enzimatik reaksiyonlarin {iriinii olarak
bulunurlar. Selenyum, selenosisteinil rezidiillerini kodlayan UGA kodonuna gore gen
iirlinlerini kapsar. Selenoproteinler, selenosisteinil rezidiilleri formunda selenyum igerirler.
UGA kodonu, selenosisteinil rezidiillerini kodlayarak, selenofosfat ve selenosisteinil
tRNA’sina doniistiiriildiikten sonra, biiyilik bir protein olan selenoprotein P, bir¢ok glutatyon
peroksidazlar gibi selenoenzimler, tip1-iyodotironin deiyodinaz (DI) ve tiyoredoksin rediiktaz
(TR) gibi oksidatif streslere cevap vermede cok Onemli olan selenoenzimler olarak,
selenoproteinler olusturulur®®.

Selenometiyonin viicutta bulunan selenyumun dogal bir formudur. Eger metiyonin
yeterli miktarda bulunmazsa selenometiyonin protein yapiminda kullanilamaz.
Selenometiyonin, temel metiyonin aminoasitine benzer, fakat siilfiir atomunun yerine,
selenyum atomu ge¢mistir. Viicudun kullanabildigi selenometiyonin  formu; L-
selenometiyonin’dir. L-selenometiyonin, bilinen diger herhangi bir selenyum formuna gore,

viicut komponentlerine daha iyi katilir ve daha iyi absorbe edilir®®

. Selenometiyonin,
selenyumun gerekli biitiin 4 formunu saglayabilir. Halbuki inorganik selenyum, selenosistein
ve selenometiyonine doniistiirilmek zorundadir. Selenometiyonin, karacigerde vy-liyaz
tarafindan ayrisir ve selenohomosistein ve selenosistein vasitasiyla, metiyonine benzer bir
metabolizmayla, hidrojen selenit’e metabolize olur. Ayrica y- liyaz enzimi ile direkt olarak da,
diger selenyum formlarinin metabolik yolunda oldugu gibi, selenyumun metile formlarma

doniisiir ©7.
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Selenometiyonin v- Liyaz Monometilselenol(MMSe)

y- Liyaz

Selenohomosistein Dimetilselenol( DMSe)

Selenosistein p-liyaz

Selenosistein Trimetilselenol

H,Se (Hidrojen Selenit)

Sekil 2.8. Selenometiyonin’in metabolik yolu

Basta hiicre zarlarim1 oksidatif zararlardan koruyan glutatyon peroksidaz olmak tizere
bircok enzimin 6gesidir. Spermatozoanin 6zel bir proteininin yapisinda bulunur, purin ve
pirimidin bazlarma baglanabildigi i¢in RNA’da fonksiyonu vardir, prostaglandin sentezinde,
esansiyel yag asitleri metabolizmasinda rol oynar ve bagisiklik mekanizmasmnda énemlidir®® .

Selenyum bazi metabolik hastaliklarin ve kanser tiirlerinin dnlenmesinde rol oynayan
antioksidan oOzellikteki glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enziminin yapisinda bulunur.
Selenyumun biyolojik 6nemi bu enzimin bir ko-faktorii olmasindan kaynaklanmaktadir. Her
alt {initesinde selenosistein seklinde bir adet selenyum atomu igeren GSH-Px, hiicre iginde
hidrojen peroksitin (H,0,) suya indirgenmesinde rol oynamaktadir. Selenyum, E vitamini ile
etkileserek lipid metabolizmasi sonucu olusan peroksitlerin neden oldugu oksidatif
hasarlardan hiicre membranini korumaktadir®”.

Selenyumun Prostat kanserini 6nleyebilecegine iliskin ilk ¢calisma Clark ve arkadaslar
tarafindan tibbi Oykiilerinde deri kanseri olan 1312 erkek hastada yapilmistir. Randomize
edilerek giinliik 200 pg selenyum verilen hastalar ile plasebo alan hastalarmn ortalama 4,5
yillik takipleri sonrasinda, selenyum destekli grupta fligte iki oraninda prostat kanser

(100) S

insidansinda azalma saptanmigtir elenyum’un in vitro olarak insan prostat kanser

hiicrelerinde biiylimeyi durdurdugu, temel igerigi selenyum olan selenoproteinlerinin bazi
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transgenik fare modeli ve insan prostat kanser hiicrelerinde baskilandigi gosterilmistir. Ayrica
insanlarda oral alinan selenyum’un selektif olarak prostat dokusu tarafindan tutuldugunun
gosterilmesi  dikkatleri selenyum {izerine c¢ekmistir’®”. Anti oksidan etkisi, immiin
fonksiyonlar1 arttirmasi, apopitosizi indiiklemesi, hiicre proliferasyonunu inhibe etmesi,
karsinojen metabolizmasini azaltmasi gibi selenyum’un antikanserojenik etkisini agiklamada
ileri siiriilen ¢ok sayida potansiyel mekanizma vardir®”.

Glutamin, esas olarak esansiyel olmayan aminoasit grubundadir. Ancak, deneysel
calismalar, katabolik durumlarda esansiyel hale gectigini gdstermistir. Viiciitta en cok
bulunan amino asittir. Iskelet kas1 serbest aminoasit havuzunun % 60’m1, plazmadaki serbsest
amino asit havuzunun ise % 20’ini olusturur. Diger amino asitlerin aksine sadece glutamin’in
iki nitrojen atomu vardir ve nitrojen mekigi olarak bilinir. Viicudun en ¢ok hangi bdlgesinde

gereksinim varsa o bolgeye nitrojen tasir’'*®

. Glutamin; viicutta hizli ¢ogalan hiicrelerin
onemli bir metabolik substratidir ve sistemik dolagima biiyiik oranda iskelet kasindan sentez
edilip salinir. Intraselliiler glutamat organlar aras1 nitrojen ve karbon tastyicis1 olarak rol alir.
Onemli bir enerji kaynagidir ve protein sentezi ve hiicresel koruyucu sistemler i¢in gereklidir.
Major antioksidan GSH sentezi i¢in prekiirsordiir. Glutamin, enterositler, kolonositler ve
immiin sistem hiicreleri tarafindan ana yakit ve substrat kaynagi olarak kullanilmaktadir.

Ayrica 1si-sok proteinlerinin sentezini uyarir''*?.

Bunlara ek olarak, glutamin hiicre
voliimiiniin osmotik regiilasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Hem hiicre i¢i protein
sentezini uyarrr hem de proteinlerin fosforilasyonuna neden oldugu bildirilmistir. Bu
aminoasidin eksikligi sonucu, lenfositlerde antijenlere karsi gelisecek aktivasyon sinyalinin
olugsmadigi; monositlerde ise antijenleri tanima ve fagositozda bazi aksakliklara neden
olabilecegi ileri siiriilmiistiir*?.

Glutamin ile zenginlestirilmis ND verilen erigkin hastalarm, kemik iligi
transplantasyonu, siddetli travma ve yanik sonrasi hastane infeksiyonu oranlarinin daha diisiik
oldugu, benzer olumlu etkinin yogun bakim destegine gereksinimi olan prematiire bebeklerde
de goriildiigii bildirilmistir. Bununla birlikte, glutaminin nozokomiyal infeksiyon riskini
azaltma mekanizmalar1 kesinlik kazanmamistir. Potansiyel mekanizmalardan biri glutaminin
immiin sistem hiicreleri tarafindan yakit veya regiilator substrat olarak kullanilmasidir. Rat ve
insan lenfosit proliferasyonunun glutamine bagimli oldugu agik¢a gosterilmistir. Deneysel ve

klinik olarak elde edilen diger veriler de glutamin desteginin immiin sistem hiicre sayis1 ve

fonksiyonundaki potansiyel etkilerini ortaya ¢ikarmaktadir. Parenteral niitrisyon ile yliksek
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doz glutamin verilen allojenik kemik iligi alicilarinda nétrofil fonksiyonlar1 etkilenmezken,
taburcu olduktan sonraki iki haftalik siirecte total lenfosit, T-lenfosit, CD4 ve total CD8
fonksiyonlarinda, glutamin verilmeyen kontrol grubuna oranla anlamli fonksiyon artisi
saptanmistir. Hastalarin postoperatif doneminde alanil-glutamin dipeptid igeren parenteral ND
ile operasyondan alt1 giin sonra plazma lenfosit diizeylerinde ve polimorfoniikleer notrofil

109~ fnsan immiin sistem

graniilositlerinde lokotrienlerin olusumunda artis saptanmigtir
hiicreleri ile yapilan deneysel ¢alismalar, sitokin iiretimi, lenfosit proliferasyonu ve lenfokin
ile aktive olan oldiriicii hiicre aktivitesinin disaridan verilen glutamine bagli oldugunu
diistindiirmiistiir 1%,

Bugiine kadar elde edilen veriler, glutaminin insan immiin sistem hiicreleri i¢in
onemini kuvvetle desteklemektedir. Glutamin igermeyen standart intravendz (IV) beslenme
iirlinlerinin bazi hastalardaki belirgin immiinsiipresif etkisi goz oniinde tutularak, glutaminin

immiin sistem hiicreleri iizerinde gosterdigi etkinin dnemi vurgulanabilir’®® .

Sekil 2.9. Glutamin’in organizmadaki gérevlerini agiklayan potansiyel mekanizmalar'®”
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N(2)-L-alanil-L-glutamin dipeptidi endojen olarak kendiliginden glutamin ve alanin
aminoasitlerine parcalanir, boylelikle infuzyon soliisyonu parenteral beslenme i¢in gerekli
glutamini saglar. Ag¢iga ¢ikan aminoasitler besin maddesi olarak kendilerine ait vucut
depolarinda toplanirlar ve organizmanin ihtiyaglar1 dogrultusunda metabolize edilirler.
Parenteral beslenmenin endike oldugu bir¢cok hastalikta viicudun glutamin depolar1 bosalir.
Glutamin igeren infuzyon uygulamalari bu bozuklugu diizeltir. Bazi arastirmacilar
doxorubicin, methotrexate ve 5-fluorouracil ile yapilan kanser kemoterapi tedavilerinin yan
etkilerinin azaltilmasinda ve etkinlinliginin artirilmasinda glutamin suplementasyonunu
onermektedir. On klinik calismalar glutamin suplementasyonunun meme ve diger kanser
tiirleri i¢in kullanilan paklitakselin olusturdugu sinir hasarmni engellemede yararli oldugunu

ortaya koymustur"'®®.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanmn Tipi:

Arastirma invaziv olmayan deneysel calismadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani:

Arastirma Mart 2011- Mart 2012 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji
Enstitiisti Onkoloji Laboratuarinda gergeklestirildi.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplan:
3.4. Cahsma Materyali:

Arastrmada ¢alisma materyali olarak DU145 (insan prostat karsinomu beyin
metastazi yiizeye bagimli) ve PC-3 (insan prostat karsinomu kemik metastazi-ylizeye bagimli)
hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicre hatlar1 ticari olarak Mart-2011°de ATCC firmasindan temin
edildi.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri:

Arastirmanin bagimli de§iskeni prostat kanseri hiicre hatlar1, bagimsiz degiskenleri ise

dosetaksel, selenyum ve glutamin’dir.

3.6. Veri Toplama Araclar:

3.6.1. Kullamlan Cihazlar

Tablo 3.1. Projede kullanilan mevcut makine - techizat listesi

ADI/MODELI PROJEDE KULLANIM AMACI
Air-flow kabinet - (Kojair ) Hiicre kiiltiirii calismalari igin kullanildi.
CO; inkiibatérii - (Thermo Forma Steri-cycle) | Hiicrelerin belli sicaklik ve C0, igeren ortamda saklanmasi
amaciyla kullanildu.

Otoklav - (Hirayama Hiclave ) Pipet vb. malzemelerin sterilizasyonu amaciyla kullanildi.
Etiiv - (Thermo Heraeus) Steril edilmis malzemeleri kurutmak i¢in kullanildu.
Distile su cihazi (uv plus ultra pure water | Su banyosu ve temizlik amaciyla kullanildi.

system)

Inverted mikroskop - (Olympus CKX41) Hiicrelerin kontrolii ve hiicre sayimi amaciyla kullanildi.
Su Banyosu - (GFL) Hiicre ortamlar1 ve kimyasallar i¢in kullanildu.

Sogutmali Santrifiij - (Sigma 3-16K) Hiicre kiiltiirii ve Flow sitometri ¢alismalarinda kullanildi.

Elisa Plate Reader-(Thermo Multiskan ascent) | Hiicre canlilik testi sonuglarmin alinmasi i¢in kullanildi.
Siv1 Nitrojen Depolama Tanki - MVEXLC) Hiicre hatlarinin saklanmasi i¢in kullanildi.

Derin dondurucu (-80) - (Sanyo) Hiicre hatlarinin saklanmasi igin kullanildi.
Buzdolabi (-20,+4) - (Siemens ) Kimyasallarin saklanmasi i¢in kullanildi

Flow Sitometri - (BD FACSCalibur ) Apoptoz ve Hiicre Dongiisii analizinde kullanildi.
Pipetdr - (Holten PIA ) Hiicre Kiiltiirii calismasida kullanildi.

Mikropipet(10-100-1000ul) - (Eppendort) Kiiciik miktarl soliisyonlarla ¢calismak igin kullanildi.
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3.6.2. Kullanilan Sarf Malzemeler ve Diger Geregler

Tablo 3.2. Projede kullanilan sarf malzemeler ve diger gerecler

Hiicre Kiiltiirii, Hiicre Canlhilik Testi, Hiicre Dongiisii Analizi, Apoptoz Tayini icin Kullamlan

Malzemeler

Maddenin Ad1

Ozelligi

Markasi-Lot No:

D-MEMF-12 (1:1) (1X)

liquid with L-Glutamine, 15 mM
HEPES, 500ml

Invitrogen - 1025441

RPMI 1640 Medium (1X)

liquid with L-glutamine, 500ml

Invitrogen - 931397

Foetal Bovine Serum

Heat Inactivated Origin: EU
Approved 500ml

Invitrogen — 07Q7218K

Trypsin 0.25% (1X) with EDTA 4Na

liquid 100ml

Invitrogen - 1089202

Penisilin / Streptomisin

5ml, lyophilized

Biochrom AG - 0110M01345

Amfoterisin B

50 mg 1 flakon

Ambisome

Cell Counting Kit-8

3000 testlik

Sigma — BCBD0129

Microtest 96 Well Plate

Steril

Becton Dickinson — 2014-90

Tubes with round bottom, Polystyrol

Sml, 125 Pieces/sterile bag

BD Falcon

Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit I

40 Testlik

BD Pharmingen - 77077

CycleTEST PLUS DNA Reagent Kit

40 Testlik

Cycle TEST PLUS - 85098

Cell Strainer-System

35um cell strainer in Sml round
bottom Tubes, sterile

BD Biosciences

1000 pl “lik Filtreli Pipet ucu

Steril, DNase/RNase yok

Expell Plus

200 pl ‘lik Filtreli Pipet ucu Steril, DNase/RNase yok Expell Plus
100 pl ‘lik Filtreli Pipet ucu Steril, DNase/RNase yok Expell Plus
10 pl ‘lik Filtreli Pipet ucu Steril, DNase/RNase yok Expell Plus
Parafilm 4 1 x 125FT American National Can
Otoklav Bandi Beyaz ¢izgili SUSSEX
12ml’lik steril tiip Steril, non pyrogenic, DNase | Cell Star
RNase Free
Lateks Eldiven Pudrasiz Beybi
10ml’lik pipet Steril Santa Cruz - 110513070
Sml’lik pipet Steril Greiner bio-one — R49

25 cm”’lik Flask

Steril, Filtreli

Greiner bio-one - 05460140

75 cm”’lik Flask

Steril, Filtreli

Greiner bio-one - 06040142

50ml’lik Falkon

Sterilized by gamma irridiation
non pyrogenic

Santa Cruz

2ml’lik Cryovial

Steril, Non pyrogenic, DNase-
RNase Free

Cell Star

Tripan Blue % 0.4 Sigma — 82K2368

DMSO 10x10ml Multi dose container CryoSure-DMSO

L-Glutamin 100ml Fresenius Kabi

Taxotere 20mg, IV inflizyon ¢ozeltisi Sanofi Aventis- 338966
igeren flakon

Microtest 6 Well Plate Steril Becton Dickinson — 96180134

PBS( Phospate Buffered Saline) Tablet Sigma — 095K8210

L-Selenometiyonin 100 mg Sigma - A1810

Dipeptiven 100 ml, soliisyon Fresenius Kabi — 16DK0207
DMSO 10ml, Steril Cryosure — USP020910A2
Bakir siilfat(CuSO,) 25¢g Sigma - A736291651
Savlon 100 It Sigma

ES 7X 1 galon MP Biomedicals - 090559
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3.6.3. Uygulanan Yontemler
3.6.3.1 Hiicre Kiiltiiria
3.6.3.1.1 Hiicre Hatt1 Ozellikleri

Denemeler 2 adet yiizeye bagimli (monolayer hiicre kiiltiirii) prostat kanseri hiicre hatt1
kullanilarak gerceklestirildi.

PC-3 hiicre hatt1 insan prostat adenokarsinomu androjen bagimsiz kemik metastazi
hiicre hattidir. PC-3 diisiik testosterone-5-alpha reductase aktivitesine sahiptir ayrica PSA
ekspresyonu yoktur ve PSMA (Prostate-specific membrane antigen) negatiftir. PTEN ve p53
mutasyonu vardir.

DU-145 hiicre hatt1 ise prostat karsinomu epitelyal hiicre hattidir. Androjen bagimiz
beyin metastazindan koken almistir. PSA eksprese etmemektedir ve S-alpha reductase
aktivitesine sahip degildir, p5S3 mutasyonu vardir. Her iki hiicre hatti da ATCC’den satin

almdi'?”,

3.6.3.1.2 Hiicre Hatlarinda Kullanilan Soliisyonlar
Ortam ve icerigi

e Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture Ham’s F-12 (DMEM / F-12)
medyumu invitrogen’den satin alind1 ve +4 °C *de sakland.
e Fetal Bovine Serum-heat inactivated (fetal sigir serumu), L-glutamin (200mM-100X),

Penisilin/streptomisin, Amfoterisin B invitrogenden satin alind1 ve - 20 °C’de sakland:.
Diger Soliisyonlar
o Tripsin-EDTA % 0,25’lik (Tripsin-Etilen diamin tetraasetik asit) ve PBS (Fosfat

tamponlu tuz) invitrogenden alindi. DMSO (Dimetil siilfoksit) ve Trypan Blue ise

sigmadan temin edildi"'®”.
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3.6.3.1.3 Hiicrelerin Kiiltiirde idamesi

DU145 ve PC-3 hiicre hatlar1 % 5 oraninda FBS, % 1 L-glutamin iceren DMEM /F-12
(1:1) medyumunda kiiltiire edildi. Ayrica bakteri kontaminasyonunun onlenmesi amaciyla
100 TU/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisinden olusan antibiyotik soliisyonundan %1
oraninda; mantar kontaminasyonunun engellenmesi amaciyla ise amfoterisin B
soliisyonundan da %] oraninda kiiltir medyumuna ilave edildi. Hiicreler 75cm® kiiltiir
flasklarina ekildi. 37 °C’de 5 % CO, igeren inkiibatorde bekletilerek canliliklarinin devami
saglandi. Kiiltiir flasklarinda tiretilen her iki hiicre hatti da %80 yogunluga ulasana kadar iki
giinde bir beslendi. Bu yogunluga gelen flasklardaki hiicrelerin cogaltilmasi amaciyla

pasajlama islemi uygulandi'®”.

3.6.3.1.4 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Steril cam pastor pipetleri kullanarak ortam hiicrelerden uzaklastirildi. Kiiltiir yiizeyi
tripsin muamelesinin etkisini arttirmak i¢in Ca ve Mg icermeyen steril PBS ile bir kez
yikandi. PBS uzaklastirildiktan sonra 75¢m?” °lik flasklar i¢in Sml, 25 cm?” lik flasklar icin 3
ml Tripsin-EDTA soliisyonu hiicreleri yapistiklar1 flaskin yiizeyinden kaldirmak amaciyla
ilave edildi. Flasklar 37 °C’de % 5 CO, igeren inkiibatorde 1-2 dakika hiicreler yiizeyden
kalkana kadar bekletildi. Bu siire sonunda hiicrelerin tamamen flask yilizeyinden kalktigindan
emin olmak amaciyla inverted mikroskop altinda kontrol edildi. Hiicreler flask yiizeyinden
ayrildiginda tripsinin inhibisyonu amaciyla konulan tripsin hacminin en az 2 kat1 kadar ortam
flaska ilave edildi. Flask i¢indeki ortam, tripsin ve hiicre igeren siispansiyon aspire edilerek
falkon tiipe aktarildi. 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen iist faz (supernatant)
atild1. Falkon tiipiiniin dibinde gdzlenen hiicre peleti {izerine 10 ml kiiltiir ortamu ilave edildi
ve pipet ucuyla hiicreler siispanse edildi. Pasajlamanin 1:5 oraninda olmasi amaciyla her
flaska 2 ml siispanse haldeki kiiltiir ortamindan paylastirilarak {izerelerine gerekli miktarda

ortam eklendi. Cogalmasi i¢in 37 °C’de % 5 CO; iceren inkiibatore yerlestirildi(log).
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3.6.3.1.5 Hiicrelerin Dondurulmasi
Hiicreler Tripsin-EDTA araciligiyla flask ylizeyinden kaldirildiktan sonra hiicre
stispansiyonu 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijj sonrasi elde edilen pellet
iizerine dondurma medyumu konularak resiispanse edildi ve 2ml’lik cryoviallere dagitildi.
Hiicrelerin dondurma medyumu igerisinde kademeli olarak dondurulmasi amaciyla 6nce -20
°C de 2 saat, -80 °C’de 1 giin bekletildikten sonra -196 °C’deki s1vi nitrojene alindi. Her iki
hiicre hatt1 i¢ginde dondurma medyumu olarak % 5 DMSO iceren complete medyum

kullanildi. Cryovialler iizerine tarih, hiicre hatt1 ismi, pasaj no, ¢alisan kisi adi kodland1"®.

3.6.3.1.6 Hiicrelerin Coziilmesi
Hazirlanan ortam 37 °C’de su banyosu ya da pastor firminda inkiibe edildi. Kabinette
steril ortamda flasklar {izerine tarih, pasaj no, hiicre hatt1 ismi, kisi ad1 kodland1 ve flask i¢ine
inkiibe edilmis kiiltiir ortamindan gerekli miktarda konuldu. Hiicre sivi nitrojen tankindan
c¢ikarilarak hizli bir bicimde 37 °C’ ye getirilmis olan su banyosunda ¢oziildii. Cryovial steril
edildikten sonra kabinete alind1 ve i¢indeki hiicre siispansiyonu c¢ekilerek hazirlanmis olan
flask i¢ine ilave edildi. Flask 37 °C’de % 5 CO; igeren inkiibatore yerlestirilerek idamesi

sagland1'*”.

3.6.3.1.7 Hiicrelerin Sayilmasi

Thoma lami distile su, alkol ve tekrar distile su siralamasiyla temizlendi. Mikroskop
altina konulan thoma laminin iizeri hafifce 1slatilarak lamele yapistirildi. Santrifiij sonrasi1 elde
edilmis olan pellet iizerine hiicre sayisina bagli olarak ortam (2, 5, 10ml) ile resiispanse edildi.
1:1 oraninda tripan mavisi ile hiicre siispansiyonu steril eppendorf i¢inde birlestirildi
(50ul:50ul). Thoma laminin her iki tarafindaki lam ve lamelin birlestigi ortadaki kapiller
bosluklara 10’ar pl tripan mavisi ile boyanmis hiicre siispansiyonu verildi. 16 biiylik kareyi
barmdiran thoma laminmn yilizeyinde tiim hiicreler sayildi (10x’lik biiylitmede). Sayilma
esnasinda iist ve sol dahil sag ve alt cizgi hari¢ olarak sayildi. Thoma laminin her iki
tarafindaki karelerde sayilan hiicrelerin sayisinin ortalamasi alindi. Sayilan ortalama hiicre

sayis1 x Diliisyon faktorii x 10* formiilii ile 1mI’deki hiicre sayist bulundu®.
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3.6.3.2 Hiicre Canhlik Testi
3.6.3.2.1 Yontemin Prensibi

Bu c¢aligmada hiicre canlilik testi olarak Dojindo Laboratories (Gaithersburg, MD,
USA) firmasimdan temin edilen CCK-8 (Cell Counting Kit-8) kullanildi. Hiicre canlilik testi
hiicrelerin, dosetaksel, selenyum ve glutamin ile muamelesinin takibinde gelisen sitotoksik
cevabinin saptanmasi amactyla yapildi.

WST’ler (Suda ¢oziinebilen tetrazolium tuzlar1) suda c¢oziinebilen formazanlari
olusturmaktadir. WST-8 oldukg¢a stabil bir WST’dir ve CCK-8 testinde kullanilmaktadir.
Elektron tastyicisi oldukea stabil olan 1-Methoxy PMS “dir"'?. Tetrazolium tuzu yani WST-
8, 1-Methoxy PMS ‘nin indirgenmis formuyla beraber reaksiyona girerek indirgenir. Bu
tastyici hiicre membraninda bulunmaktadir ve NADH (nicotineamido adenine dinucleotide
reduced form) ya da NADPH (nicotineamido adenine dinucleotide phosphate reduced form)
ile dogrudan reaksiyona girer. NADH ve NADPH laktat dehidrogenaz ve laktik asit gibi
dehidrogenaz enzimleri ve substratlarinin reaksiyonlar1 ile NAD+ ve NADP+’den olusur. Bu
nedenle tetrazolium tuzu dehidrogenazin aktivesinin ya da substratinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Canli hiicrelerde bulunan dehidrogenazlar tarafindan WST-8’in indirgenip
olusturdugu formazan iirlinii soliisyona 460 nm’de pik absorbans veren giiclii bir renk
olusturur ve bu rengin yogunlugu mikroplate okuyucuda Ol¢iiliir. WST-8’in hiicre
sitotoksisitesi 6l¢timiindeki hassasiyeti, diger tetrazolyum tuzlari olan MTT, XTT, MTS veya
WST-1"den ¢ok daha yiiksektir'".

I | o~ ’F';‘ ) 02N N &

NN f’l g I /] v, |
W oS —_— NN
\/,t ( 5 Na* — = Loy
v.\ J~oCH: =
o = | L;i\q):n)
= WST-8 = WST-8 Formazan
" ocH; ocny (Amax 460 nm)

1-metoksi PMS

Hucre ici
dehidrogenaziar
NAD, NADP
Canli Hiicre

(111)

Sekil 3.1. WST-8 * in formazana indirgenme mekanizmasi
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3.6.3.2.2 Dosetaksel, Selenyum ve Glutamin’in Hazirlanmasi

e Dosetaksel ( MW: 808gr ) ilag ¢Ozeltisinin konsantrasyonu 10 mg/ml yani 10.000
uM’dir. Bu stok soliisyondan seri diliisyonlar ile 1000 uM, 100 puM, 10uM ve 1puM
olmak tizere 4 farkli ara stok soliisyonlar1 hazirlandi. 1uM’lik ara stoktan 750nM,
500nM, 250nM, 100nM, 10nM ve InM’lik soliisyonlar hazirlandi. 100 pM’lik ara
stoktan ise 20 uM, 30 uM, 40 uM ve 50 uM’lik diger soliisyonlar hazirlandi.

e [-Selenometiyonin ( MW: 196.1gr ) hassas terazide 10 mg tartild1 ve iizerine 12,5 ml
apirojenik distile su eklendi. Laminer flow kabin igerisinde filtreden gecirilerek sterilitesi
saglandi. Hazirlanan bu 4000 puM’ lik stok soliisyondan 1000 pM’ Iik ara stok
olusturuldu. 1000 uM’ lik ara stok soliisyonundan 10 uM, 50 uM, 100 uM, 250 uM, 500
puM ve 750 uM’lik soliisyonlar olusturuldu.

e Kullandigimiz glutamin ( MW: 146gr ) (Dipeptiven) ¢ozeltisinin konsantrasyonu 100.000
uM’dir. Bu stok soliisyondan seri diliisyonlar ile 10 uM’lik ara stok soliisyonu hazirlandi.
10 uM’lik ara stok soliisyonundan 2 uM, 5 uM, 7 uM ve 10 puM’lik soliisyonlar
olusturuldu.

e Ana ve ara stok soliisyonlar, her bir deneyden hemen 6nce taze olarak hazirlandu.

3.6.3.2.3 Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Deney Prosediirii

Oncelikle hiicreler sitotoksisite testine tabi tutulmadan once farkli sayilardaki
hiicrelerin absorbans degerleri elde edilerek hiicre-absorbans egrileri olusturulmustur. Bunun
nedeni her hiicre tipi i¢in uygun hiicre sayisi ve renklenme zamaninin belirlenmesidir.

Sitotoksisite testi i¢in ise; PC-3 ve DU-145 hiicreleri adheren (yiizeye yapisan)
hiicreler olduklarindan dolay1 tripsinizasyonla kiiltiir flaskindan kaldirildi.  Hiicre
slispansiyonu tripan mavisi sayim yontemi ile thoma laminda sayilarak 96 well-plate’in her
kuyucuguna 200ul’de 10.000’er hiicre gelecek sekilde verildi. Sonra hiicrelerin yapismasi i¢in
37 °C’de % 5 CO; igeren inkiibatdrde 72 saat On inkiibasyona birakild1.

96 well-plate’lerin kuyucuklarindan mediumlar ¢ekilerek, yerine yukarida belirtilen
dosetaksel, selenyum ve glutamin i¢in hazirlanmis olan farkli konsantrasyonlardaki
soliisyonlardan her doz i¢in 200 pl hacimde olacak sekilde ilgili kuyucuga konuldu. Her grup
icin 8 kuyucuk olacak sekilde gruplar hazirlandi. Ayrica ilag uygulanmadan sadece hiicre ve

mediumdan olusan kontrol grubuda olusturuldu'?.
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Hiicre canlilik testi i¢cin PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarina, 96 kuyucuklu steril hiicre
kaplarinda Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’de belirtildigi gibi ila¢ uyguland1.

Tablo 3.3. Sitotoksisite deneyi i¢cin PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarina verilen dosetakselin 96
kuyucuklu kiiltiir kabindaki doz dagilimi

10nM | 100nM | 250nM | 500nM | 750nM | 1uM | 10uM | 20uM | 30uM | 40uM | 50uM
A | Kontrol | Doc. Doc. Doc. Doc. Doc. Doc. | Doc. Doc. Doc. Doc. Doc.
10nM | 100nM | 250nM | 500nM | 750nM | 1uM | 10uM | 20uM | 30uM | 40uM | 50uM
B | Kontrol | Doc. Doc. Doc. Doc. Doc. Doc. | Doc. Doc. Doc. Doc. Doc.
10nM | 100nM | 250nM | 500nM | 750nM | 1uM | 10uM | 20uM | 30uM | 40uM | 50uM
C | Kontrol | Doc. Doc. Doc. Doc. Doc. Doc. | Doc. Doc. Doc. Doc. Doc.
10nM | 100nM | 250nM | 500nM | 750nM | 1uM | 10uM | 20uM | 30uM | 40uM | 50uM
D | Kontrol | Doc. Doc. Doc. Doc. Doc. Doc. | Doc. Doc. Doc. Doc. Doc.
10nM | 100nM | 250nM | 500nM | 750nM | 1uM | 10uM | 20uM | 30uM | 40uM | S50uM
E | Kontrol | Doc. Doc. Doc. Doc. Doc. Doc. | Doc. Doc. Doc. Doc. Doc.
10nM | 100nM | 250nM | 500nM | 750nM | 1uM | 10uM | 20uM | 30uM | 40uM | S50uM
F | Kontrol | Doc. Doc. Doc. Doc. Doc. Doc. | Doc. Doc. Doc. Doc. Doc.
10nM | 100nM | 250nM | 500nM | 750nM | 1uM | 10uM | 20uM | 30uM | 40uM | S50uM
G | Kontrol | Doc. Doc. Doc. Doc. Doc. Doc. | Doc. Doc. Doc. Doc. Doc.
10nM | 100nM | 250nM | 500nM | 750nM | 1uM | 10uM | 20uM | 30uM | 40uM | S50uM
H | Kontrol | Doc. Doc. Doc. Doc. Doc. Doc. | Doc. Doc. Doc. Doc. Doc.

Tablo 3.4. Sitotoksisite deneyi icin PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarma verilen selenyum ve
glutamin’in 96 kuyucuklu kiiltiir kabindaki doz dagilimi

I A N EE

10uM | 50uM | 100pM | 250uM | 500uM | 750uM 2uM | 5uM | 7uM | 10pM
A | Kontrol Se Se Se Se Se Se Gln Gln Gln Gln
10uM | 50uM | 100pM | 250uM | 500uM | 750uM 2uM | 5uM | 7uM | 10pM
B | Kontrol Se Se Se Se Se Se Gln Gln Gln Gln
10uM | 50uM | 100pM | 250uM | 500uM | 750uM 2uM | 5uM | 7uM | 10pM
C | Kontrol Se Se Se Se Se Se Gln Gln Gln Gln
10pM | 50uM | 100pM | 250puM | 500puM | 750uM 2uM | 5uM | 7uM | 10pM
D | Kontrol Se Se Se Se Se Se Gln Gln Gln Gln
10pM | 50uM | 100pM | 250puM | 500puM | 750uM 2uM | 5uM | 7uM | 10pM
E | Kontrol Se Se Se Se Se Se Gln Gln Gln Gln
10pM | 50uM | 100pM | 250puM | 500puM | 750uM 2uM | 5uM | 7uM | 10pM
F | Kontrol Se Se Se Se Se Se Gln Gln Gln Gln
10pM | 50uM | 100pM | 250puM | 500puM | 750uM 2uM | 5uM | 7uM | 10pM
G | Kontrol Se Se Se Se Se Se Gln Gln Gln Gln
10uM | 50uM | 100puM | 250pM | 500uM | 750uM 2uM | 5uM | 7uM | 10puM
H | Kontrol Se Se Se Se Se Se GIn GIn GIn GIn
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Dosetaksel, selenyum ve glutamin ile muamele edilen hiicreler 24 ve 48 saat boyunca
37 °C’de % 5 CO; igeren inkiibatorde bekletildi. 24 ve 48 saatlik ilaca maruziyet sonucunda
ila¢ kalintilarmin CCK-8 ile girisim olasiligini ortadan kaldirmak i¢in 2 kere PBS ile yikand1.
Son olarak 100 pl PBS her kuyuya verildi ve 10 ul CCK-8 verildikten sonra 3 saat 37 °C’de
% 5 CO; iceren inkiibatorde inkiibe edildi. 450nm (Referans dalga boyu-650nm) dalga
boyunda canli hiicrelerin iiriinii olan formazanin olusturdugu absorbans 6lgiimleri mikroplate
okuyucudan alindi. Elde edilen absorbans degerleride kontrol grubu ile kiyaslanarak canlh
hiicre orani belirlendi. Hiicre canlilik testi her ila¢ grubu i¢in 8 kuyucukta ve birbirinden

bagimsiz deneyler olarak ise ii¢ farkli zamanda tekrarlandi''?.

3.6.3.3 Akim Sitometri Analizleri
3.6.3.3.1 Apoptoz Analizi (Annexin V yontemi)
3.6.3.3.1.1 Yontemin Prensibi

Bu calismada apoptoz analizi BD Pharmingen firmasindan temin edilen AnnexinV-
FITC Apoptosis Detection Kit 1 ile gerceklestirildi. Normal hiicrelerde hiicre zarinin
sitoplazmik yliziinde membran lipidlerinden biri olan fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Eger
hiicre apoptoza giderse normalde i¢ yiizde yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarinin dis
yliziine transloke olurlar. Bu yer degistirme hiicre membran biitiinliiglinlin bozulmadigi,
apoptotik hiicre Oliimiiniin erken donemlerinde meydana gelir. Anneksin-V, hiicrenin dis
yiizeyine transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu icin, floresan bir
madde (6rn. FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilir. FITC-Anneksin-V
komplesinin hiicre ylizeyindeki fosfatidilserine baglanma orani flow sitometri ile Olgiildii.
Nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi1 goriilebildigi i¢in ikinci boya
olarak Propidyum iyodiir (PI) eklendi. Annexin V-FITC (green fluorescence) ve non-vital
boya olan propidium iodide (red fluorescence) ile boyanma farkliligma goére hiicreler

asagidaki gibi birbirinden ayrimlandi''?;

e (Canli hiicreler (FITC-PI-),

o Erken apoptotik hiicreler (FITC+PI-) ve
e Geg apoptotik (FITC+PI+)

e Nekrotik hiicrelerin (FITC+PI+)
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3.6.3.3.1.2 Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Deney Prosediirii

PC-3 ve DU-145 tripsinizasyonla kiiltiir flaskindan kaldirildi. Hiicre siispansiyonu
tripan blue sayim yontemi ile thoma laminda sayilarak 6’11 well-plate‘lerin her kuyucuguna
50.000 hiicre verildi ve total hacim 3,2 ml’ye tamamlandi. 72 saatlik 6n inkiibasyondan sonra
hiicre canlilik testinde dosetaksel, selenyum ve glutamin igin belirlenen ICsy dozlar
kuyucuklara verildi. 24 saat inkiibe edildi. 24 saatlik ilaca maruziyet sonrasinda 6’1 well-
plate’lerdeki ortamlar ¢ekilip 17x100 mm’lik tiiplere aktarildi. Kuyucuklara 500 pl tripsin
eklenip hiicreler kaldirildi. 1ml ortamla tripsin inaktivasyonu yapild1 ve cekilip 17x100
mm’lik tiiplere ilave edildi. 1500 rpm’de 5 dk santrifiij yapild1 ve supernatant uzaklastirildi.
Her tiipe 400’er ul binding buffer eklendi ve resilispanse edildi. Tiiplere 6nce S5’er pl
AnnexinV daha sonra 5’er ul PI eklendi. Tiipler karanlik ortamda 20 dakika inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrast tiiplere 400’er pl binding buffer eklendi ve cihaza verildi. Erken
apoptoz, Geg apoptoz, nekroz ve canli hiicre oranlar1 ¢ift lazerli akim sitometrisinde
degerlendirildi. Apoptoz analizi i¢in PC-3 ve DU-145 hiicrelerine, 6 kuyucuklu steril hiicre

kaplarinda Tablo 3.5. ‘de belirtilen dagilimda ilag¢ uygulandi''?.

3.6.3.3.2 Hiicre Dongiisii Analizi
3.6.3.3.2.1 Yontemin Prensibi
Bu c¢alismada hiicre dongiisii analizi BD Pharmingen firmasindan temin edilen Cycle
Test Plus DNA Reagent Kit ile gergeklestirildi. Hiicrelerin hiicre dongiisiiniin hangi
asamasinda oldugunun belirlenmesi i¢in yapilan islemdir. Propidium iodide boyasimin
hiicrelerin DNA’sina baglanip 1s1ma vermesi temeline dayanir. Baglanan boya miktar1 her bir

hiicredeki total DNA miktari ile orantihdir' %,

3.6.3.3.2.2 Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Deney Prosediirii

PC-3 ve DU-145 tripsinizasyonla kiiltiir flaskindan kaldirildi. Hiicre siispansiyonu
tripan blue sayim yontemi ile Thoma laminda sayilarak 6’11 well-plate‘lerin herkuyucuguna
50.000 hiicre verildi ve total hacim 3,2 ml’ye tamamlandi. 72 saatlik 6n inkiibasyondan sonra
hiicre canlilik testinde dosetaksel, selenyum ve glutamin i¢in belirlenen ICsy dozlar
kuyucuklara verildi ve 24 saat inkiibe edildi. 24 saatlik ilaca maruziyet sonrasinda 6’1 well-

plate’lerdeki ortamlar g¢ekilip 17x100 mm’lik tiiplere aktarildi. Kuyucuklara 500 pl tripsin
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eklenip hiicreler kaldirildi. Iml ortamla tripsin inaktivasyonu yapildi ve ¢ekilip 17x100
mm’lik tliplere ilave edildi. 1500 rpm’de 5 dk santrifiij yapild1 ve supernatant uzaklastirildi
Pellet tizerine 1 ml tampon soliisyonu (Dimetilsiilfoksit igeren siikroz-sitrat tamponu) eklendi
ve hiicreler resiispanse edildi (yikama islemi). 1500 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi ve
supernatant uzaklastirildi. Yikama islemi ii¢ kez tekrarlandiktan sonra boyama islemine
gecildi ve bu asamadan sonraki igslemler buz iizerinde gergeklestirildi. Yikama islemlerinin
ardindan tampon soliisyonu uzaklastirildiktan sonra pellet iizerine 250 pl soliisyon A ( Tripsin
iceren sitrat tamponu ) her tiipe eklendi ve el ile hafifce calkalandi. Oda sicakliginda 10
dakika inkiibe edildikten sonra soliisyon A uzaklastirilmadan 200 pl soliisyon B (Tripsin
inhibitorii ve RNAz igeren sitrat tamponu) tiipelere eklendi ve el ile hafif¢e ¢alkalandi. Oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. +4 °C ‘de muhafaza edilmis olan soliisyon C (propidium
iyodiir boyama soliisyonu ) her tiipe 200’er pl olacak sekilde eklendi. Buz iizerinde 10 dakika
karanlik ortamda inkiibe edildi. Soliisyon C eklendikten sonra 3 saat igerisinde drnekler ¢ift
lazerli akim sitometri cihazinda analiz edildi. GO/G1, sentez fazi ve G2+Mitoz fazma ait
hiicreler ModFitL T3.2 programi kullanilarak yiizde (%) olarak degerlendirildi. Hiicre dongiisii
analizi i¢in PC-3 ve DU-145 hiicrelerine, 6 kuyucuklu steril hiicre kaplarinda Tablo 3.5’de

belirtilen dagilimda ila¢ uygulandi"'?.

Tablo 3.5. Apoptoz ve hiicre dongiisii analizi i¢in PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarina verilen
dosetaksel, selenyum ve glutamin’in 6 kuyucuklu kiiltiir kabindaki doz dagilimi

I P P O I R

Dosetaksel

Apoptoz Dosetaksel | Dosetaksel | Selenyum I(i”
Analizi | A | Kontrol | Dosetaksel | Selenyum | Glutamin 1Cs 1Csg ICs Selenyum
1C5 1C5 1Cs + + + ICso
Selenyum | Glutamin | Glutamin Glut:min

1Cs 1Cs 1Cs ICs
Dosetaksel | Dosetaksel | Selenyum | Dosetaksel

Apoptoz IC50 IC50 IC5O IC_:O
Analizi | B | Kontrol | Dosetaksel | Selenyum | Glutamin + + + Selenyum
1Cs 1Cs 1Cs5 Selenyum | Glutamin | Glutamin 1Cso

+

1Cso 1Cso 1Cs Glutamin

1Cso
Dosetaksel

Hiicre Dosetaksel | Dosetaksel | Selenyum IC+5°
DﬁngﬁSﬁ ICs ICs ICs Selenyum
Analizi | C | Kontrol | Dosetaksel | Selenyum | Glutamin + + + ICso
1Cs 1Cs 1Cs Selenyum Glutamin | Glutamin al t* .

ICs ICso ICsp o
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi
Arastirmanin hedefleri:
e Dosetaksel, selenyum ve glutamin’in prostat kanseri hiicre hatlar1 tizerinde optimal

uygulama siiresinin ve ICso dozlarinin CCK-8 yontemi ile belirlenmesi.

e Belirlenen etkin dozlarin uygulanmasi ile apoptoz ve hiicre dongiisii deneyleri
gerceklestirilerek dosetaksel, selenyum ve glutamin’in ICsy dozlarinin ve bu etken

maddelerin farkli kombinasyonlarinin kemoprevantif etkinliklerinin degerlendirilmesi.

Arastirma takvimi:

AYLAR (MART 2011 - MAYIS 2012)
YAPILACAK i$ 6 7 S 9 10 11

1.Malzemelerin satin
alinmasi

2.Hiicre kiiltiirlerinin
olusturulmasi

3.in vitro deney
gruplarinin
olusturulmasi

4.Kemoprevantif
ajanlarin verilmesi

5.Hiicre canlilik ve
Olim
degerlendirilmesi

6.Apoptosis Tayini
7.Hiicre Dongiisii
Analizi

8.Verilerin
istatistiksel
Degerlendirilmesi

9.Literatiirlerin
gbzden
gecirilmesi

10. Makale yazimi
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Deneyin her bir asamas: tetraplike olarak calisildi. Istatistiksel analizler i¢in Sigma Stat
version 3,5 programi kullanildi. Hiicre canlilik analizlerinde elde edilen veriler tanimlayici
istatistik analizi ile standart deviasyonu hesaplanarak degerlendirildi. Hiicre canlilik testi
tetraplike olarak c¢aligildi. Akim sitometrik analiz sonug¢larinda gruplarin karsilagtirilmasinda
Tek Yonlii ANOVA analizi kullanildi. Anlamli sonuglar Holm-sidak testi ile degerlendirildi.
P < 0,05 anlamli kabul edildi. Akim sitometrik analizler tetraplike olarak c¢alisild.

3.9. Arastirmanin Simirhhiklar

Normal Prostat epiteli hiicre hatt1 maliyeti yiiksek oldugundan dolay:1 arastirmaya
almmamustir. Arastirma steril kosullarda gergeklestirilmistir. Bu kosullarin bozulmasi halinde
gruplar ¢alisma dis1 birakilip deney kosullar1 yeniden diizenlenip steril kosullarda calisma

devamliliginin saglanmasi planlanmistir. Boyle bir durum ile kargilagilmamustir.

3.10. Etik Kurul Onay1
Calisma 25.02.2011 tarihinde 82-GOA protokol numarast ve 2011/05-03 Karar
Numarasi ile Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastrrmalar Etik Kurulu

tarafindan goriisiilmiis ve onay1 alinmustir.

42



4. BULGULAR

4.1. Hiicre Sitotoksisite Testi Bulgulan

PC-3 ve DU-145 hiicre hatlar1 lizerinde sitotoksisite testi gergeklestirilmeden dnce farkli
sayilardaki hiicrelerin absorbans degerleri elde edilip Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.’de belirtildigi
gibi hiicre-absorbans egrileri olusturuldu. Hiicre sayisina karsilik gelen absorbans degerleri ile
olusturulan egriler dogrultusunda 6l¢iime uygun absorbans araligi veren hiicre sayis1 PC-3

hiicre hattinda 15.000, DU-145 hiicre hattinda ise 10.000 olarak belirlendi.

PC-3 Hiicre Hatt1 Hiicre-Absorbans Egrisi PC-3
0,60 /
0,50
’ /
E 040 =
c y
=] /
s -~
@ 0,30
g //
2 0,20
[=]
2 /
< 0,10 //
0,00
0 5.000 10.000 15.000 20.000 25.000
Hiicre Sayis1
Sekil 4.1. PC-3 hiicre hatt1 hiicre-absorbans egrisi
DU-145 Hiicre Hatti1 Hiicre-Absorbans Egrisi DU-145
3,00 ]
2,50 /
£ 2,00 ~
g /
<
® 1,50 -~
2
©
£ 1,00
[=]
c
0,50 /'
0,00 ©~ |
0 5.000 10.000 15.000 20.000 25.000
Hiicre Sayis1

Sekil 4.2. DU-145 hiicre hatt1 hiicre-absorbans egrisi
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Akim sitometrik analizlerde kullanilmak tizere ICsy dozlarinin (yar1 maximal inhibitor
konsantrasyon) belirlenmesi amaciyla PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarinda sitotoksisite
analizleri gerceklestirildi.

Hicreler 0,01uM, 0,1uM, 0,25uM, 0,50uM, 0,75uM, 1uM, 10uM, 20uM, 30uM,
40uM, 50uM olmak iizere 11 farkli konsantrasyonda dosetaksel ile 24 ve 48 saat siiresince
muamele edildi. Her doz grubu 8’er kuyucuktan olusturuldu. Gruplarin kendi i¢indeki standart
sapmalarinin sonuglar1 Tablo 3.6’da verildi. Dosetaksel uygulanan gruplarin hiicre canlilik
oranlar1 dosetaksel uygulanmayan kontrol grubu ile karsilastirilarak yiizde olarak

degerlendirildi.

Tablo 3.6. PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarina dosetaksel uygulamasi sonucu gruplarda olusan
standart deviasyon (SD) degerleri

PC-3 hiicre hatt1 SD degerleri DU-145 hiicre hatti SD degerleri

24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
Kontrol 0,0302 0,0251 0,111 0,0201
Doc.- 0,01pM 0,0443 0,0796 0,0990 0,204
Doc.- 0, 1uM 0,0210 0,0574 0,186 0,138
Doc.- 0,25pM 0,0265 0,0368 0,171 0,177
Doc.- 0,50pM 0,0233 0,0286 0,398 0,218
Doc.- 0,75pM 0,0316 0,0392 0,219 0,205
Doc.- 1pM 0,0640 0,0296 0,0483 0,0495
Doc.- 10pM 0,0663 0,0321 0,0557 0,0404
Doc.- 20pM 0,0211 0,00270 0,0577 0,0362
Doc.- 30pM 0,00798 0,00164 0,0162 0,00219
Doc.- 40pM 0,0000837 0,00261 0,0101 0,00217
Doc.- 50pM 0,00192 0,00207 0,00164 0,00239

Dosetakselin her iki hiicre hattinin canlilig1 izerinde 24 saatlik dlgtimlerde 0,01uM ile
IuM doz araliginda herhangi bir etkiye sahip olmadigi, ancak 48 saatlik Slglimlerde ise
0,01uM ile 1uM doz araligmin hiicre canlilif1 iizerinde %45 “ e kadar inhibe edici 6zellige
sahip oldugu saptandi. Hiicrelere 24 saatlik dosetaksel uygulamasi sonucunda her iki hiicre
hattinda 10 uM ve 20uM dozlarn sirastyla %25 ve %75 oraninda; 30uM ve 50uM arasindaki
doz aralignda ise %90’ndan fazla oranda hiicre canliligini inhibe edici 6zellik gostererek
toksik bir etkiye sahip oldugu belirlendi. Hiicrelere 48 saatlik dosetaksel uygulamasi
sonucunda her iki hiicre hattinda da 10 uM’lik dozun %55 oraninda inhibe edici 6zellige
sahip oldugu tespit edildi. 20uM ve 50uM’lik doz araliklarindaki dosetaksel uygulamasinin
ise ortalama %90 gibi yiiksek bir oranda canlilig1 baskilayarak toksik bir etkiye sahip oldugu
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saptand1. PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarina 24 ve 48 saatlik dosetaksel uygulamasi sonucunda
hiicrelerin proliferasyonunun %50’sinin baskilandig1 ICsy dozlar belirlendi. PC-3 ve DU-145
hiicre hatlarinda dosetaksel uygulamasi sonucunda belirlenen ICsy dozlar 24 saatlik
Olgtimlerde sirasiyla 16uM ve 14 uM, 48 saatlik Olgiimlerde ise 13 uM ve 10 uM olarak

belirlendi.

PC-3 ve DU-145 Hiicre Hatti Doz-Absorbans Egrisi-24 saat
100
90 -
g%
= 60 \\
£ 50 ——PC-3
C 40 \
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N NN N N N N\ N N NN
0\6\}} Qr‘\}} Q‘o,\?' Q\Q Q,\\@Q’ Y ,\9\?' ,19\}' %QQ' b‘QQ' %QQ'
Dosetaksel

Sekil 4.3. PC-3 ve DU-145 hiicre hatlaria 24 saat dosetaksel uygulanmasi sonucu olusan doz
- absorbans egrisi

PC-3 ve DU-145 Hiicre Hatti Doz-Absorbans Egrisi-48 saat
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< 80
< 70 4\
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S O & S S & & S >
Q‘Q\Q Qr‘\,\)' Q‘o,\? Q‘Q‘ Q,‘\o)\?' N ,@\} ,\9\} ,))QQ' b‘QQ' %QQ'
Dosetaksel

Sekil 4.4. PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarina 48 saat dosetaksel uygulanmasi sonucu olusan doz
- absorbans egrisi
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L-selenometiyonin ile her iki hiicre hattt 10uM, 50 pM, 100uM, 250uM, 500uM,
750uM olmak {tizere artan dozlarda 24 ve 48 saat sliresince muamele edildi. Her doz grubu
8’er kuyucuktan olusturuldu. Gruplarin kendi i¢indeki standart sapmalarinin sonuglar1 Tablo
3.7°de wverildi. L-selenometiyonin uygulanan gruplarin hiicre canlilik oranlar1 L-
selenometiyonin uygulanmayan kontrol grubu ile karsilagtirilarak yiizde olarak

degerlendirildi.

Tablo 3.7. PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarina L-Selenometiyonin uygulamasi sonucu gruplarda
olusan standart deviasyon (SD) degerleri

PC-3 hiicre hatt1 SD degerleri DU-14S hiicre hatt1 SD degerleri
24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
Kontrol 0,0229 0,0553 0,176 0,203
Se - 10pM 0,0182 0,0287 0,144 0,365
Se - 50uM 0,0270 0,0451 0,218 0,226
Se - 100pM 0,0238 0,0291 0,166 0,145
Se - 250uM 0,0835 0,0277 0,05 0,05
Se - 500pM 0,0146 0,0242 0,0999 0,06
Se - 750uM 0,00916 0,0254 0,0158 0,0414

Hiicrelere L-selenometiyonin uygulamasmin her iki hiicre hattiin canlilig1 iizerinde
24 saatlik olgiimlerde 10uM ve 250uM doz araliginda, 48 saatlik dlgiimlerde ise 10uM ve
100uM doz araliginda herhangi bir inhibe edici 6zellik gostermedigi saptandi. Her iki hiicre
hattinda 24 saatlik L-selenometiyonin uygulamasi sonucunda 500uM ve 750uM’lik dozlarda
sirastyla ortalama %40 ve %75 oraninda inhibe edici 6zellige sahip oldugu belirlendi. 48
saatlik L-selenometiyonin uygulamasi sonucunda ise 250uM, 500uM ve 750uM’lik dozlarda
strastyla ortalama %25, %60 ve %90 oraninda inhibe edici 6zellige sahip oldugu belirlendi.
L-selenometiyonin uygulamast sonucunda hiicrelerin  proliferasyonunun %350 sinin
baskilandig1 IC50 dozlar belirlendi. PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarinda L-selenometiyonin
uygulamasi sonucunda belirlenen IC50 dozlar 24 saatlik ol¢limlerde sirasiyla 550uM ve

670uM, 48 saatlik dlgiimlerde ise 395uM ve 360uM olarak belirlendi.
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PC-3 ve DU-145 Hiicre Hatti Doz-Absorbans Egrisi-24 saat
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L-Selenometiyonin

Sekil 4.5. PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarina 24 saat L-Selenometiyonin uygulanmasi sonucu
olusan doz - absorbans egrisi

PC-3 ve DU-145 Hiicre Hatti Doz-Absorbans Egrisi-48 saat
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80 \\
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\ DU-145
40
20 \7
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Hiicre Canlilig1 (%)

Sekil 4.6. PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarina 48 saat L-Selenometiyonin uygulanmasi sonucu
olusan doz - absorbans egrisi

Hiicreler 2uM, 5uM, 7uM, 10uM olmak iizere 4 farkli konsantrasyonda glutamin ile
muamele edildi. Her doz grubu 8’er kuyucuktan olusturuldu. Gruplarin kendi igindeki standart

sapmalarmin sonuglar1 Tablo 3.8’de verildi.
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Tablo 3.8. PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarina Glutamin uygulamasi sonucu gruplarda olusan
standart deviasyon (SD) degerleri

PC-3 hiicre hatt1 SD degerleri DU-14S hiicre hatt1 SD degerleri
24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
Kontrol 0,0302 0,0870 0,0317 0,0628
GIn - 2pM 0,0334 0,0701 0,0170 0,0632
GIn - 5pM 0,0350 0,0304 0,0274 0,0981
Gln - 7uM 0,0229 0,0404 0,0121 0,0566
GIn - 10pM 0,0255 0,0699 0,0132 0,0518

Glutaminin 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda her iki hiicre hattinda da hiicre canlilig1
ve proliferasyonu iizerinde herhangi bir engelleyici ya da arttirict bir etkisinin olmadig:

belirlendi.

PC-3 ve DU-145 Hiicre Hatti Doz-Absorbans Egrisi-24 saat
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Sekil 4.7. PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarina 24 saat glutamin uygulanmasi sonucu olusan doz
absorbans egrisi

PC-3 ve DU-145 Hiicre Hatti Doz-Absorbans Egrisi-48 saat
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Sekil 4.8. PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarina 48 saat glutamin uygulanmasi sonucu olusan doz
absorbans egrisi
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4.2. Apoptoz Analizi Bulgulan

e Dosetakselin her iki hiicre hattin da literatiirle uyumlu olarak canli hiicre oranini
azaltip apoptotik hiicre oranini anlamli 6lgiide arttirdigi belirlendi (p<0.05).

e PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarinda yalniz baglarma ve kombine kullanimlarinda
glutamin ve selenyum gruplarmin kontrol ile kiyaslandiginda bu hiicre hatlarmin
proliferasyonunu indiiklemedigi ve ge¢ apoptotik hiicre oranmni anlamli Olgiide
arttirdig1 saptandi (p<0.05).

e PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarinda dosetaksel rejimine selenyum eklenmesinin
dosetakselin bu kanser hiicresinin canliligini inhibe etme etkisini degistirmedigi ancak
PC-3 hiicre hattinda nekrotik hiicre oranin1 anlamli sekilde arttirdigi gézlendi(p<0.05).

e Her iki hiicre hattinda da dosetaksel rejimine glutamin eklendiginde ise dosetakselin
hiicre canlilig1 ve hiicre 6liimiine olan etkisini degistirmedigi saptandi.

e Dosetaksel, selenyum ve glutamin iiclii kombinasyonun kullaniminda ise yalnizca
dosetaksel grubuyla kiyaslandiginda nekrotik hiicre 6liim oraninin anlamli olarak

azaldig1 (p<0.05) ve canli hiicre oraninin degismedigi her iki hiicre hattinda da

belirlendi.
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Sekil 4.9. PC-3 hiicre hattinin akim sitometrik Annexin V-PI apoptoz analizi sonuglarinin dot plot

goriintiileri
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Sekil 4.10. PC-3 hiicre hatti apoptoz analizi sonuglari. Dosetaksel, selenyum ve glutamin

kombinasyonu ile diger gruplar sirasi ile canli hiicre orani (¢), toplam (erken+geg) apoptoz oram (*) ve

nekrotik hiicre orani agisindan (#) karsilastirildi (one-way ANOVA, Holm-Sidak testi; ¢p<0,05, *p<0,05,

#p<0,05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi).
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Sekil 4.11. DU-145 hiicre hattimin akim sitometrik Annexin V-PI apoptoz analizi sonuglarmin dot

plot goriintiileri
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" Geg Apoptoz 5,07 12,06 16,31 8,28 11,24 6,36 13,06 15,58
® Nekrotik 9,23 18,01 17,48 15,00 5,47 14,9 14,22 9,42

Sekil 4.12. DU-145 hiicre hatt1 apoptoz analizi sonuglari. Dosetaksel, selenyum ve glutamin

kombinasyonu ile diger gruplar sirasi ile canli hiicre orani (¢), toplam (erken+geg) apoptoz oram (¥*) ve
nekrotik hiicre oranmi agisindan (#) karsilastirildi (one-way ANOVA, Holm-Sidak testi; ¢p<0,05, *p<0,05,
#p<0,05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi).

4.3. Hiicre Dongiisii Analizi Bulgularn

e PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarinda yalniz baslarma ve kombine kullanimlarinda
glutamin ve selenyumun kontrol grubuyla kiyaslandiginda hiicre dongiisiiniin herhangi

bir asamasindaki hiicre oranina anlamli 6l¢iide etkisi saptanmadi.

e PC-3 hiicre hattinda dosetaksel rejimine selenyum eklenmesiyle dosetakselin hiicre
dongiisii iizerine olan etkisini degistirmedigi, glutamin eklenmesi sonucunda ise
dosetakselin hiicresel diizeyde hasar vermis oldugu hiicre oranmm azaldig: tespit
edildi. Dosetaksel rejimine selenyum ve glutaminin birlikte eklenmesinde de

dosetaksel ajaninin bu hiicre hattinda hiicre dongiisiine olan etkisini degistirmedigi

belirlendi(p>0.05).
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e DU-145 hiicre hattinda dosetaksel rejimine selenyum eklenmesi ile dosetakselin
hiicresel diizeyde hasar vermis oldugu hiicre oranmni 10 kat azaltip (p<0.05), GO/G1
fazindaki hiicre oranini arttirdigi (p<0.05), glutamin eklenmesi sonucunda ise hiicre
dongiistiniin herhangi bir asamasindaki hiicre oranina anlamli 6lgiide etkisi olmadigi
belirlendi. DU-145 hiicre hattinda dosetaksel rejimine selenyum ve glutamin
kombinasyonu eklendiginde dosetakselin hiicresel diizeyde hasar vermis oldugu hiicre
oranimni azalttig1 ve bu hiicrelerin GO/G1 ve G2+M fazlarinda tutuldugu goézlemlendi

(p<0,05).
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Sekil 4.13. PC-3 hiicre hattinin hiicre dongiisii analizinin PI-Area histogramda akim sitometrik

olarak gosterilmesi
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Sekil 4.14. PC-3 hiicre hatt1 hiicre dongiisii analizi sonuglari, Dosetaksel, selenyum ve glutamin

kombinasyonu ile diger gruplar sirasi ile GO/G1 fazi (;&), S faz1 (*) ve G2+M (#) fazindaki hiicre oram

acisindan karsilagtirildi (one-way ANOVA, Holm-Sidak testi; ¢p<(),()5, *p<0,05, #p<0,05 istatistiksel
olarak anlaml olarak kabul edildi).
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Sekil 4.15. DU-145 hiicre hattinin hiicre dongiisii analizinin PI-Area histogramda akim sitometrik

olarak gosterilmesi
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Sekil 4.16. DU-145 hiicre hatt1 hiicre dongiisii analizi sonuglari, Dosetaksel, selenyum ve
glutamin kombinasyonu ile diger gruplar siras1 ile GO/G1 fazi (¢), S faz1 (*) ve G2+M (#) fazindaki hiicre
orani agisindan karsilagtirildi (one-way ANOVA, Holm-Sidak testi; ¢p<(),()5 , ¥p<0,05, #p<0,05 istatistiksel
olarak anlamli olarak kabul edildi).
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5. TARTISMA

Dosetaksel androjen reseptorii negatif prostat kanserinin standart tedavisinde yer alan,
oldukga toksik bir ajandir. Dosetaksel’in siddetli derecede goriilen yan etkileri sa¢ dokiilmesi
ve kemik iligi baskilanmasidir. Buna ilave olarak orta derecede mukozit, Odem,
hipersensitivite reaksiyonlar1 ve cilt-tirnak degisiklikleri goriilebilir. Bunlar arasinda en
onemli yan etkiler kemik iligi lizerine olan yan etkilerdir. Yan etkinin siddetine gore doz
kisitlamasi, tedaviye ara verilmesi ve graniilosit monosit koloni stimiile edici faktorlerin (GM-
CSF) kullamlmasi gerekebilir®. Prostat kanseri standart tedavisinde kullanilan dosetakselin
oldukca toksik bir ajan olmasi, sitotoksisitesini inhibe etmeye ve antikanser etkinligini
arttrmaya yonelik bircok arastirma yapilmasmi da beraberinde getirmektedir. Literatiirde
dosetaksel ile kemoprevantif ajanlarin prostat kanseri hiicre hatlar1 {izerinde kombine
kullanimin1 destekleyen bir¢ok calisma mevcuttur.

Tedavi sirasinda olgularda siklikla glutamin ve selenyum suplementasyonu gerekli
olmaktadir. Ancak bu ilavelerin mevcut antikanser etkinlige katkisi bilinmemektedir. Bu
amagcla caligmamizda; hormonal tedavinin etkisiz oldugu, dosetaksel rejimi uygulanan prostat
kanseri hiicre hatlarinda selenyum ve glutamin suplementasyonunun anti-kanser etkinlige
katkis1, hiicre dongiisii ve apoptotik yolak {izerine etkisi agisindan incelenmistir. Bu
dogrultuda androjen reseptdrii negatif prostat kanseri hiicre hatlar1 olan DU-145 (insan prostat
karsinomu beyin metastazi-monolayer) ve PC-3 (insan prostat karsinomu kemik metastazi-
monolayer) kullanilmustir.

Huei-Ju Ting ve ark. PC-3 ve LNCaP hiicre hatlar1 lizerinde yaptiklar1 ¢alismada 6
giinliik dosetaksel maruziyeti sonunda bu hiicre hatlarinda belirledikleri etkin doz ile PC-3
hiicre hattinda apoptozu tetiklediklerini, dosetaksel ile kullandiklar1 kombine tedavide
apoptotik hiicre oraninin arttigini ancak hiicre dongiisii fazlar1 iizerinde indiikleyici bir etki
belirleyemediklerini gdstermislerdir''?.

Dosetakselin selenyum ile prostat kanseri hiicre hatlar1 iizerinde yapilmis antikanser
etkinligini arttirmaya ydnelik ¢alismalarda sinerjistik etki goriilmiistiir. Ancak bu calismada
kullamlan selenyum formu metilselenosistein’dir'''*.

Freitas ve ark. inorganik bir selenyum tiirevi olan sodyum selenitin dosetaksel ile
kombine etkilerini arastirdiklar1 calismada yalnizca PC-3 hattin1 kullanmislar ve hiicre
canlilig1 iizerinde kombine kullanimda sinerjistik etkiyi belirlemisler ancak proapoptotik

faktorlerin kombine kullanimda tetiklenmedigini saptamuglardir’'>. Selenyumun inorganik
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formu olan sodyum selenitin invitro ortamda prostat kanseri hiicre hatt1 {izerinde etkinligi
Freitas ve ark. tarafindan gosterilmis olmasina ragmen sodyum selenitin inorganik form
olmas1 nedeniyle prostat kanseri hastalarinda ne derece de etkili olabilecegi diisiindiiriiciidiir.
Viicudun kullanabildigi selenyum formu; L-selenometiyonin’dir. L-selenometiyonin, bilinen
diger herhangi bir selenyum formuna gore, viicut komponentlerine daha iyi katilir ve daha iyi
absorbe edilir. Bu nedenle ¢alismamizda L-Selenometiyonin kullanilmigtir.

Hongjuan ve ark. L-selenometiyoninin androjen bagimli prostat kanseri hiicre hatti
olan LNCaP iizerinde etkinligini arastirmislar ve hiicre dongiisiiniin G2+M fazinda bu prostat
kanseri hiicresini durdurdugunu gdéstermislerdir. Ancak L-selenometiyoninin apoptotik yolak
iizerindeki etkinligi incelenmemis ve LNCaP hiicre hattina gére metastatik potansiyeli daha
yiiksek olan androjen bagimsiz prostat kanseri hiicre hatlar1 olan DU-145 ve PC-3 iizerinde L-
selenometiyoninin etkinligi gosterilmemistir'®.

Ziegler ve ark. yaptiklar1 6n klinik ¢aligmalarda taksan grubu kemoprevantif ajan olan

paklitakselin hastalarda olusturdugu sinir hasarini engellemede glutaminin yararli oldugunu

(108) (117)

ortaya koymustur' . Dosetaksel paklitakselin yar1 sentetik tiirevidir Literatiirde
dosetaksel rejimine glutamin eklenmesinin prostat kanseri hiicre hatlar1 iizerinde antikanser
etkinlige katkisini inceleyen herhangi bir aragtirma bulunmamaktadir. Klinikte prostat kanseri
hastalarina glutamin suplementasyonu kullanilmaktadir ancak glutaminin hiicresel diizeyde
etkinligini gdsteren bir arastrma bulunmadigindan bu konuda arastirmaya gereksinim
duyulmustur.

Calismamizda sitotoksisite testinde dosetaksel ve selenyumun PC-3 ve DU-145 hiicre
hatlar1 tizerinde 1Cso dozlar1 belirlendi. Her iki hiicre hattinda da akim sitometrik analizlerde
24 saatlik 6l¢iim sonucu bulunan etkin dozlar kullanildi. Prostat kanseri hiicre hatlarinda
dosetaksel ile 24 ve 48 saat maruziyet sonucu elde edilen etkin doz konsantrasyonlar1 arasinda
onemli o6lgiide fark bulunmadi. Toksik bir ajan olan dosetakselin en kisa zamanda en etkili
oldugu dozu kullanmay: hedefledik. Bu yilizden ¢alismamizda 24 saatlik 1Cso dozu tercih

edildi. Buna bagli olarak selenyum ve glutaminin de 24 saatlik etkin ICsy dozlar1 ¢aligmaya

alindi.
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PC-3 ve DU-145 hiicre hatlar1 ICsy dozlarina bakildiginda, DU145 hiicre hattina gore
daha metastatik potansiyele sahip olan PC-3 hiicre hattinda dosetaksel dozunun literatiirle
uyumlu olarak daha yiiksek oldugu goriildii ( PC-3: 16uM, DU-145: 14 uM)).

L-Selenometiyonin’in prostat kanseri hiicre hatlarinda 24 saatlik etkin dozunun
DU-145 hiicre hattinda PC-3 hiicre hattina gore daha yiiksek oldugu (PC-3: 550 uM, DU-145:
670 uM ), 48 saatlik etkin dozunun ise PC-3 hiicre hattinda DU-145 hiicre hattina goére daha
yliksek oldugu saptandi (PC-3: 395uM, DU-145: 360 uM ). 24 ve 48 saatlik etkin doz
sonuglar1 arasinda biiylik fark goriilmediginden dosetakselin etkin doz zamanina uyum
gostermek tizere selenyumunda 24 saatlik ICso dozu ¢alismaya alindi.

Glutaminin metastatik prostat kanseri hiicreleri tizerinde 1Csy dozu hem 24 hem de 48
saatte belirlenemedi. Bu bulgu yiiksek dozda glutamin kullaninminin metastatik prostat kanseri
hiicrelerine toksik etkisinin olmadig1 seklinde yorumlandi. Bu durum glutaminin kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasmi indiikleyip indiiklemedigi sorusunu akla getirebilir. Yaptigimiz
calismada (apoptoz tayini ve hiicre dongiisii analizi) glutaminin metastatik 6zellikteki prostat
kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini indiikleyici herhangi bir etkisinin olmadig1 gosterildi.

Belirlenen etkin dozlar ile akim sitometrik olarak hiicre dongiisii ve apoptoz analizleri
gerceklestirildi. Dosetakselin literatiirle uyumlu olarak her iki hiicre hattinda da anlamh
olarak apoptozu tetikledigi gosterildi. Heinemann ve ark. prostat kanseri hiicre hatlarinda
dosetakselin dzellikle ge¢ apoptozu tetikledigini gostermislerdir '®.

Calismamizda; PC-3 hiicre hattinda dosetakselin apoptoza yoOnlendirdigi hiicre
oraninin, selenyum eklendiginde anlamli 6l¢iide azaldig1 ve nekrotik kanser hiicre oranlarmi
arttirdig1  saptanmistir. Dosetaksel-glutamin  kombinasyonunda dosetakselin apoptoza
yonlendirdigi hiicre oraninda degisiklige rastlamadik. Bu kombinasyonla ile ilgili literatiirde
bir ¢calisma olmadigi i¢in bu bulgunun 6nemli oldugunu diisiiniiyoruz. Buradan yola ¢ikarak
kemoterapi sirasinda glutamin destegi ile kemoterapiden kaynaklanan toksik etkilerin
engellenebilecegini ya da azaltabilecegini 6ngorebiliriz. Tedavide dosetaksel kemoterapisinin
uygulanmadigi doénemde glutamin suplementasyonunun prostat kanseri kemik metastazi
hiicrelerinin proliferasyonunu indiiklemeyecegini soyleyebiliriz. Tek basina selenyumun
kullanildig1 grup ile kontrol grubunun kiyaslanmasida toplam apoptotik hiicre oraninin 5 kat
arttigin1 gézlemledik. Dosetaksele selenyumun eklenmesi ile nekrotik hiicre orani artmaktadir.
Bu ikili kombinasyona glutaminin eklenmesi ile apoptotik hiicre oraninin ytizde 25’ten yiizde

60’a yiikseldigi, nekrotik hiicre oraninin ise ylizde 40’tan yilizde 6’ya azaldigmi gordiik. Bu
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bulgu kombinasyonun énemini gostermektedir. Glutaminin selenyumun olasi toksik etkilerini
yok etmesi ve kanser hiicrelerini apoptoza yonlendirmesi etkisini 6nemli bir bulgu olarak
goriiyoruz. PC-3 hiicre hattinin hiicre dongiisii analizinde ise dosetaksel rejimine selenyum ve
glutaminin birlikte eklenmesinde dosetaksel ajaninin S fazinda tutmus oldugu hiicre oranini
arttirdigini calismamizda gozledik.

DU-145 hiicre hattinda glutamin ve selenyumun yalniz baglarma ve kombine
kullanimlarinin kontrolle kiyaslanmasinda bu hiicre hattinin ¢ogalmasini indiiklemedigi ve
gec apoptotik hiicre oranini arttirdi§i1 saptandi. Dosetaksele glutamin ve selenyum
suplementasyonunun eklenmesinde ise dosetakselin apoptoza yonlendirdigi hiicre oraninda
engelleyici bir etkilerinin olmadigi belirlendi.

Bu bulgular 1s181inda kemoterapi tedavisinin uygulandigi ve uygulanmadigi donemde
glutamin ve selenyum suplementasyonunu androjen resetdrii negatif prostat kanseri
hiicrelerinin ¢ogalmasini tetiklemeyecegini Ongoriiyoruz. DU-145 hiicre hattinin hiicre
dongiisii analizinde, dosetaksel rejimine selenyum ve glutamin kombinasyonu eklendiginde
dosetakselin hiicresel diizeyde hasar vermis oldugu hiicre oraninin azaldigi ve bu hiicrelerin
G0/G1 ve G2+M fazlarinda tutuldugunu belirledik. Literatiirde bu kombinasyon ile ilgili bir

calisma bulunmadigindan bu bulgumuzun literatiire katki saglayacagini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma ile dosetakselin, selenyum ve glutamin ile birlikte in-vitro’da prostat
kanseri hiicreleri iizerine olan etkisi ilk kez arastirilmigtir. Hormonoterapiye direngli,
metastatik prostat kanseri hiicrelerinde, klasik dosetaksel tedavisinde glutamin ve selenyum
eklenmesinin, anti-kanser etkinligi arttirdig1, dosetakselin, glutamin ve selenyum kombinesi
ile birlikte kullanildiginda sitotoksik etkilerinin azalmakta oldugu goriilmiistiir. Androjen
reseptOrii negatif prostat kanseri hiicre hatlarinda tek basina selenyum verilmesinin kanser
hiicrelerini istatistiksel olarak anlamli oranda apoptoza yonlendirdigini saptadik. Bu bulgulara
dayanarak; dosetaksel rejimi uygulandiktan sonra prostat kanseri hiicre hatlarina kemoterapi
verilmedigi donemde L-selenometiyonin suplementasyonunun tedaviden kacan kanser
hiicrelerini apoptoza gotiirme konusunda etkili olabilecegini 6ngorebiliriz.

Sonug¢ olarak; in-vitro caliymada metastatik prostat kanseri hiicre hatlarinda
kemoprevantif etkinligini gosterdigimiz bu kombinasyonun genel metabolizma iizerindeki

etkilerini gézlemlemek i¢in in-vivo ortamda calisilmasinin 6nemli olacagini diisiiniiyoruz.
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