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Doktora Tezi

Coklu Ilag Direngli Prostat Kanseri (DU-145) Hiicre Serilerinde Absisik Asit ve 17-
DMAG’1n Kemotropatik Etkileri

T.U. Fen Bilimleri Enstitisu

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Kanser glinlimiiziin en 6nemli insan 6liimleri nedenlerinden biridir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin bildirisine gore; her y1l 12,6 milyon yeni bireye kanser teshisi konulmakta ve
7,6 milyon insan farkli kanser tipleri sebebiyle hayatini kaybetmektedir. Glinlimiizde 200
den fazla kanser tiirli i¢in yaklasik 50 ¢esit kemoterapik ajan mevcuttur. Ancak kanserle
miicadelede kullanilan bu kemoterapik ajanlara kars1 kanser hiicreleri ¢oklu ila¢ direnci

gelistirebilmektedir ve bu durum %90 6liimle sonuglanmaktadir.

Bu calismada coklu ilag direnci gelistirilmis prostat kanseri hiicre hatti tiirii olan
DU-145 hicreleri Uzerinde absisik asit ve 17-(Dimethylaminoethylamino)-17-
demethoxygeldanamycin (17-DMAG)’in kemoterapik etkileri arastirilmistir. Bunun icin
once dosetaksel ve mitoksantronun ayri ayri ve birlikte, direngli olmayan DU-145
hlcrelerinin %50’sini 6ldiiren dozlar1 olan IC50 dozlari hesaplanmigtir. Daha sonra
direncli olmayan DU-145 hiicre hattina dosetaksel ve mitoksantronun birlikte 1C50

dozunun seri uygulanmasina bagl olarak hiicrelere ¢oklu ilag¢ direnci kazandirilmastir.

Son olarak coklu ilag direnci olusturulmus DU-145 hiicre hattina dosetkasel,
absisik asit ve 17-DMAG’1n birlikte ve ayr1 ayri uygulanmasina bagl 6liimciil etkileri ve
genetik yolaklar iizerindeki etkileri arastirilmustir. Oliimciil etkileri arastirmak i¢in MTT,
151k mikroskobu, floresan mikroskobu ve TALI goriint temelli sitometre analizlerinden
yararlanilmistir. Isik mikroskobu, MTT ve TALI goriintii temelli sitometre analizleri
neticesinde uygulanan madelere ve miktarlarina bagl olarak direngli DU-145 hiicre
hattinda, direngsiz hiicre hattina gore daha az 6liim goriilmiistiir. Floresan mikroskobunda

uygulanan madde ve miktarlarina bagh direngsiz DU-145 hicrelerinin membran ve
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cekirdek yapilarinin, direngli hiicre hattina gore daha olumsuz etkilendigi
gozlemlenmistir. Bu durum da uygulanan dosetaksel ile mitoksantronun DU-145 hiicre

hattinda ¢oklu ila¢ direnci meydana getirdigini ispatlamaktadir.

Gen ekspresyonu analizleri neticesinde de uygulanan maddelere bagli direngli
hiicre hattinda direngsize gore; ¢oklu ilag direnci genleri, sag kalim genleri ve ER stresi
genlerinin ifadelerinde daha fazla artis goriilirken hem direngli hemde direngsiz

hlcrelerin HSP70 ve HSP90 gen ifadesi seviyelerinde kontrole gore azalma goriilmiistiir.

Yil: 2019

Sayfa Sayisi: 259

Anahtar Kelimeler: 17-DMAG, Absisik Asit, Coklu Ila¢ Direnci, Dosetaksel,

Mitoksantron



PhD Thesis

The Chemotherapeutic Effects of Abscisic Acid and 17-DMAG on Multi Drug Resistance
Prostate Cancer Cell Lines (DU-145)

Trakya University Institute of Natural and Applied Sciences

Department of Biotechnology and Genetic

ABSTRACT

Present day, cancer is the most important cause of human deaths. According to
the World Health Organization report; each year 12,4 million new cancer cases are
diagnosed and every year 7,6 million people dies due to different types of cancer.
Approximately 50 different chemotherapeutic agents are exist for fight with more than
200 different types of cancer. But against to these chemotherapeutic agents, cancer cells

can develop multidrug resistance and this situation usually results with %90 death.

In this study, chemotherapeutic effects of abscisic acid and 17-DMAG on multi
drug resistance prostate cancer cell line DU-145 were researched. For this purpose lethal
doses 50 (IC50) of docetaxel and mitoxantrone on non-resistance DU-145 cell line were
calculated seperately and together. Subsequently, multidrug resistance was improved due
to the serial application of the IC50 of docetaxel and mitoxantrone together on the non-

resistance DU-145 cell line.

Finally, we investigated the fatal effects and genetic pathways by applied to
docetaxel, abscisic acid and 17-DMAG seperately and together on multidrug resistance
DU-145 cell line. For investigate the lethal effects of them; MTT, light microscopy,
fluorescence microscopy and TALI imaging-based cytometer analyzes were used. The
light microscope, MMT and TALI imaging-based cytometer analyzes showed that there
were fewer deaths obserwed in multi drug resistant-treated DU-145 cell line compared to
non-resistant cell line due to applied materials and substance of materials. In fluorescence

microscopy, it has been observed that the skeletal and nucleus structures were more
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affected adversely at non-resistance DU-145 cell line than multi drug resistant cell line
due to applied materials. This situation proves that applied docetaxel and mitoxantrone

produces to multidrug resistance at DU-145 cell line.

Result of gene expression analysis; there was a greater increase of multidrug
resistance genes, survival genes and ER stress genes expression at multi drug resistant
cell line than non-resistance cell line, whereas both resistant and non-resistance cell lines

showed decreased levels of HSP70 and HSP90 gene expression compared to control cells.

Year: 2019

Number of Pages: 259

Keywords: 17-DMAG, Abscisic Acid, Multidrug Resistance, Docetaxel, Mitoxantrone
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KISALTMALAR DIZINI

17-AAG : 17-allylamino-17-demethoxygeldanamycin

17-DMAG  : 17-Dimethylamino-17-demethoxygeldanamycin

ABA - Absisik Asit

ABB : Annexin baglama tamponu

ABC : ATP baglayici kaset

ABCC1 : ATP baglayici kaset alt ailesi C iiyesi 1
ABCC2 : ATP baglayici kaset alt ailesi C iiyesi 2
ABCG2 : ATP baglayici kaset alt ailesi G uyesi 2
A.B.D. : Amerika Birlesik Devletleri

ADT : Androjenden yoksun birakma

Akt : Serin treonin kinaz 1

AML : Akut miyeoloid Igsemi

ANOVA : Degisken Analizleri

AO : Akridin oranj

APAF-1 . Apoptotik proteaz aktivasyon faktorii 1
ATF4 . Aktive edici transkripsiyon faktoru 4
B-aktin : Beta aktin

Bax : Bel-2 ile iliskili X apoptoz diizenleyici protein
BCL-2 : B hiicreleri Lenfoma 2

BCRP : Gogiis kanseri direng proteini
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Bid
Bip
CD1
CDI
CHOP
Cl
CRPC
Cu-Zn SOD
DDR
DMSO
DNA
EtBr
EDEM
EMG
ER
EXO1
GA
GRP94
GS
GST
hCG
HDAC

Hifl-a

: BH3 6ltm agonist kismi1

: Is1 soku proteini ailesi A (Hsp70) Uyesi 5
: Siklin bagimli kinaz 1

: Tlaglarin etkilesim kat sayis1

: DNA hasarinin tetikledigi transkript 1

: Kombinasyon indeksi

: Kisirlik olusturan direngli prostat kanseri
: Bakir ¢inko stiper oksid dismutaz

. DNA hasarina cevap

: Dimetil stilfoksit

: Deoksi riboniikleik asit

: Etidyum bromr

: Endoplazmik retikulum yikim arttirict alfa mannozidaz benzeri protein 1
: Epitel mezensimal gecis

: Endoplazmik retikulum

: Ekzontikleaz 1

: Geldanamisin

: Is1 soku protein 90 beta ailesi liyesi 1
: Glutatyon sentetaz

: Glutatyon S transferaz

: Insan koryonik gonadotropin

: Histon deasetilaz inhibitori

: Hipoksiya tetikleyici faktor 1 alt tnite alfa

XVii



HSA
HSP26
HSP60
HSP70
HSP90
HSP
IC50
IGF1R
IxBa
JNK
Kas 3
Kas 8
KAT
MAPK
mCRPC
MDR
MDR1
Mn-SOD
MRNA
MRP
MTT
MVP

MXR1

: En yiiksek etkiye sahip tek ajanin birlikte etkiye orani
: Is1 soku proteini 26
: Is1 soku proteini 60
: Is1 soku proteini 70
: Is1 soku proteini 90
: Is1 soku proteini

: Kullanilan kimyasalin en etkili konsantrasyonunun yarisi
: Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 reseptorii

: Cekirdek faktorii kappa B alt Gnitesi inhibitori

: ¢-JUN N-terminal kinaz

: Kaspaz 3

: Kaspaz 8

. Katalaz

: Mitojen aktive edici protein kinaz

: Metastatik kisirlik olusturan direngli prostat kanseri
: Coklu ilag direnci

: Coklu ilag direnci proteini 1

: Manganez super oksid dismutaz

: Haberci ribontkleik asit

: GoKlu ilag direnci iligkili protein

. 3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide
: Biiyiik ¢at1 proteini

: Coklu ilag direnci pompa tastyicis1t ATP baglayici kaser alt ailesi tiyesi 2

XViii



NADH
NAD[PIH
Nf-xB
P21

P27

P53

PBS

PERK

PTEN
gRT-PZR
RA

RNA

RQ

SitC
Soks 2
TGF
Tnf-a
totalXBP1
TRAIL

usXBP1

- Nikotinamid adenin dintkleotid

: Nikotinamid adenin dintkleotid fosfat

: Cekirdek faktorii kappa B alt tnitesi

: Siklin bagimli kinaz inhibitér 1A

: Siklin bagimli kinaz inhibitori 1B

: TUmOr proteini 53

: Fosfat tampon tuzu

: Okaryotik translasyon baslatici faktdr 2 alfa kinaz
: P-glikoprotein

: Fosfoinositid 3 kinaz

: Propodyum iyodid

: Fosfataz ve tensin homologu

: Miktarsal ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
: Retinoik asit

: Ribonukleik asit

: Bagil kantitasyon

: Sitokrom C

: Sitokrom oksidaz 2

: Dontistiiriicii biiyiime faktorii

: TUmor nekroz faktoru alfa

: Toplam X kutusu baglayici protein 1

: Timor nekrozis faktor ile iliskili apoptozu tetikleyen ligand

: Islenmemis proteinlerden sorumlu X kutusu baglayici proteini 1

XiX



VEGF : Vaskdler endotelyal buyume faktori
XIAP : X baglantil1 apoptoz inhibitor proteini

XRP1 : BRCA1 DNA tamir geni proteini

XX



SEKILLER DiZiNI

Sekil 1.1. igne biyopsisiyle alinan 6rnekten elde edilen porstat adenoid bazal hiicreleri ve

adenoik kistik bazal prostat kanseri NUCIEIEri. ........c.ccvivevieie i 3

Sekil 2.1. insan kanser hiicrelerinde ila¢ direnci meydana getiren faktdrlerin kategorize

BUTIMIESI. ettt b bbbttt n et bbb 7
Sekil 2.2. ilag inaktivasyonu ve ilag inaktivasyonundan etkilenen baslica genler. .......... 9
Sekil 2.3. PI3K/ Akt yolaginin aktive olmast. ........ccccoviiiiiiiiiiic e 10

Sekil 2.4. ABCB1 (P-gP) ve ABCBI11’in, ABCC1 (MRP1), ABCC2 (MRP2) ve ABCC3
(MRP3)’iin, ABCG2 (BCRP/MXR)’nin transmembran ve baglanma domainleri. ........ 11

Sekil 2.5. ABCB1 (P-gP), ABCG2 (BCRP/ MXR), kisa ABCC4, ABCCS5, ABCC11 ve
uzun ABCC1 (MRP1), ABCC2 (MRP2), ABCC3 (MRP3), ABCC6, ABCCI10 tastyici
pompalariin lokalizasyonu ve topografik yapilari. Herbir ABC tasiyicisi, kendi yapisina

0zgiil endojenik ve zenobiyotik substratlart disart tagir. .........ccocceevieiiiiinii e 12
Sekil 2.6. Hatal1 eslesen bazin kesip ¢ikarilma mekanizmast. ..........ccccceevvieiiiieniinenne, 15

Sekil 2.7. Akt’nin, mitokondrinin aracilik ettigi apoptotik yolakta kaspaz aktivitesini

LEST TS | ] 8 LoL) PSPPI 16

Sekil 2.8. TRAIL’in apoptotik yolak tlizerindeki tesvik edici etkisi ve TRAIL inhibitorii

olan c-FLIP’in sag kalim ve hiicre boliinmesi yolaklari tizerindeki etkisi...................... 17
Sekil 2.9. Kanser hiicrelerinin ilaca direngli hale gelmesi. ..o 20
Sekil 2.10. Hiicre 6liimii ve dosetaksel direng yolaklart. ..........ccccoovviiiiiiiiiinniien, 22

Sekil 2.11. Mitoksantronun DNA Topoizomeraz II’yi inhibe etmesi ve kanser

hiicrelerinin alternatif topoizomeraz aktivitesi gerceklestirerek hiicre sag kalimi.......... 25

Sekil 2.12. Insan adrenal kanseri NCI-H295 de, retinoik asit, absisik asit, epigallokatesin
galat gibi anti kanser ajanlarmin indiikledigi sinyal yolaklarinda yer alan genlerin

ifadelerinde meydana gelen degiSimler...........ccovvviiiiiiiiiiiiii e 27

XXi



Sekil 2.13. Kanser hiicrelerine karsi 17-DMAG’1n kuinon’u indirgeyerek reaktif oksijen

tarlerinin Meydana geIMESI. ......cve i 30
Sekil 3.1. DU-145 hiicre hattinin mikroskobik gorantusu. .........cccceevvvieiviieiiiieniieennn, 33
Sekil 3.2. ARPE-19 hiicre hattinin mikrokobik gorintlisii. ........cccccveveerverresieeseerinsnenne 33
Sekil 3.3. Besiyeri-hiicre karisimimin 25 cm®’liik flaska eKilmesi. ...........ccccovvevevevenenee, 35
Sekil 3. 4. Flasklardaki hiicrelerin pasajlanmast. .........cccoceoiiiiniiiiiiiiieiceeee 35
Sekil 3.5. MTT’nin formazana INAIrgeNMESI. .......c.ccviieieereiiese e 36
Sekil 3.6. 96’lik plakanin MTT analizi Grnegi. .......cooveieeiiieeiiiiiiieiee e 37
Sekil 3.7. Hiicre-besiyeri karigiminin 96’lik plakalara ekilmesi...........ccocevviivniiinenne. 38
Sekil 3.8. DU-145 hiicre hattina 24, 48 ve 72 saat dosetaksel uygulanmasi................... 39
Sekil 3.9. DU-145 hiicre hattina 24, 48 ve 72 saat mitoksantron uygulanmasit. ............. 40

Sekil 3.10. DU-145 hiicre hattina 24, 48 ve 72 saat dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

WY ZUIANIMAST. .ttt etttk et b e s e e bt e e ab e e sbe e e st e e sbe e e nbeenbbeebeesbeeenreens 41
Sekil 3.11. DU-145 hiicre hattinda direng olusturulmast. .........ccccceeoviviniieiien e, 42
Sekil 3.12. DU-145 hiicre hattinin direngli hale geldiginin kontrol edilmesi. ................ 42

Sekil 3.13. Direngli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamis, 5. Pasaj sonunda dosetaksel ve mitoksantronun birlikte uygulanmasina

bagli yapilan MTT analiziyle direncin korundugunun ispatlanmasi..............cccceeveennneee. 43

Sekil 3.14. Direngli DU-145 hiicre hattinda dosetaksel ve mitoksantronun IC50 dozlarinin

belirlenmesi MTT analizleriyle belirlenmesi. .........cccooveiveiiiicci e 44

Sekil 3.15. 17-DMAG’1n direngli DU-145 hiicre hatti i¢in IC50 dozunun hesaplanmasi.

Sekil 3.16. ABA’in direngli DU-145 hiicre hattina uygulanip MTT analizi yapilmasi..46

Sekil 3.17. Direngli DU-145 hiicre hattina dosetaksel, 17-DMAG ve ABA’nin ikili ve

ticlii kombinasyonlar seklinde uygulanmast. ..........cccocveiiiiiiiiiiiice 47

Sekil 3.18. Dosetaksel, 17-DMAG ve ABA’nin etkin dozlarinin ARPE-19 hiicre hattina

UYZUIANIMAST. ..vviiiiiie ittt et e e shb e e sa b e e e sbb e e e nbb e e s esbeeennbeeennneas 48

XXii



Sekil 3.19. Apoptotik hiicrelerde fosfotodil serinin hiicre membraninin dis yiizeyine

¢ikmasiyla Annexin V’ye Ca?* araciligi ile baglanmasi. .........cccoeevviiiiiinncnencnnenen, 58

Sekil 4.1. DU-145 hicrelerine 0,39-200nM dosetaksel uygulandiktan 24 saat sonra

canlilik miktarlarina bagh renk degisimi ve MTT istatiksel analiz neticeleri. ............... 62

Sekil 4.2. Dosetakselin DU-145 hiicrelerine 24 saatlik uygulanmasina bagli IC50’nin

probit analiziyle hesaplanmasi. .........ccoocveiiiiiiiiiiii e 62

Sekil 4.3. Direngsiz DU-145 hiicrelerine 0,39- 200nM dosetaksel uygulandiktan 48 saat

sonra canlilik miktarlarina bagh renk degisimi ve istatiksel siitun grafigi. ...........coe..... 63

Sekil 4.4. DU-145 hiicrelerine dosetakselin 48 saat uygulanmasina bagli IC50 degerinin

probit analiziyle hesaplanmasi. .........ccooviiiiiiiiiie e 63

Sekil 4.5. Direngsiz DU-145 hiicrelerine 0,39- 100nM dosetaksel uygulandiktan 72 saat

SONTAKT CANTIIIK TNIKEATIATT. 1eevvveeee e et e e e e e e e e e e e e e e e e eeennas 64

Sekil 4.6. DU-145 hiicrelerine dosetakselin 72 saatlik uygulanmasima bagli IC50’nin

probit analiziyle hesaplanmasi. .........ccooviiiiiiiiiie e 65

Sekil 4.7. DU-145 hucrelerine 0,39- 200nM mitoksantron uygulandiktan 24 saat sonra

canlilik miktar1 ve MTT istatiksel analiz neticesinin siitun grafigi..........cccccoevvivernnnnn. 66

Sekil 4.8. Mitoksantronun DU-145 hiicrelerine 24 saatlik uygulanmasina bagli IC50’nin

probit analiziyle hesaplanmasi. .........cccoceiiiiiiiiiiii e 66

Sekil 4.9. DU-145 hicrelerine 48 saat 0,39- 200nM mitoksantron uygulandiktan sonra

canlilik miktar1 ve MTT istatiksel analiz neticesinin siitun grafigi.........ccccccvevviivernnnnn. 67

Sekil 4.10. DU-145 hiicrelerine 48 saat mitoksantron uygulanmasina bagli IC50’nin

probit analiziyle hesaplanmasi. .........cccooeiiiiiiiiiiii e 67

Sekil 4.11. Direngsiz DU-145 hiicrelerine 0,39- 200nM mitoksantron uygulandiktan 72

saat sonra canlilik miktar1 ve MTT istatiksel analiz neticesinin siitun grafigi................ 68

Sekil 4.12. DU-145 hiicrelerine 72 saat mitoksantron uygulanmasina bagli IC50 degerinin

probit analiziyle hesaplanmasi. .........cccooeiiiiiiiiiiii 68

Sekil 4.13. Direngsiz DU-145 hiicrelerine 0,39- 200nM dosetaksel ve mitoksantron
birlikte uygulandiktan 24 saat sonraki canlilik miktarlarinin MTT siitun grafigi ve 96’lik
plakadaki canliliga bagli renk deZiSimi........ccccovvviiiiiiiiiiiii e 69



Sekil 4.14. DU-145 hiicre hattina 24 saat dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli IC50 degerinin probit analiziyle hesaplanmast. .............ccoceveennnne 70

Sekil 4.15. DU-145 hucrelerine 48 saat sureyle dosetaksel ve mitoksantronun 0,39-200
nM dozunun uygulanmasina bagli canlilik miktarlarinin MTT siitun grafigi ve 96’lik

plakadaki canliliga bagli renk deZiSimi........cccooveriiiiiiiiiiiic i 71

Sekil 4.16. DU-145 hiicre hattina 48 saat siireyle dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli IC50 degerinin probit analiziyle hesaplanmasi............ccccoevvennneen. 71

Sekil 4.17. Direngsiz DU-145 hicrelerine 0,39- 200nM dosetaksel ve mitoksantron
uygulandiktan 72 saat sonraki canlilik miktarlarinin MTT siitun grafigi ve 96’lik
plakadaki canliliga bagli renk degiSimi.........ccocvveiriiiiiiiiiiiiiiiesees e 72

Sekil 4.18. DU-145 hiicre hattina 72 saat siireyle dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli IC50 degerinin probit analiziyle hesaplanmast. ...........ccccocvvviennnne 72

Sekil 4.19. Direng gelistirilen DU-145 hicrelerine 0,39- 100 nM dosetaksel ile
mitoksantron birlikte 72 saat siireyle uygulandiktan sonra MTT analizine bagli canlilik

miktar1 ve 96’lik plakadaki canlilik miktarina bagli renk degisimi. ........cccccveiveniennnnne 74

Sekil 4.20. Direng gelistirmek maksadiyla 6,25 nM Dosetaksel ve mitoksantron birlikte
5 pasaj boyunca uygulanmasina bagli DU-145 hiicrelerinde degisen IC50 degerinin probit

analiziyle hesaplanmasi...........covoiiiiiiiiiii e 74

Sekil 4.21. Coklu ilag direnci olusturulan DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi
bir madde uygulanmadan MTT analizinin yapilmasina baglh siitun grafigi ve canlilik

miktarina bagli 96’11k plakadaki renk degiSimi. .........ccoovvvviiiiiiiiiiiici e 75

Sekil 4.22. MDR gelistigi diisliniilen DU-145 hiicre hattina herhangi bir madde
uygulanmadan MTT analizi yapilmasi neticesinde elde edilen verilere gore 1C50

degerinin hesaplanmasi. .........ccciiiiiiiiiiic i 76

Sekil 4.23. Direngli DU-145 hiicre hattina 72 saat sireyle 1- 500 nM dosetaksel
uygulanmas1 sonucunda MTT analizinden elde edilen siitun grafigi ve 96’lik plakadaki

canliliga baglt renk deSISIMI. ....ooivveiriiiiiiiii e 77

Sekil 4.24. MDR’li DU-145 hiicre hattina 72 saat siireyle dosetaksel uygulanmasi

neticesinde probit analiziyle IC50 degerinin hesaplanmast. ...........ccccoevvieviiieiiiiiniennne 77

XXiv



Sekil 4.25. Direngli DU-145 hiicre hattina 1- 500 nM mitoksantronun 72 saat sireyle
uygulanmasina bagli olusturulan MTT siitun grafigi ve 96’lik plakadaki hcrelerin

canlilik miktarina bagli renk deGiSIMI.........ccovviiiiiiiiiiiiiiiieiiee e 78

Sekil 4.26. Direngli DU-145 hiicre hattina 1- 500 nM mitoksantronun 72 saat sireyle

uygulanmasi sonucunda IC50 degerinin hesaplanmast............cccocvvvieiiniiniciincneene 78

Sekil 4.27. Direngli DU-145 hiicrelerine 48 saat sureyle 1,95 nM- 1 uM 17-DMAG
uygulandiktan sonra yapilan MTT analizinin siitun grafigi ve 96’lik plakadaki hiicrelerin

canliligima bagli renk deZiSImi. ......oovuiiiiiiiiiiie i 79

Sekil 4.28. Direngli DU-145 hiicrelerine 48 saat sureyle 1 nM- 1 uM 17-DMAG

uygulanmasi sonucunda IC50 degerinin hesaplanmast............ccccocvevveiiniciienineneenne 80

Sekil 4.29. Direngli DU-145 hiicre hattina 1,95 nM- 1 uM 17-DMAG uygulandiktan 72
saat sonra yapilan MTT analizinin siitun grafigi ve 96’lik plakadaki hiicrelerin canlilik

miktarina bagli renk deZISIMI.......ccviviiiiiiiiieiiee e 81

Sekil 4.30. Direngli DU-145 hiicrelerine 72 saat sureyle 1 nM- 1 uM 17-DMAG

uygulanmasina bagli IC50 degerinin hesaplanmasi. 81

Sekil 4.31. Direngli DU-145 hiicre hattina 24 saat siireyle 3,9 uM- 2 mM ABA’nin
uygulanmasi neticesinde olusturulan MTT siitun grafigi ve 96’lik plakadaki hiicrelerin

canlilik miktaria bagli renk degiSImi..........ccceviiiiiiiiii 82

Sekil 4.32. Direngli DU-145 hiicre hattina 48 saat siireyle 3,9 uM- 2 mM ABA’nin
uygulanmasi neticesinde elde edilen MTT siitun grafigi ve 96’lik plakadaki hiicrelerin

canlilik miktaria bagli renk deGiSimi..........cccoviviiiiiiiiiiici 83

Sekil 4.33. Direngli DU-145 hiicre hattina 72 saat siireyle 3,9 uM- 2 mM ABA’nin
uygulanmasi neticesinde elde edilen MTT siitun grafigi ve 96’lik plakadaki hiicrelerin

canlilik miktaria bagli renk deGiSImi...........cccoviviiiiiiiiiiiic i 84

Sekil 4.34. Direngli DU-145 hiicre hattina 48 saat siireyle 50 nM dosetaksel ile 1 mM
ABA ve 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA’nin birlikte uygulanmasina bagli canlilik
miktarmin MTT siitun grafiginde ve 96’lik plakada gosterilmesi. ... 85

XXV



Sekil 4.35. Direngli DU-145 hiicrelerine 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG ve 50
nM dosetaksel ile 70 nM 17-DMAG birlikte uygulanmasina bagli canlilik miktarlar ve
96’11k plakadaki canliliga bagli renk deZiSTMi. .....ccvveiivieiiiie i 86

Sekil 4.36. Direngli DU-145 hiicre hattina dosetaksel, 17-DMAG ile ABA’nin farkl
konsantrasyonlarinin uygulanmasi sonucunda elde edilen MTT grafigi ve 96’lik plakada

canlilik miktarina bagli renk degiSimi..........ceciiiiiiiiiiiiiicie e 87

Sekil 4.37. ARPE-19 hiicre hattina 48 saat siireyle uygulanan maddelere karsilik

hiicrelerin canlilik miktarindaki degisimin MTT analizi ve 96’lik plakada gosterilmesi.

Sekil 4.38. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun
birlikte uygulanmasina bagli olarak BCRP/ ABCG2 (MXR1) geninin ifadesinde meydana
LN AEGISIMICT. ....eeiiieiiieie e e re e e 90

Sekil 4.39. Direngsiz DU-145 hiicre hattinda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun
birlikte uygulanmasina bagli olarak P-gP/ MDR1 geninin ifadesinde meydana gelen
AEGISTIMLET. ...ttt b e e b e e s e e re e nnn e 91

Sekil 4.40. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

birlikte uygulanmasina bagli olarak MRP1 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

Sekil 4.41. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

birlikte uygulanmasina bagli olarak MRP2 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

Sekil 4.42. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

birlikte uygulanmasina bagli olarak MRP3 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

Sekil 4.43. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

birlikte uygulanmasina bagli olarak MRP4 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

Sekil 4.44. Direncsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun
birlikte uygulanmasma bagli olarak MVP/ LRP geninin ifadesinde meydana gelen
4 [T o3 T3 1311 ) S OO PPRTR PRI 94

XXVi



Sekil 4.45. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

birlikte uygulanmasina bagli olarak BCL-2 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

Sekil 4.46. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

birlikte uygulanmasina bagli olarak Livin geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

Sekil 4.47. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun
birlikte uygulanmasmna bagli olarak Survivin geninin ifadesinde meydana gelen

AEGISIMICT. ... 96

Sekil 4.48. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

birlikte uygulanmasina bagli olarak CIAP1 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

Sekil 4.49. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

birlikte uygulanmasina bagli olarak XIAP geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

Sekil 4.50. Direngli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte
uygulanmasina bagli olarak BCRP/ ABCG2 geninin ifadesinde meydana gelen
AEGISTIMICT. ..ttt e st e e eab e e sab e e e snb e e e nnneeens 98

Sekil 4.51. Direngli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak P-gP/ MDR1 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

Sekil 4.52. Direngli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak MRP1 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler........ 99

Sekil 4.53. Direncli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak MRP2 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler......100

Sekil 4.54. Direncli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak MRP3 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler...... 100

Sekil 4.55. Direngli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak MRP4 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler......101

XXVii



Sekil 4.56. Direngli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak MVP/ LRP geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

Sekil 4.57. Direncli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte
uygulanmasina bagl olarak BCL-2 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler..... 102

Sekil 4.58. Direngli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak LIVIN geninin ifadesinde meydana gelen degisimler. .... 103

Sekil 4.59. Direncli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak Survivin geninin ifadesinde meydana gelen degisimler. . 103

Sekil 4.60. Direngli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak CIAP1 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.....104

Sekil 4.61. Direngli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak XIAP geninin ifadesinde meydana gelen degisimler. 105

Sekil 4.62. 5 pasaj boyunca herhangi bir madde uygulanmayan direngli DU-145 hiicre
hattina 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte uygulanmasina

bagli olarak BCRP/ ABCG2 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler................ 106

Sekil 4.63. Direngli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamistir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantron birlikte

uygulanmasina bagli olarak P-gP/MDRI1 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

Sekil 4.64. Direncli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamustir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak MRP1 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler......107

Sekil 4.65. Direngli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamistir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak MRP2 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler...... 108

Sekil 4.66. Direngli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamistir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak MRP3 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler......108

XXViii



Sekil 4.67. Direngli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamistir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak MRP4 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler......109

Sekil 4.68. Direngli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamigtir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

uygulanmasina bagli olarak MVP/ LRP geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

Sekil 4.69. Direngli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamistir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak BCL-2 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler. ....110

Sekil 4.70. Direngli DU-145 hicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamigtir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

uygulanmasina bagli olarak Livin geninin ifadesinde meydana gelen degisimler. ...... 111

Sekil 4.71. Direngli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamigtir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

uygulanmasina bagli olarak Survivin geninin ifadesinde meydana gelen degisimler. .112

Sekil 4.72. Direncli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamustir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

uygulanmasina bagli olarak CIAP1 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler. ....113

Sekil 4.73. Direncli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamistir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak XIAP geninin ifadesinde meydana gelen degisimler....... 113

Sekil 4.74. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli ABCBI1 geninin ifadesinde
meydana gelen deSiSIMIET. .........ccooiiiiiiiiiii i 115

Sekil 4.75. Direngli DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli ABCBI1 geninin
ifadesinde meydana gelen deGiSImICT. ........ccccveieiieiiieieiereeeeee e 115

XXiX



Sekil 4.76. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere baglit ABCC1 geninin ifadesinde
meydana gelen degisimler. 116

Sekil 4.77. Direngli DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli ABCC1 geninin

ifadesinde meydana gelen deGiSimIer. .........cccviviiiiiiiiiii 117

Sekil 4.78. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere baglit ABCC2 geninin ifadesinde
meydana gelen deGiSIMICT. ..o 117

Sekil 4.79. Direncli DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli ABCC?2 ifadesinde
meydana gelen deGISIMICT. ........uoiiiiiiiiieiii s 118

Sekil 4.80. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli BCRP/ ABCG2 geninin

ifadesinde meydana gelen deiSimIer. ........ccooveiiiiiiiiiiii e 119

Sekil 4.81. Direncgli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli BCRP/ ABCG2

geninin ifadesinde meydana gelen degisimler. .........cccoovveiiiiiiinciiiesee e 119

Sekil 4.82. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli MVP/ LRP geninin

ifadesinde meydana gelen deiSimIer. ..........ooeiiiiiiiiiiiise e 120

Sekil 4.83. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli BCRP/ ABCG2

geninin ifadesinde meydana gelen degiSimler. ..........cccoovvviiiiiiiiiiiiii 121

Sekil 4.84. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli GST geninin ifadesinde
meydana gelen deGISIMIET. .......c.oooiiiiiiiiii e 121

Sekil 4.85. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere baglhi GST geninin

ifadesinde meydana gelen deGisimler. ........cooveierieiiieieie i 122

Sekil 4.86. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli HSP26 geninin ifadesinde
meydana gelen deGISIMIET. .......c.oooiiiiiiiiii e 123

Sekil 4.87. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli HSP26
ifadesindeki deGISIMICT. .......cciiiiiiiiiiiii 123

Sekil 4.88. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli HSP60 geninin ifadesinde

meydana gelen deGISIMIET. .......c.ooiviiiiiiiiicee s 124

Sekil 4.89. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli HSP60 geninin

ifadesinde meydana gelen deisimler. ........ccoceviiiiiiiiiiiii 125

XXX



Sekil 4.90. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere baglit HSP70 geninin ifadesinde
meydana gelen deGiSIMICT. .........coiiiiiiiiiii e 125

Sekil 4.91. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere baglhi HSP70
ifadesindeki deGISIMICT. .......ccvviiiiiiiiie s 126

Sekil 4.92. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli HSP90 ifadesindeki
4 [S1 e E 11 0 1<) TSSO OUR TP 127

Sekil 4.93. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli HSP90 ifadesinde
meydana gelen deGISIMICT. ........uoiiiiiiiiieiii s 127

Sekil 4.94. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli Bip geninin ifadesinde
meydana gelen deGISIMICT. .........oviiiiiiiiiii s 128

Sekil 4.95. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli Bip geninin

ifadesinde meydana gelen degiSimIer. .........c.coeiiiiiiiiiiiiic e 129

Sekil 4.96. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli GRP94 ifadesindeki
14 (S T 11 01 1<) PP P R PR 129

Sekil 4.97. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli GRP94 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler. ........cccoceiiiiiiiiiiiiii 130

Sekil 4.98. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli CuZn-SOD geninin

ifadesinde meydana gelen degiSimler. ..........ccoovviiiiiiiiii s 131

Sekil 4.99. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli CuZn-SOD
ifadesindeki deGISIMICT. .......ccoiiiiiiiiiiii 131

Sekil 4.100. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli Mn-SOD ifadesindeki
AEGISTIMICT. ..ot e e e e b e e san e e nnneas 132

Sekil 4.101. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli Mn-SOD

geninin ifadesinde meydana gelen degiSImIer. ..........cccoovvviiiiiiiiiici 132

Sekil 4.102. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli KAT geninin ifadesinde
meydana gelen deGISIMIET. .......c.ooiviiiiiiiiicee s 133

Sekil 4.103. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli KAT geninin

ifadesinde meydana gelen deisimler. ........ccoceviiiiiiiiiiiii 134

XXXi



Sekil 4.104. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli GS geninin ifadesinde
meydana gelen deGiSIMICT. .........coiiiiiiiiiii e 134

Sekil 4.105. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere baghh GS geninin

ifadesinde meydana gelen deGiSimIer. .........cccviviiiiiiiiiii 135

Sekil 4.106. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli EDEM geninin ifadesinde
meydana gelen deZiSIMICT. ........ccooviiiiiiiiiiii e 136

Sekil 4.107. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli EDEM geninin

ifadesinde meydana gelen deGiSimIer. .........ccceiviiiiiiiiiiii e 136

Sekil 4.108. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli usXBP1 geninin ifadesinde
meydana gelen deGiSIMICT. .........coiviiiiiiiic e 137

Sekil 4.109. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli usXBP1 geninin

ifadesinde meydana gelen degiSimIer. .........c.coeiiiiiiiiiiiiic e 137

Sekil 4.110. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli totalXBP1 geninin

ifadesinde meydana gelen deiSimIer. ..........ooeiiiiiiiiiiiise e 138

Sekil 4.111. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli totalXBP1

geninin ifadesinde meydana gelen degiSimler. ..........cccoovvviiiiiiiiiiiiii 139

Sekil 4.112. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli PERK geninin ifadesinde
meydana deZISTMIET. .......c.oooiiiiiiie s 139

Sekil 4.113. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli totalXBP1

geninin ifadesinde meydana gelen degiSimler. ..........cccooveviiiiiiiiiiiiic, 140

Sekil 4.114. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli ATF4 geninin ifadesinde
meydana gelen deGISIMIET. .......c.oooiiiiiiiiii e 141

Sekil 4.115. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli ATF4 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler. ........ccoceiiiiiiiiiiiiii 141

Sekil 4.116. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli CHOP geninin ifadesinde
meydana gelen deGISIMIET. .......c.ooiviiiiiiiiicee s 142

Sekil 4.117. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli CHOP geninin

ifadesinde meydana gelen deisimler. ........ccoceviiiiiiiiiiiii 143

XXXii



Sekil 4.118. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli Irel-a geninin ifadesinde
meydana gelen deGiSIMICT. .........coiiiiiiiiiii e 143

Sekil 4.119. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagh Irel-a geninin

ifadesinde meydana gelen deGiSimIer. .........cccviviiiiiiiiiii 144

Sekil 4.120. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli IxkBA ifadesindeki
4 [S1 e E 11 0 1<) TSSO OUR TP 145

Sekil 4.121. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagl IkBA geninin

ifadesinde meydana gelen deGiSimIer. .........ccceiviiiiiiiiiiii e 145

Sekil 4.122. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli XIAP ifadesindeki
14§34 T 11 01 1<) PO OUR PO 146

Sekil 4.123. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli XIAP geninin

ifadesinde meydana gelen degiSimIer. .........c.coeiiiiiiiiiiiiic e 146

Sekil 4.124. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli Akt geninin ifadesinde
meydana gelen deGiSIMICT. .........coiviiiiiiiic e 147

Sekil 4.125. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli Akt geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler. ........cccoceiiiiiiiiiiiiii 148

Sekil 4.126. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli BCL-2 geninin ifadesinde
meydana gelen deGISIMIET. .......c.oooiiiiiiiiii e 148

Sekil 4.127. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli BCL-2 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler. ........cccoceiiiiiiiiiiiiii 149

Sekil 4.128. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli SiklinD1 geninin

ifadesinde meydana gelen degiSimIer. ...........coovviiiiiii i 150

Sekil 4.129. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli SiklinD1 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler. ........ccoceiiiiiiiiiiiiii 150

Sekil 4.130. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli PI3K geninin ifadesinde
meydana gelen deGISIMIET. .......c.ooiviiiiiiiiicee s 151

Sekil 4.131. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli PI3K geninin

ifadesinde meydana gelen deisimler. ........ccoceviiiiiiiiiiiii 151

XXXiii



Sekil 4.132. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli VEGF geninin ifadesinde
meydana gelen deGiSIMICT. .........coiiiiiiiiiii e 152

Sekil 4.133. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli VEGF geninin

ifadesinde meydana gelen deGiSimIer. .........cccviviiiiiiiiiii 153

Sekil 4.134. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli Hifl-a geninin ifadesinde
meydana gelen deGiSIMICT. ..o 153

Sekil 4.135. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli Hifl-o. geninin

ifadesinde meydana gelen deZiSIMICT. ........cccvevveiieiiiiieiiese e 154

Sekil 4.136. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli XRP1 geninin ifadesinde
meydana gelen deGiSIMICT. .........coiviiiiiiiic e 154

Sekil 4.137. Direncgli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli XRP1 geninin

ifadesinde meydana gelen degiSimIer. .........c.coeiiiiiiiiiiiiic e 155

Sekil 4.138. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli EXO1 geninin ifadesinde
meydana gelen deGiSIMICT. .........coiviiiiiiiic e 156

Sekil 4.139. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli EXO1 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler. ........cccoceiiiiiiiiiiiiii 156

Sekil 4.140. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli BAX geninin ifadesinde
meydana gelen deGISIMIET..........oocviiiiiiiii s 157

Sekil 4.141. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli BAX geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler. ........cccoceiiiiiiiiiiiiii 158

Sekil 4.142. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli Bid geninin ifadesinde
meydana gelen deGISIMIET. .......c.oooiiiiiiiiii e 158

Sekil 4.143. Direncgli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagl Tnf-a geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler. ........ccoceiiiiiiiiiiiiii 159

Sekil 4.144. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli Kas3 geninin ifadesinde
meydana gelen deGISIMIET. .......c.ooiviiiiiiiiicee s 160

Sekil 4.145. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli Kas3 geninin

ifadesinde meydana gelen deisimler. ........ccoceiiiiiiiiiiiiii 160

XXXiV



Sekil 4.146. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli Kas8 geninin ifadesinde
meydana gelen deGiSIMICT. .........coiiiiiiiiiii e 161

Sekil 4.147. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli Kas8 geninin

ifadesinde meydana gelen deGiSimIer. .........cccviviiiiiiiiiii 161

Sekil 4.148. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli NF-kB geninin ifadesinde
meydana gelen deGiSIMICT. ..o 162

Sekil 4.149. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli NF-xB geninin

ifadesinde meydana gelen deGiSimIer. .........ccceiviiiiiiiiiiii e 163

Sekil 4.150. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli Soks2 ifadesindeki
14§34 T 11 01 1<) PO OUR PO 163

Sekil 4.151. Direncgli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli Soks2 geninin

ifadesinde meydana gelen degiSimIer. .........c.coeiiiiiiiiiiiiic e 164

Sekil 4.152. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagh SitC geninin ifadesinde
meydana gelen deGiSIMICT. .........coiviiiiiiiic e 164

Sekil 4.153. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli SitC geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler. ........cccoceiiiiiiiiiiiiii 165

Sekil 4.154. DU-145 hicre hattina uygulanan maddelere bagh Tnf-a geninin ifadesinde
meydana gelen deGISIMIET. .......c.oooiiiiiiiiii e 166

Sekil 4.155. Direncgli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere baglh Tnf-a geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler. ........cccoceiiiiiiiiiiiiii 166

Sekil 4.156. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli p21 geninin ifadesinde
meydana gelen deGISIMIET. .......c.oooiiiiiiiiii e 167

Sekil 4.157. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagl p21 geninin

ifadesinde meydana gelen deGiSImICT. ..........ccoeiveiieiiiiiiiiiiiiece e 167

Sekil 4.158. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli p27 geninin ifadesinde

meydana gelen deGISIMIET. .......c.ooiviiiiiiiiicee s 168

Sekil 4.159. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli p27 geninin

ifadesinde meydana gelen deisimler. ........ccoceviiiiiiiiiiiii 169

XXXV



Sekil 4.160. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli pS3 geninin ifadesinde
meydana gelen deGiSIMICT. .........coiiiiiiiiiii e 169

Sekil 4.161. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli p53 ifadesindeki
14 [T o353 0311 ) OSSPSR PRSI 170

Sekil 4.162. Direngsiz DU-145 hiicre hattinda canli, 6lii ve apoptotik hiicre miktarlari.

Sekil 4.163. Direngsiz DU-145 hiicre hattinda canli hiicrelerin koyu renkli, 610 hicrelerin

kirmizi- sar1 renkli, apoptotik hiicrelerin yesil renkli gorilmeleri...........cccevvcvvviinennnn 172

Sekil 4.164. Direngli DU-145 hiicre hattina uygulanmasina bagli canli, 6lii ve apoptik

oL Lo I 10V 1« 721 o VA 173
Sekil 4.165. 24 saat sure ile madde uygulanmig direngli DU-145 hicreleri.................. 174

Sekil 4.166. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 72 saat siireyle 0,39-100 nM dosetaksel ve
mitoksantronun birlikte uygulanmasi neticesinde hiicre miktarlarinin 1s1k mikroskobunda

QOTUNTUIENIMESE. .. veeieeeie ettt sre e sreeseeareenreeneenneenns 175

Sekil 4.167. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca 6,25 nM dosetaksel ile
mitoksantron birlikte uygulanmistir. 5. pasaj sonunda 72 saat siireyle 0,39-100 nM
dosetaksel ile mitoksantronun birlikte direncli DU-145 hiicre hattina uygulanmasina bagl

hiicre miktarlarinin 151k mikroskobunda gorintilenmesi. .........cccceveveieiiniiciinnns 176

Sekil 4.168. Madde uygulamas1 yapilmamis direngsiz ve direngli DU-145 hiicre hatlarinin

floresan mikroskop gorlntiilerinin karsilagtirtlmast. ........coocovvvvviinieinneneie s 177

Sekil 4.169. 48 saat siireyle 50 nM dosetaksel uygulamasi yapilmis direngsiz ve direngli

hiicre hatlarinin floresan mikroskobu goriintiilerinin karsilastirilmasi. ............c.c.ee...... 178

Sekil 4.170. 48 saat siireyle 50 nM dosetaksel ve 35 nM 17-DMAG’in birlikte
uygulamasina bagh direngsiz ve direngli DU-145 hcrelerinin floresan mikroskop

gorintiilerinin Karsilastirtimast. .......ccuveeiiieiiiie i 179

Sekil 4.171. 48 saat stireyle 50 nM dosetaksel ve 500 uM ABA’nin birlikte uygulamasina
bagli direngsiz ve direngli DU-145 hucrelerinin floresan mikroskop gorintulerinin

KarSHaStITTIMASL. 1oivvieiiiie et nes 180

XXXVi



Sekil 4.172. 48 saat siireyle 50 nM dosetaksel, 35 nM 17-DMAG ve 500 puM ABA’nin
birlikte uygulanmasina baglh olarak direngsiz ve direngli DU-145 hucrelerinin floresan

mikroskop goruntiilerinin Karsilagstirtlmasi. ..........cccovevieiiieieeie e 181

XXXVii



CIZELGELER DiziNi

Cizelge 1.1. Yapisinda meydana gelen mutasyonlar sonucunda tiimérogenezi tetikleyen

X kromozomuyla iliskili ¢gekinik ve otozomal ¢ekinik baslica genler. ..........cccoovvvviinnnnns 2
Cizelge 3.1. Calismada yapilan analizler ve takip edilen basamaklar. ..............ccceevuvenne 32
Cizelge 3.2. ARPE-19 ve DU-145 hiicre hatlar1 hakkinda genel bilgiler. ...................... 34
Cizelge 3.3. cDNA sentezinde kullanilan maddeler ve miktarlart...........ccccooeiiiiinnnns 51
Cizelge 3.4. RNA’larin cDNA’ya ¢evrilmesi i¢in uygulanan PZR metodu. .................. 51
Cizelge 3.5. Endojen (kontrol) genlerin pirmer baz dizileri. ..........cccocevvveiviiciieieee, 52
Cizelge 3.6. Coklu ilag direnci genlerinin pirmer baz dizileri. ..........ccccooeviiiiiiiinnnns 53
Cizelge 3.7. Apoptoz ve diger 6liim sinyali genlerinin pirmer baz dizileri. ................... 54
Cizelge 3.8. Is1 soku proteini ailesi genlerinin pirmer baz dizileri. ........cccoocevvvivivnnnnns 54

Cizelge 3.9. Oksidatif ve endoplazmik retikulum stresi genlerinin pirmer baz dizileri. 55
Cizelge 3.10. DNA tamir mekanizmasi genlerinin pirmer baz dizileri...........c.ccoovvenene 55

Cizelge 3.11. Onko genler, hiicre biiylime faktorii, hiicre boliinmesi, sag kalim ve apoptoz

inhibitor genlerinin primer baz diZHEr. ... 56

Cizelge 3.12. Bir ger¢cek zamanli PZR reaksiyonunun gerceklesmesi igin kullanilan

00E1 VA9 1001 (5 QR <I 0011 €221 121 TR 56

Cizelge 3.13. Gergek Zamanli PZR ProtoKOIU. ........ccceviiieiiiiniiiiiciecesese s 57

XXXViii



BOLUM 1

GIRIS

Kanser; hiicre i¢inde genetik farklilasmalar neticesinde meydana gelen bir olaydir.
Bu farklilagmalar anormal hiicre ¢ogalmalarina ve bu hiicrelerin ¢gevresinde mevcut olan
doku ve organlara klonal yayilmalarina neden olur. Bunun neticesinde hiicreler dokulari
cevreleyerek invazyonlar ve bu dokulardan uzaktaki dokulara sigrayarak metastaz
meydana getirirler. Genetik anomaliler kanser hiicrelerine se¢ici avantaj saglayarak onlart
saglikli hiicrelere karsi baskin hale getirirler. Genetik anomaliler arttik¢a timodrogenez
(normal hiicrelerin kanser hiicrelerine doniismesi) ve timor gelismesi (metastatik
timorlerin meydana gelmesi ve tedaviye direngli kanserlerin olugsmasi) meydana gelir.
Tumorogenezin ilerlemesi; kolon, prostat ve mesane kanseri gibi kanser tirleriyle
histolojik olarak iliskilendirilirken kanser 6ncii lezyonlar1 herhangi bir kanser sinifina tabi
edilmez. Timorogenezde, timoriin  gelismesinden sorumlu  duzinelerce gen
tanimlanmistir (Malkin vd., 2014; Smith vd., 2014) (Cizelge 1.1.).



Cizelge 1.1. Yapisinda meydana gelen mutasyonlar sonucunda tiimdrogenezi tetikleyen

X kromozomuyla iligkili ¢ekinik, otozomal ¢ekinik ve baskin baslica genler.

Kanser Sendromu

X
Simpson Globi Behmel
Kromozomuyla
. Sendromu
Iliskili Cekinik .
X Kromozomuyla Iligkili

Lemfoproliferasyon Hastalig1
Ataxia Telangiectasia

Bloom Sendromu
Fanconi Anemisi
MUTYH iliskili Polipozis
Otozomal Cekinik Nijmegen Kirig1 Sendromu

Rothmund-Thomson Sendromu
Werner Sendromu

Xeroderma Pigmentosum
Adenomatous Polyposis, Ailesel
Beckwith- Wiedemann
Sendromu
Birt-Hogg-Dube Sendromu
Canale-Smith Sendromu
Cardio-facio-cutaneous
Sendromu
Carney Sendromu
Otozomal Baskin Kalitsal Gogiis- Rahim Kanseri

Sendromu
Li-Fraumeni Sendromu
Leopard Sendromu
Prostat Kanseri (Ailesel)

Retinoblastoma

Wilms’ Timor Sendromu

Tumorogenez neticesinde meydana gelen bu genlerin Grinleri; htcrelerin

Mutasyon Meydana

Gelen Gen

GPC3

SH2D1A

ATM

BLM
FANC Ailesi
MUTYH
NBM
RECQL-4

WRN

XP Ailesi
APC

IGF-2 veya CDKN1C

FLCN
FAS

BRAF/ KRAS
PRKARIA
BRCA1/2

TP53
PTPN11/ RAF1
HPC1, BRCA1/?2
RB1
WT1

Tumor/Kanser
Tipi
Wilms’ Timort,

Hepatoblastoma
Lemfomalar

Lemfomalar,
Losemiler
Birgok Cesit
AML
Kolon
Lemfomalar
Osteosarkoma
Melanoma,
Sarkoma
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Kolon
Bircok Cesit

Renal

Lemfomalar
Bir¢ok Cesit
Testikdler
Gogiis/ Rahim

Bir¢ok Cesit
AML
Prostat

Retinoblastoma

Nefroblastoma

¢ogalmasi, sag kalimi ve dliimsiizlesmeleri gibi bircok olaydan sorumludur.



Tiimdrogenez siiresince cevresel faktdrler genetik farklilasmayi tetikleyebilir.
Ornegin sigara dumanina maruz kalma neticesinde meydana gelen mutasyonlar timdr
tetkileyici gen olan K-ras onkogenini tetikleyebilir veya tiimor baskilayici gen olan p53
(TP53)’11 baskilayabilir. Bundan bagka astbest ve ultraviyole 1s1ma gibi diger kanserojen
ajanlara uzun siireler maruz kalma neticesinde kanser vakalar1 meydana gelebilir. Iyonize
radyasyona maruz kalmanin kanser ve timorogenezle iliskisi atom bombasi araciligi ile
iyonize radyasyona maruz kalanlarda 16semi ve diger kati tiimor vakalarinin gériilmesi
ile ortaya ¢cikmistir. Buna benzer olarak radyoterapi ve kemoterapi gibi genotoksik
ajanlara maruz kalan hastalarda farkli kanser turleri saptanmistir. Bu gibi ¢evresel
faktorlerin kanser timorogenezinde hem genetik anomaliler gibi faktorlerle hemde kok
hiicre genetik cesitlilikleri gibi hiicresel cesitliliklere bagl faktorlerle birlikte etkilesim

icinde oldugu diistiniilmektedir (Anderson, Alsina, Bensinger & Biermann, 2007).

Prostat kanseri; erkek tireme sisteminde bir gesit salg1 bezi olan prostatta meydana
gelir (Shin vd., 2018). Prostat kanserinde hucreler asil mevcut oldugu prostat bezinden
kemik ve lenf nodlari gibi diger bolgelere yayilir (Ruddon, 2007, s. 223). 2010°da yapilan
bir ¢aligmaya goére prostat adenoid bazal hiicreleri, prostat kanserinin en sik meydana

geldigi hiicreler olarak belirtilmistir (National Cancer Institute, 2014) (Sekil 1.1.)
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Sekil 1.1. Igne biyopsisiyle alinan drnekten elde edilen a) porstat adenoid bazal hiicreleri
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ve b) adenoik kistik bazal prostat kanseri hiicreleri (Yang, Entee & Epstein, 1998).



Baslangigta higbir belirti gorilmez iken, ileri asamalarda idrar yapmakta
zorlanmaya, idrarda kanin mevcudiyetine veya idrar yaparken pelviste veya bel bolgesinde
agriya neden olabilir. Iyi huylu prostatik hiperplazi olarak bilinen diger bir hastalik ile
benzer belirtiler gorulebilir. Daha ileri belirtiler olarak kirmizi kan hiicre miktarinin
azalmasina bagli yorgunluk g0sterilebilir (National Cancer Institute, 2014). Prostat
kanserinin tam olarak hangi sebeplerden meydana geldigi kesin olmamakla birlikte risk
faktorlerinin baginda obezite, yas ve aile dykiisii gelmektedir (Cruijsen vd., 2005). 45 yas
alt1 erkeklerde ¢ok nadir olmakla birlikte, ileri yaslarda daha sik gorlilmektedir. Ortalama
teshis yas1 70 olmakla birlikte vakalarin %99’undan fazlasinin 50 yas istiinde oldugu
bildirilmistir (Hsing & Chokkalingam, 2006). Cin, Alman, Israil, Jameika ve Uganda’l
bireylerde yapilan otopsi sonuglarina gére 50 yas grubu kadavralarda %30, 70 yas grubu
kadavralarda ise %80 prostat kanseri tespit edilmistir (Hankey vd., 1999). Aile bireylerinde
prostat kanseri mevcut olan bireylerin olmayanlara gore iki kat daha fazla prostat kanseri
olma riskiyle kars1 karsiya olduklar1 belirtilmistir (Breslow vd., 1977). Prostat kanseri
olma riski; erkek kardeslerinde prostat kanseri mevcut olanlarin, babalarinda olanlara
oranla daha yulksektir. Yiksek tansiyonu olan bireylerde prostat kanseri olma riski
olmayan bireylere gére daha fazladir (Jemal vd., 2005). Islenmis etlerle yapilan diyetler,
kirmiz1 eti veya siit lirtinlerini bol miktarda tiiketmek veya yesil sebzeleri diisiik miktarda
tiketmek prostat kanseri riskini arttiran diger faktorler arasinda oldugu belirtilmistir
(Steward & Wild, 2014). Cinsel temas yoluyla gecis saglayan Neisseria gonorrhoeae
adindaki bakterinin neden oldugu Gonorhhea olarak bilinen hastalik da prostat kanseriyle
iliskilendirilmistir (Caini vd., 2014). Onemli bir risk faktorii de BRCA genlerinde meydana
gelen mutasyonlaridir (Lee vd., 2016). Ayrica diizenli egzersiz yapmayan bireyler diisitk
oranda da olsa prostat kanseri olma riskiyle kars1 kargiyadir (Martin, Vatten, Gunnell &
Romunstad, 2010). Prostat kanserinin baslica tedavi yontemleri olarak; cerrahi miidahale,
radyasyon terapisi, hormon terapisi veya kemoterapi sayilabilir (National Cancer Institute,
2014). Kanser, sadece prostatin i¢ kisminda olustugunda kemoterapi uygulanabilmektedir
(Ruddon, 2007, s. 223). Ancak kanser kemiklere yayildiginda agr1 tedavisi, biyofosfonat
tedavisi (kemik yogunlugunu korumak i¢in uygulanan bir tiir tedavi) ve hedef doku
tedavisi uygulamanin daha uygun oldugu bildirilmistir. Kanserin yasa bagl ve/veya diger
saglik problemleriyle birlikte meydana gelisi, daha inatg1 bir yol izlemesine neden olmakla

birlikte bir¢ok insan i¢in prostat kanserinin dogrudan 6liimle sonug¢lanmadig: bildirilmistir



(Bray vd., 2018). Diinya Saglik Orgiitii’niin 2018 verilerine gore tiim kanserler icerisinde
dordiincii sirada yer alan prostat kanseri 1,3 milyon birey ile diinya genelinde tim kanser
vakalarinin %7,1’ini olusturmaktadir. Globocan 2018 verilerine gore her 100.000 kisi i¢in;
Kuzey Avrupada 85,7 kisi, Bat1 Avrupada 75,8 kisi, Gliney Avrupada 60,7 kisi ve Dogu
Avrupada 42,2 kisinin prostat kanseri oldugu tespit edilmistir. Bu bdlgelerdeki 100.000
kisi bagina 6liim oranlari ise sirasiyla; 13,5; 10,1; 7,9 ve 13,5tur (Bray vd., 2018). Tiirkiye
Istatistik Kurumu verilerine gore iilkemizde 2017 yilinda 3703 ve 2018 yilinda 3568 kisi

prostat kanserinden hayatini kaybetmistir.

Gunimiizde kanser ile savasta en ¢ok basvurulan yontemlerden biri kemoterapidir
ve 200 den fazla kanser tiirii i¢in yaklagsik 50 ¢esit kemoterapik ajan mevcuttur. Kansere
kars1 kemoterapi uygulandiktan kisa bir siire sonra siklikla ¢oklu ilag direnci meydana
gelmektedir ve bu durum %90 éliimle sonuglanmaktadir (Diinya Saglik Orgiitii, 2014).
Bu bilgiler dogrultusunda, bu tezde ¢oklu ilag direngli prostat kanseri (DU-145) hucreleri
Uzerinde absisik asit (ABA) ve 17-N,N-dimetilaminoetilamino-17-demetoksi
geldanamisin  (17-DMAG)’in farkli konsantrasyonlarinin ¢oklu ilag direncinin
kirilmasindaki rolleri ve kemoterapik etkileri ile ABA ve 17-DMAG’m etkiledigi
hiicresel sinyal yolaklarinin belirlenmesi ve boylece kanser tedavisine yeni ve sitotoksik
etkisi diisiik kemoterapi ajanlart veya yardimci tedavi ajanlarinin kazandirilmasi
amaglanmistir. Bu amacla ilk olarak dosetaksel ve mitoksantronun disiik dozlari
uygulanarak ¢oklu ilag direngli DU-145 hiicreleri meydana getirilmistir. Daha sonra hem
direncli hem de direngli olmayan hiicre hatlar1 i¢in 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5
diphenyl tetrazolium bromide (MTT) analizi yontemiyle dosetaksel, mitoksantron, ABA
ve 17-DMAG igin %50 6limcil doz (1C50) degerleri hesaplanmistir. Coklu ilag direnci
gelisip gelismedigi hem MTT analizleri ile hem de coklu ilag direnci genlerinin ifade
seviyelerindeki artisa bakilarak yorumlanmustir. Ugiincii asamada coklu ilag direngli DU-
145 hucrelerinin direncini azaltabilecek veya ortadan kaldirabilecek ABA ve 17-DMAG
miktarlar1 kullanilarak karsilastirmali gen ifadesi analizleriyle bu iki ajanin ayr1 ayri ve

birlikte kullanilmasina bagli kemoterapik etkileri arastirilmigtir.



BOLUM 2

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Coklu ila¢ Direnci Nedir ve Hangi Faktorlere Bagh Olarak Gelisir

Kanser gliniimizde dinyada 6nde gelen 6lim nedenlerinden biridir. Global kanser
istatistik kurumu 2018 verilerine gore 18,1 milyon yeni kanser vakasi tespit edilmis ve

ayni y1l i¢inde 9,6 milyon kanserli birey hayatin1 kaybetmistir (Bray vd., 2018).

Kanser kemoterapisi 1940’11 yillarda hardal gazi gibi genel sitotoksik ajanlarin
kullanilmasi ile baglamig, 1960’larda vinka alkaloidleri ve antrasiklinler gibi giiniimiizde
halen kanser tedavisinde kullanilan dogal kokenli antikanser ilaglarin gelistirilmesi ile

devam etmistir (Peer vd., 2007).

Giiniimiizde yaklagik 200 farkli kanserin tedavisinde kullanilan 50 kadar farkli
kemoterapi ilact mevcuttur. Ancak bu kemoterapi ilaglarinin segici 6zelligi olmadigindan
saglikli organlarda da hasarlara neden olabilmektedirler. Bu tip ajanlarin normal
organlardaki toksisitesini sinirlandirmak igin ilag molekiilleri; lipozomlar, miseller, mini
hucreler, lipopleksler, altin nanopartikiiller, manyetik nanopartikiiller, karbon nanotiipler,
dendrimerler, cekirdek pargaciklari, polimer-ilag bilesikleri gibi partukillere yuklenerek
veya kapsiillenerek ilaglarin 6zellikle kanser hiicreleri tarafindan alinmasi saglanmaktadir
(Cyrus vd., 2009; Peer vd., 2007).

Her ne kadar kemoterapi ajanlar1 kanser hiicrelerini o6ldlrse de, uzun sireli
uygulamalarda veya bazen kisa siireli bir uygulamadan sonra bu hiicreler uygulanan
ilaglara kars1 direng gelistirebilmektedir. Bu durum c¢oklu ila¢ direnci olarak
adlandirilmaktadir (Lugmani, 2005; Persidis, 1999).



Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri, bobrek ve kolon kanseri gibi bazi kanserler
uygulamanin baslangicindan itibaren kemoterapi ilaglarina cevap vermemektedir ve bu
durum primer veya dogal direng olarak isimlendirilmektedir. Diger taraftan bazi kanserler
tedavinin erken safhalarinda ilaglara iyi cevap verseler de daha sonra bu etki
azalmaktadir. Bu durum kazanilmig direng olarak adlandirlir. Kanserle miicadele igin ilag
uygulamasi yapilirken farkli tipte bilesikleri iceren ilag molekiillerine karsi kanser
hicreleri kalkan olarak kullanmak (izere genlerini aktif hale getirerek benzer veya
tamamen farkli ilaglara direngli hale de gelebilirler (kazanilmis direng) (Chabner &
Roberts, 2005; Lugmani, 2005; Persidis, 1999). la¢ direnci; farmakolojik miidahaleye
kars1 hiicre, doku ve organlarin direng gelistirmesidir. Bu durum ilk olarak bakterilerin
dogal antibiyotiklere karsi ilag direnci gelistirmesiyle saptanmistir. Ancak daha sonra
kanser hiicrelerinde de ayn1 durumun mevcut oldugu ortaya ¢ikmistir. Ilag direncinin
gelismesinde baslica iki farkli unsur vardir. Bunlardan birincisi hastaliga 6zgiil ilag
direncinin gelismesidir. Ikincisi bakterilerde ve insan kanser hiicrelerinde ilacin disari
pompalanmasi mekanizmasidir. Bu durumlar evrimsel olarak korunmustur. ilaca direncin
gelismesine etken faktorler; ilag inaktivasyonu, ilacin hedefinde alternatif olusturulmasi,
ilacin digar1 pompalanmasi, DNA hasarlarinin tamir edilmesi, epigenetik faktorler, hiicre
O6lumundn inhibisyonu ve kanserde epitel mezensimal gecis (EMG) gelismesidir
(Housman vd., 2014) (Sekil 2.1.).

I Epigenetik I I ilacin Disari Pompalanmasi I

I ilag inaktivasyonu I» e \ ¥ ,,—l DNA Hasar Tamiri I
— -

L&

ilag Direnci I
> ) S
ilaca Alternatif Hedef — = Hiicre Oliimiiniin
Olusmasi I inhibisyonu
Epitel-Mezensimal Gegis I

Sekil 2.1. Insan kanser hiicrelerinde ilag direnci meydana getiren faktérlerin kategorize

edilmesi.

Bu etkiler, kemoterapi ilaglarinin etkilerini sinirlandirmaktadir. Coklu ilag direncine karsi

giiclii antikanser ilaglarin kesfi i¢in yeni stratejilerin gelistirilmesi gerekmekte ve bunu



basarabilmek icin kanser hiicrelerinin ilaglara karst direng gelismesinden sorumlu
mekanizmalarimin  anlasilmast  gittikge Onem kazanmaktadir. Bu mekanizmalar

birbirinden bagimsiz olarak veya birlikte ¢esitli sinyal yolaklarini etkiler (Housman vd.,
2014).

2.1.1. Tla¢ Inaktivasyonu

Birgok antikanser ilaci, ilgili oldugu hiicre reseptoriine baglanarak hiicre igine
alinir ve metabolik olarak aktif hale gelir. Kanser huicreleri bu aktivasyonu azaltici veya
tamamen baskilayict bir direng gelistirir. Cerrahi miidahale gormiis ilerlemis rahim
kanserli hastalar platin ve taksan temelli kemoterapi tedavisi gormektedirler. Platine karsi
diren¢ olugmasindan sorumlu yollardan biri metallotiyoneyin ve tiyol glutatyon araciligi
ile ila¢ inaktivasyonudur ve bu durum detoksifikasyon sistemi tarafindan gergeklestirilir
(Mehta & Fok, 2009). Ayrica apoptotik proteinlerin yapisinda meydana gelen degisimler
de ilag direnci gelismesine neden olur. Kemoterapiye cevap kisa bir siireligine apoptoz
ve timor supresor proteini olan p53 tarafindan tetiklenir. Kanser vakalarinda p53 geni
%50 ihtimalle mutasyona ugrar (Rivlin, Brosh, Oren & Rotter, 2011). Bu gende delesyon
veya mutasyon meydana gelmesi onun fonksiyonunu yitirmesine neden olur ve ilag
direnci olusur (Aas vd., 1996). Alternatif olarak; p53 duzenleyicileri olan kaspaz-9 ve
onun kofaktorleri veya apoptotik proteaz aktivasyon faktori (APAF-1)’niin
inaktivasyonu ilag direncinin meydana gelmesine neden olur (Soengas vd., 1999). ilag
aktivasyonu veya inaktivasyonu ile ilgili diger onemli bir inceleme glutatyon S-
Transferaz (GST) slper ailesi Uzerine yapilmigtir. Bu siiper aile detoksifikasyon
enzimlerinden meydana gelmektedir ve gorevi hiicresel makro molekulleri elektrofilik
birlesenlerden korumaktir. GST’ler dogrudan detoksifikasyona neden olarak ve mitojen
aktive edici protein kinaz (MAPK) yolagini inhibe ederek ila¢ direncinin gelismesine
neden olurlar (Towsend & Tew, 2003). GST ifade seviyesinin artmasi, kanser
hiicrelerinde antikanser ilaglarina karsi detoksifikasyonun artmasina neden olur. Bu
durum neticesinde kanserli hiicreler bu ilaglar tarafindan daha az sitotoksik etkiye maruz
kaldig1 i¢in daha az hasar gorurler (Manolitsas, Englefiled, Eccles & Campbell, 1997).
Bu artis ayni zamanda apoptozun baglattifi bircok faktoriin baskilanmasiyla da
iliskilendirilmistir (Cumming vd., 2001). Bu durum Sekil 2.2.’de sematize edilmistir
(Akhdar, Legendre, Aninat & Morel, 2012).
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Sekil 2.2. ilag inaktivasyonu ve ilag inaktivasyonundan etkilenen baslica genler.

2.1.2. Ilaca Alternatif Hedeflerin Olusmasi

Bir ilag; molekiler hedeflerinde meydana gelen mutasyonlar veya gen
ifadelerindeki degismelere bagli olarak farkli etkiler gostermektedir. Kanserlerde bu ¢esit
alternatif hedeflerin olugmasi ¢ogunlukla ilaca direncin gelismesine neden olmaktadir.
[lag hedeflerinin degismesi, ilag aktivasyonunun aracilik ettigi sinyal iletim
mekanizmalarinin degismesine ve bu durumda ilag direncinin gelismesine neden
olmaktadir. Ornegin HER2-pozitif gdgiis kanseri tiimérlerine bir monoklonal antikor olan
trastuzumab (Herseptin) uygulanmasi, kemoterapinin etkilerini yilksek derecede
arttirmaktadir. Bununla birlikte birgok hasta baglangicta trastuzumab tedavisine olumlu
yanit vermektedir ancak tedaviye bu ilagla devam edildiginde diren¢ meydana gelmekte
veya geligsmeler tekrar eski haline donmektedir. Ayn1 zamanda bazi hastalar HER2-pozitif
olmasina ragmen tek basina trastuzumab uygulamasina kars1 hemen hemen higbir yanit
verememektedir. Hucre-hicre inhibisyonu, buyime faktor reseptérlerinin birlikte ifade
olmasi, PI3K/Akt yolagimin aktive olmasi, fosfataz ve tensin homologunun (PTEN)

fonksiyonunu kaybetmesinin direncin meydana gelmesinde etkili olan faktorler oldugu



distintilmektedir (Berns vd., 2007; Dieras vd., 2007). PI3K/ Akt yolaginin aktive olmasi
Sekil 2.3.’te gosterilmistir (Toren & Zoubeidi, 2014).
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Sekil 2.3. PI3K/ Akt yolaginin aktive olmasi.

Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 reseptorii (IGF1R) gen ifadesi seviyesinin
trastuzumab  tedavisine  direncli  hicrelerde, direncli  olmayan hicrelerle
karsilastirildiginda Onemli derecede yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu nedenle
aragtirmacilar IGF1R inhibisyonunun HER2-pozitif gogiis kanseri hiicrelerinde yaniti
olumlu yonde etkileyecegini, IGF1R ve HER2’ nin ikisini birden hedef almanin HER2-
pozitif hiicrelerde daha olumlu bir yanit olusturacagini rapor etmislerdir (Browne vd.,
2011).

2.1.3. ilacin Disar1 Pompalanmasi

Kanserlerde ilag direnci mekanizmasiyla ile ilgili en ¢ok ¢aligmalar hiicre iginde
biriken ilacin disari pompalanmasi {izerine yapilmistir. Saglikli hiicrelerde plazma
membranindan, ATP-baglayici kaset (ABC) tastyici ailesi protein tiyelerinin araciligr ile

disart pompalanmanin dizenleyici etkisi 6nemli Olcude calisiimistir. ABC tasiyicilar
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transmembran proteinleridir. Sadece insan hicrelerinde bulunmazlar, varolan bitin
tirlerde mevcuttur ve birgok ¢esit bilesenin hiicre disina atilmasindan sorumludurlar.
Tastyict yapilarinin proteinden proteine farklilik gdsterdigi diisiiniilmektedir. Insanlarda
ABC ailesinin 49 uyesi bilinmektedir (Lage, 2008). 49 adet ABC ailesi lyesi haricinde
21 adet ABC psddogeni tanimlanmustir (Piehler, Hellum, Wenzel, 2008). Ayrica bir bitki
tlrd olan Arabidopsis thaliani’nin 120 adet ABC proteini kodladig: tespit edilmistir (Rea,
2007). Bu proteinler iki farkli kisma gore siniflandirilirlar. Bu kisimlar; yuksek derecede
korunmus bir niikleotid baglanma kismi ve daha degisken olan transmembran kismidir
(Chang & Roth, 2001). Bu kisimlar ilgili baz1 6rnekler Sekil 2.4.”te gosterilmistir (Gerloff
vd., 1998).

A ABCBE1 ve ABCB11

NBD 1 NBD 2

C ABCG2 NBD 1 NBD 2
MSD 1

NBD 1

Sekil 2.4. A’da ABCBI (P-gP) ve ABCB11’in, B’de ABCC1 (MRP1), ABCC2 (MRP2)
ve ABCC3 (MRP3)’iin, C’de ABCG2 (BCRP/MXR)’nin transmembran ve baglanma

kisimlari.

Ilgili substrat, transmembran kismima baglaninca ATP hidrolizi gergeklesir ve
niikleotid baglayan tarafi konformasyonel olarak degiserek substrati hiicre disina iter. Bu
disa pompalama mekanizmasi, hiicre i¢inde toksinlerin asirt birikmesinin 6nlenmesi

acisindan énemlidir (Sauna & Ambudkar, 2001). ABC tasiyicilari karacigerde ve barsak
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sisteminde yuksek seviyelerde ifade olurlar ve bu dokularda biriken ila¢ ve zararli
maddeleri safra kanalina ve barsak liimenine pompalayarak uzaklastirirlar. Ayni zamanda
kan-beyin bariyerinin korunmasinda onemli rolleri vardir (Borst & Elferink, 2002;
Schinkel vd., 1994).

ABC tastyicilarinin toksinleri hiicre disina pompalama olay1 normal bir islem iken
bu durumun ayni1 zamanda kanser hucrelerinin ilaglara karsi1 direng mekanizmasiyla
iliskili oldugu da bilinmektedir. Coklu ilag direnci proteini 1 (MDR1), coklu ilag direnci
ile iliskili protein 1 (MRP1) ve gogiis kanseri direng¢ proteini (BCRP) olarak
isimlendirilen Ug tasiyici protein birgok kanser vakasinda ilag direncinde oncelikli rolii
ustlenmektedir. Cok genis substrat gruplarina 6zgiil olan bu proteinler vinka alkoloidleri,
epipodofilotoksinleri, antrasiklinleri, taksanlari ve kinaz inhibitorlerini hiicre disina
pompalama kabiliyetine sahiptirler (Sekil 2.5.) (Wang, Zhang, Kathwala & Chen, 2014).

Doksorubisin, : < . . 3 g
irinotekan, Topotekan, ||Paklitaksel, Doksorubisin Mitoksantron, LT?A' Sisplatin, Vinka Alka'IO}dlerl, Folik
6-Merkaptopurin, Mitoksantron, Metotreksat, Asltf Metotrek.sét, A.ntmslkllnler, GSH
6-Tiyoguanin,.... Dosetaksel, Metotreksat|| Bisantren,... Konjugatlari, Bilirubin,...

\
4
|
m}ll_llllll- LRI R mm_n;n_ cr——
ABCCA ABCC3/6 ABCB1 ABCG2 ABCC1 LTE4, GSH, Sisplatin,
= Bilirubin Konjugatian,
Q Vinka Alkoloidleri,
= Metotreksat,....
= LTC4, Dosetaksel,
) . 2 Paklitaksel,
Endoplazmik Retikulum (€2 » S Vinkaistin,
Epotilon-B,....
Mitokondri
2
Q cAMP, cGMP, GSH,
' 5-Fu, 6-MP, PMEA,
. ! i = o Metotreksat,
Hiicre Cekirdegi 3 = Sisplatin,....
2 ImE
I e

Sekil 2.5. ABCBL1 (P-gP), ABCG2 (BCRP/ MXR), kisa ABCC4, ABCC5, ABCCl11 ve
uzun ABCC1 (MRP1), ABCC2 (MRP2), ABCC3 (MRP3), ABCC6, ABCC10 tastyict
pompalarinin lokalizasyonu ve topografik yapilari. Herbir ABC tasiyicisi, kendi yapisina

6zgul endojenik ve zenobiyotik substratlar disari tasir.

Coklu ilag direnci genleri bu 6zelliklerinden dolay1 kemoterapi ajanlarina karsi
kanser hiicrelerini korurlar. P-gP’yi iireten MDR1 ilk tanimlanmig olanidir ve Gizerinde
en cok calisilamidir (Gottesman & Bates, 2002; Hilgendorf, 2007; Szakas vd., 2004).
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Kolon, karaciger ve bobrek dokularinda kanser gelisince MDR 1’in ifade seviyesinde artis
meydana gelmektedir. Tlging olarak, bir calismada doksorubisinin uygulandig: akciger
kanser hiicrelerinde MDRI1 seviyesinde artis belirlenirken normal saglikli akciger
hiicrelerine uygulandiginda MDR1 artis1 olmadig bildirilmistir (Haber vd., 2006). Bu
durum bitun var olan ve sonradan kazanilmis MDR1 asir1 ifade mekanizmalar1 igin 6rnek
teskil etmektedir. Karaciger, prostat ve gogiis gibi dokularda normal kosullarda MDR1
ifade olmamaktadir. Bu dokularda meydana gelen ila¢ direnci genellikle MRP1 ve
BRCP’nin asir1 ifade olmasina neden olur. BCRP normal hiicreleri; zenobiyotikler,
devam eden hem ve folat homeostazinin meydana getirdigi toksik etkiye kars1 korur, ayni
zamanda kok hiicrelerde ifade olur. Tiimor hiicrelerinde bu tasiyict proteinlerin ifade
miktarmin artmasiyla ilgili ¢esitli kanser tipleri iizerinde yapilan bir¢ok c¢alisma
sonucunda 6nemli klinik veriler rapor edilmistir. Noroblastomalar tizerinde yapilan bir
calismada MRP1’in yiiksek seviyede ifadesi anlamli klinik verilerle iliskilendirilmistir
(Yanase vd., 2004). Benzer olarak, kiigiik hiicreli akciger kanserli hastalarda BCRP’nin
ifadesinin ilaca yanitta ve sag kalimin tahmin edilmesinde ©nemli rolii oldugu
diistiniilmektedir. Bazen gefitinib gibi BCRP inhibitorii ilaglar kullanildiginda ilacin
disar1 pomplanmasinda azalma meydana gelmektedir. Bu ilaglar tirozin Kkinaz
inhibitoridir ve gorevleri BCRP’nin tasiyici aktivitesini bloke ederek ilag direncini
engellemektir (Doyle vd., 1998). BCRP’yi dogrudan inhibe edebilecek bazi bilesikler
tanimlanmstir. Mesela 6strojenin, BCRP’nin gen ifadesini diizenlemesinde bir¢ok etkiye
sahip oldugu acikliga kavusmustur. Gogiis kanseri hiicreleri {lizerinde yapilan bir
calismada 17b estradiol’iin BCRP ifade seviyesinin azalmasina neden oldugu ve bu
nedenle kemoterapik ilaglardaki konsantrasyonunun arttirildigi bildirilmistir (Imai,
Ishikawa, Asada & Sugimoto, 2005).

Sinyal molekiillerinin kinazlanma gibi tegvik edici aktiviteleri hiicrelerin normal
hlicre dongiisiiniin disina ¢ikmalarina neden olur ve sonu¢ kanserdir. Ek olarak bu
proteinler P-gP ifadesini diizenler ve ilag¢ direncinin gelismesine yardimci olurlar.
Ostrojen, ER-pozitif gogiis kanseri hiicrelerinde P-gP protein sentezini baskilarken,
doksorubisine direncli ER-negatif rahim kanseri hucrelerinde veya ER-negatif gogiis
kanseri hiicrelerinde bu baskilamay1 sergileyemez (Mutoh, Tsukohara, Mitsuhashi,
Katayama & Sugimoto, 2006). Buna karsilik MAPK yolagindaki; HRas, c-Raf, MEK1/2,

ERKZ1/2 gibi proteinlerin asir1 ifadesi, tirozin kinaz aktivitesi araciligi ile P-gP ifade
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seviyesini arttirir. Ekstraselliiler sinyal diizenleyici kinaz (ERK) yolag: inhibitorleri P-gP
aktivitesini azaltirken EGF ve FGF gibi biiylime hormonlar1 P-gP’nin ifadesini diizenler
(Katayama, Yoshioka, Tsukahara, Mitsuashi & Sugimoto, 2007). Bircok proteinin
yapsinin sabit kalmasindan sorumlu ve bir saperon proteini olan HSP90’1n inhibisyonu
P-gP ifadesini azaltir (Fukuyo, Hunt & Horikoshi, 2010). Bitiin bu veriler; P-gP’nin
ifadesinin ve yapsinin, tiimdr hiicrelerinin gelismesiyle siki bir iliski icinde oldugunu

gostermektedir.
2.1.4. DNA Hasarlariin Onarilmasi

Hasarli DNA’larin tamirinin antikanser ilaclarina karst direng gelismesinde
onemli rolii oldugu diisiiniilmektedir. Kemoterapi ilaglar1 dogrudan veya dolayli DNA
hasar1 meydana getirir. Bu DNA hasarina yanit olarak kanser hiicrelerinde DNA hasarina
cevap (“DNA Damage Response”, DDR) mekanizmasi araciligi ile ilacin etkisi ortadan
kaldirilir. Ornegin platin igeren bir kemoterapi ilaci olan sisplatin; DNA capraz baglarin
olugmasina neden olarak hiicreleri apoptoza gotiirmektedir. Bununla birlikte siklikla
platin igeren ilaglara kars1 direng gelisir. Bu durumda niikleotid kesip ¢ikarma tamir
mekanizmasiyla capraz (hatali) eslesen niikleotid ¢ikarilir, homolog rekombinasyon ile
hatal1 eslesen bazin yerine dogru eslesme saglanir, boylece sisplatinin etkileri eski haline
¢evrilmis olur (Bonanno, Favaretto & Rosell, 2014; Selvakumaran, Pisarcik, Bao, Yeung
& Hamilton, 2003). Bu durum Sekil 2.6.’da gosterilmistir (Lindahl, Modrich & Sancar,
2015).
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Baz kesip ¢itkarma
ile onarim 0.‘ ® e G.‘ ® e
Baz kesip ctkarma ile onarnm a
mekanizmasi. Bir niikleotide ait bir baz; @7 L J ‘ @7 % % ‘ %
ornegin sitozin hasar gérdugiinde DNA
onarilir

Sitozin kolayhkla bir amino grubu Urasil guanin ile baz cifti
kaybeder ve genellikle urasil'e olusturamaz
donusiur

® e ® o pH 0o
9 ¢ 9 o g e P 9%‘:1@7

3 . o{ .. 2 .o . - I A DNA polimeraz boslugu
Glikosilaz adh bir enzim hatayr Diger yardima enzimler niikleotidin geri doldurur ve DNA ligaz
bulur ve urasil'i kesip akanir kalan kismini DNA zinicirinden cikanr

zinciri baglar
Sekil 2.6. Hatali eslesen bazin kesip ¢ikarilma mekanizmasi.

Buna goére DNA hasariyla sitotoksik etki gosteren kemoterapi ilaglart DDR
mekanizmasi karsisinda ¢ogu kez basarisizliga ugramaktadir. Bunun i¢cin DNA hasari
meydana getiren kemoterapi ilaglariyla birlikte DNA tamir mekanizmasini inhibe edecek
birlesikler kullanmak bu ilaglarin etkinligini arttirmaktadir. DDR genlerinin islevlerinde
meydana gelen kayiplar veya onlarin mekanizmalarini mutasyonlar veya epigenetik
susturma teknikleriyle bozmak bircok kanser tipi icin potansiyel tedavi olarak
gorulmektedir (Curtin, 2012; Esteller, 2000; Goode, Ulrich & Potter, 2002). Bununla
birlikte bazi DDR mekanizmalar1 yeniden diizenlenerek tekrar islevsel hallerine
donebilmektedirler. DNA tamir aktivitelerinin artmasiyla birlikte direncin de artmasina
ragmen, bu dengeleyici mekanizma kemoterapi igin iki avantaj saglamaktadir. Birincisi;
asir1 derecede aktif olan DDR yolaklarin1 dogrudan kemoteropatik ilaglarla hedef alarak
(6zellikle DNA hasari olusturan ilaglarla) kanserleri savunmasiz hale getirilebilir. Digeri
ise daha 6nceden kazanilmis olan DDR mekanizmasina etki eden DNA hasar1 yapici ilaci
stirekli olarak kullanarak hasarli bir DDR yolagi olusturmaktir. Her iki kemoterapi
stratejisi de esasinda ileri derecede aktif ve daha az aktif DDR mekanizmasini hedef

almaktadir.
2.1.5. Hiicre Oliimiiniin inhibisyonu

Hicre 6lim0; apoptoz ve otofaji olmak (izere iki Onemli olay tarafindan

diizenlenir. Bu iki olay birbirinden farkli olmasina ragmen her ikisi de hiicre 6liimiiniin
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gerceklesmesini saglar. Apoptoz iki temel yolaga dayanmaktadir. Bunlardan birincisi B-
hicreleri Lenfoma 2 (BCL-2) ailesi proteinlerini, kaspaz-9’u ve Akt’yi igeren
mitokondrinin aracilik ettigi asil yolaktir (Sekil 2.7.) (Kennedy, S. G., Kandel, E. S.,
Cross, T. K. & Hay, N, 1999).

Apoptozun Tesvik

Edilmesi Akt
l Bj_-z /
A
* —l =
Mitokondri Apaf-1 Aktif kaspaz-9
dATP
prokaspaz-9 i
Aktif kaspaz-3
Apoptoz

Sekil 2.7. Akt’nin, mitokondrinin aracilik ettigi apoptotik yolakta kaspaz aktivitesini

tesvik etmesi.

Digeri ise hiicre yuzeyinde mevcut olan 6lim reseptorlerinin oldugu ikincil
yolaktir. Birincil ve ikincil yolaklar asag1 yolda kaspaz-3’ii aktive eder. Apoptoz igin
elzem olan molekil kaspaz-3’tiir. Bununla birlikte birincil ve ikincil yolaklar arasinda
iletisim de mevcuttur. Bircok cesit kanserde; BCL-2 ailesi proteinleri, Akt ve diger
antiapoptotik proteinler yuksek derecede ifade olmaktadirlar. Bununla birlikte Nf-k3 ve
STAT gibi asag1 yonde transkripsiyonu diizenleyen modiilatorler son derece aktiftir.
Bunlar ila¢ gelistirilmesi i¢in ¢ok iyi birer hedeftir. Tiimor nekrozis faktor ile iliskili
apoptozu tetikleyen ligand (TRAIL)’in rekombinant sekli ve bu reseptdrlerin agonistik
antikorlar1 kaspaz-8’i aktive ederek apoptozu tetikler. Klinik miidahaleler ile TRAIL’in
baskilanmasi sonucunda ¢ok dnemli bulgular elde edilmistir (Sekil 2.8.) (Safa & Pollok,
2011).
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Sekil 2.8. TRAIL’in apoptotik yolak tizerindeki tesvik edici etkisi ve TRAIL inhibitor

olan c-FLIP’in sag kalim ve hiicre boliinmesi yolaklari izerindeki etkisi.

Aslinda birgok BCL-2 ailesi proteini inhibitori kanser hicrelerinde apoptozu
tetiklemede etkili olmaktadir ancak bu inhibitorlerin uzun siire kullanilmasi1 direng
gelismesine neden olmaktadir. Buna ilaveten gogiis kanseri hiicrelerinde HDACi’nin
TRAIL’e hassasiyet gosterdigi bildirilmistir (Soria vd., 2010). Sarkar ve Faller’in yaptigi
iki farkli galismadan birinde; HDACi’1n rahim kanseri hiicrelerinde telomer analogu GT-
oligo’ya hassasiyet gosterdigi, digerinde ise GT-oligonun rahim kanserlerindeki
TRAIL’e hassasiyet gosterdigi saptanmistir. Bircok kanser ilact MAPK yolaginin son
basamagindabulunan c-JUN N-terminal kinaz (JNK)’1 aktive ederek apoptozu tetikler.
TRAIL, JNK’nin aktive olmasiyla apoptozu tetikler ve JNK yolagmin inhibe olmasi
siplatinin tetikledigi apoptozun inhibe olmasina neden olur (Sarkar & Faller, 2011; 2013).
Ilag direnci kazanmis kanser hiicreleri ile ilgili biitiin bu verilerden yola ¢ikarak
sistotoksik bir ilacin olusturdugu alternatif bir gen ifadesine veya diizenlenmeye bagli
olusan 6liim yolagim ikinci bir ilag uygulanmasiyla destekleyerek bu hticrelerin direnci

kirilabilir ve 6liimleri gerceklesebilir.
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Otofaji; asidik lizozomal pH’ta fagolizozomal Oliimiin ger¢eklesmesidir.
Klorokinon ve onun turevleri pH’1 yiikselterek lizozomdaki pargalayict enzimleri inaktif
hale getirir ve otofajiyi engeller. Bu ilaglar ilk olarak sitma tedavisinde kullanilmis ancak
daha sonra kanser hiicrelerinin diger ilaglara kars1 hassas hale gelmesine neden olduklari
belirlenmistir (Sasaki vd., 2010). Sasaki vd., 2010 Fluorourasil’in klorokuin ile kombine
edilmesiyle kanser hiicrelerine karsi tedavi metodu gelistirilmesinin sadece fluorourasil
uygulamasina gore ¢ok daha etkili oldugunu rapor etmislerdir (Sasaki vd., 2010). Buna
ek olarak, ER-pozitif kanser hicreleri icin bir klorokuin turevi olan hidroksiklorokuinin
kanser hticrelerinde otofajiyi inhibe ettigi ve tamoksifen gibi ER yolagi inhibitorlerine
kars1 hassas hale getirdigi bildirilmistir (Cook vd., 2010). Bu ¢alisma sonuglarina gore
Klorokuinin otofajiye bagimli direnci kirmada etkili oldugu rapor edilmistir (Sasaki vd.,
2010).

2.1.6. Epitelyal-Mezensimal Gegis

Epitelyal-Mezensimal Gegis (EMG); solid tumdrlerin metastatik hale ge¢gmesinin
ana mekanizmasini olusturur. Metastazda kanser hiicreleri ve stromal hicreler cevresel
faktorlerin etkisi altinda degisime ugrar. Aynit zamanda metastatik tiimorlerin ¢evresinde
damar yollar1 olusarak anjiyogenez meydana gelir. EMG suresince tumor hucrelerinde,
hiicrelerin birbirine tutunmasini saglayan integrin ve kaderinleri olusturan hiicre
adhezyon reseptorlerinin ifade seviyelerinde siirekli bir degisim meydana gelerek,
hiicrelerin hareketliligi saglanir. Hareketlilik ayn1 zamanda timorlerin gevreye veya
tiimorlerin birbirlerine yaydiklari sitokin ve kemokinler sayesinde de saglanabilir. Ayrica
timor hacrelerinin ylzeyindeki metalloproteazlarin ifade seviyelerinin artisi, timor
hlcrelerin cevreye hareket etmesinde rota olusturur boylece metastaza yardimei olur.
EMG’nin ilag direnci {izerine etkileri her gecen giin daha fazla ilgi gorerek arastirmalara
konu olmaktadir (Shang, Cai & Fan, 2013; Singh & Settleman, 2010).

Kanser oncul kok hicreleri metastatik kanser hicreleridir. Basarili bir cerrahi
mudahale ile miktarlarinda azalma meydana geldikten sonra tekrar eski bulundugu
bolgelere niksedebilmektedirler (Byler, 2014; Byler & Sarkar, 2014; Chaffer vd., 2011,
Chaffer & Weinberg, 2011; Sarkar vd., 2013). Bu progenitor kanser hicrelerini
epigenetik ilaglar araciligi ile 6ldiirmek, onlarin uzak bélgelere metastaz yapmalarinin

onune gegilebilmesi icin gereklidir. EMG boyunca bir¢ok faktor ilag direncinin gelismesi
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acisindan 6nemli roller oynamaktadir. Bu faktorler tiimdriin metastatik derecesiyle dogru
orantilidir. Buna gore bu faktorler farklilasma seviyesi ve EMG derecesi olarak
adlandirilirlar. Ornegin ERBB2 (HER2) pozitif gogiis kanseri timorlerinde yiiksek
derecede Bl integrinleri ifade olur ve transtuzumab gibi antikor inhibitorlerine karsi
direng gelisir (Lenisak vd., 2009). Bu buluslar, daha 6nceki ¢alismalardan elde edilen
I6semi hucrelerine Pl integrinlerinin baglanmast ile onlari hiicre oliimiinden
korumalariyla ilgili verileri desteklemektedir (Sarkar, Svoboda, de-Beaumont &
Freedman, 2002). Ek olarak integrin ve reseptor tirozin kinazlar, gogiis kanseri timor
hicreleri ile iletisim kurar ve gogiis kanserinin gelisebilmesini tetikler (Carraway &
Sweeney, 2006; Wendt, Smith & Schiemann, 2010).

Ilag direnci, EMG igin elzem olan farklilasma sinyalizasyonu asamasinda da
gerceklesebilir. Ornegin, kolon kanserlerinde ovpl’in ifade seviyesinin artmas,
dogrudan doniistiirticti blytme faktérinin (TGF) ifade seviyesini diizenler. Bu durum
EMG icin gereklidir ve kanser hiicreleri igin ilaglara kars1 yasama sinyali olusarak direng
gelisir. Integrin avpl, stromal hiicre adhezyon molekilleri ile bu gibi sinyalleri
olusturmak i¢in iliski kurar (Bates & Mercurio, 2005). Benzer bir durum da memeli
kanserlerinde TGFf’nin aracilik ettigi EMG’yi diizenleyen B3 integrin ve src arasinda
gorulir (Galliner & Schiemann, 2006). Integrin B1’in ligasyonu akciger kanserlerinde
hicre boltinmesini ve FAK kinazin aracilik ettigi sag kalim sinyalinin olusmasini saglar
(Shibue & Weinberg, 2009). Vaskiler endotelyal biytme faktori ve Flt-1’in sagladig:
otokrin sinyal, kanserin sag kalimina destek olur (Bates & Mercurio, 2005). Ekstraselltler
matriks ve stromal hiicrelerin hiicre adhezyon reseptorleri ile iliski kuran selektin ve diger
hlcre adhzeyon reseptérleri de EMG’ye ve hiicre sag kalimina katkida bulunur (Bendas
& Borsig, 2012; Desgrosellier & Cheresh, 2010; Laubli & Borsig, 2010; Paschos,
Canovas & Bird, 2009; Witz, 2008) (Sekil 2.9.).
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Sekil 2.9. Kanser hiicrelerinin ilaca direncli hale gelmesi (Housman vd.; 2014).

EMG boyunca meydana gelen farklilagma islemi kanser hiicrelerini daha da
metastatik hale getirir, bunun akabinde hiicre morfolojisinde ve hicre iskeletinde
farklilasmalar meydana gelir (Barkan, 2008). Reseptor tirozin kinaz tarafindan
indlklenen B-Raf asagi1 yonde sinyal yolaginda gorev alan bir araci kinazdir. Melanoma
hiicreleri fibroblast hiicreleri ile birlikte kiiltiire edildiginde B-Raf inhibitorii ilagalarina
kars1 direng gelistigi gozlemlenmistir (Staussman vd., 2012). Bu durum stromal
hicrelerin ilag direnci olusturmadaki roliine agiklik getirmektedir. Bitlin bunlar in vivo
hayvan modellerinde denenen birgok ilacin, hiicre kiiltiiriine gore neden basarisiz

oldugunu agiklamaktadir.

EMG ve kanser metastaz1 birgok farkli degiskene baglidir. Metastatik kanser
hucreleri g¢ogunlukla heterojen yapida bulunduklart igin hiicre farklilagmasi tek bir
formdan meydana gelmez. Bu durum bazi hastalarin digerlerine gore ilaca neden daha iyi

yanit verdiklerini agiklamaktadir.
2.1.7. Epigenetik

Kanser tedavisinde direncin gelismesindeki 6nemli mekanizmalardan biri de
karsinogenezden dogrudan etkilenen epigenetik modifikasyonlardir. Asetilasyon ve
metilasyon, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonunda gorev alan iki ana epigenetik
degisimin temel unsurlaridirr DNA metilasyonu, genellikle genlerin promoter

bolgelerinin  baglangic kisimlarinda bulunan CpG adaciklari olarak bilinen CG-
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dintikleotidlerine metil gruplarinin baglanmasi ile olusur. Bununla birlikte genomun diger
kisimlarinda da metilasyon meydana gelir. Metilasyondan farkli olarak histon
modifikasyonlar1 kromatin konformasyonlarindaki alternatiflerden olusur. Ornegin
histon asetilasyonu kromatinin acilmasini saglarken deasetilasyonu paketlenmesini
saglar. Bu mekanizma genlerin ifadesine bagli bir bigimde evrensel olarak diizenlenir ve
kanserlerde bu normal diizenlenme mekanizmas1 hasara ugrar. Ornegin kanserli
hiicrelerde hipermetilasyon olmasina ragmen timor baskilayict genleri stirekli uyku
halinde iken onkogenler asir1 ifade olurlar. Bununla birlikte bu epigenetik bozulmalar
strekli geri donlisiim halindedir ve bazen bu bozulma arastirmacilara ilag direnci

mekanizmasini arastirabilmeleri agisindan firsat sunmaktadir.

Alternatif epigenetik diizenlenmelerle ilgili yapilan ¢alismalardan birinde histon
metilasyon ve asetilasyonlarinin ilaca Kkarsi direng gelistirilmesiyle iligkisi agiga
cikarilmigtir. Bu ¢alismada MDR1 geninin promoter bolgesinin hipermetilasyonuna bagl
olarak transkripsiyonel baskilanmanin meydana geldigi ve kromatinin yapisal degisime
ugradig1 tespit edilmistir (Baker & El-Osta, 2003). Kantharidis’te yaptig1 bir ¢aligmada,
MDR1 promoter bdlgesi demetilasyonunu c¢oklu ila¢ direnciyle gucli sekilde
iliskilendirilmistir (Kantharidis, 1997).

2.2. Dosetaksel ve Mitoksantronun, Kanser Hiicrelerinde Coklu Tlag¢ Direnci
Gelismesinde Molekdiler Etkileri

2.2.1. Prostat Kanser Hucrelerinde Dosetaksele Karsi Diren¢ Gelismesi

Metastatik prostat kanserlerine uygulanan ilk tedavi yontemi genellikle androjen
hormonundan yoksun birakmadir. Ancak bu tedavi sonucunda kisirlik olusturan direncli
prostat kanseri (CRPC) meydana gelebilmektedir. Metastatik CRPC (mCRPC)
hastaliginin tedavisinde ise dosetaksel denilen ve kanser hicrelerinde mikrotibdallerin
sabit hale gelmesini saglayarak sitotoksik aktivite gosteren ila¢ kullanilmaktadir (Cortes
& Pazdur, 1995). Dosetaksele kars1 direng gelismesi, tedavi uygulanan hastalarin hemen
hemen yarisinda gorilen 6nemli bir problem olmakla birlikte prostat kanseri ile
miicadelede uygulanan tedavi yontemlerinin sinirli olmast sebebi ile olusan direnci
kirmak bu hastalar igin birinci derecede 6nem arz etmektedir (Petrylak vd., 2004,

Tannock vd., 2004). Mikrotubtller filament polimerleridir. o- ve p-tibdlin
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heterodimerlerinden olusurlar. Mikrotiibiiller hiicre boliinmesinde kritik rol oynarlar ve
bunlarin dosetaksel i¢in temel hedef olduklari diistiniilmektedir. Mitoz boyunca,
mikrotiibiil polimerleri diizenli bir sekilde polimerize ve depolimerize olarak
kromozomlarin birbirinden ayrilmasini Saglarlar. Dosetaksel PB-tubilin’e baglanarak
mikrotiibiil yapsini sabit hale getirir ve bu sayede mitotik ig cihazinin mekanizmasini
bozar. Dosetakselin tetikledigi sitotoksik etkiyle hiicreler mitoz asamasindan ¢ikamaz ve
bunun sonucunda apoptoz meydana gelir. Dosetaksele karsi olusan direncin mekanizmasi
tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak direncin meydana gelmesindeki etkenlerden
bazilari; hiicre igine ilag alimmi sinirlandirict antagonist mekanizmalar, taksanlarin
sitotoksik etkilerine kars1 alternatif biliyime ve apoptozdan kagis yolaklarinin
olusturulmasi mekanizmalaridir (Galletti, Magnani, Renzulli & Botta, 2007; Seruga,
Ocana & Tannock, 2011). Bu mekanizmalardan bir kismi asagidaki sekilde sematize
edilmistir (Sekil 2.10.) (Magadoux, Isambert, Plenchette, Jeannin & Laurens, 2014) .

Dosctaksel Disan Pompalanma (P-gp, MDRP)

7 /'
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Sekil 2.10. Hiicre 6liimii ve dosetaksel diren¢ yolaklari.

Prostat kanseriyle ilgili klinik verilerden elde edilen bilgiye gore normal prostatta
P-gp cok az ifade olur (Fojo vd., 1987; Kawai vd., 2000). Fakat tumor epitel hlcrelerinde
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P-gp gen ifadesi artar ve bu durum tiiméoriin kaginci asamada olduguyla iliskilendirilebilir
(Bhangal vd., 2000). Tedavi gormis prostatektomi modellerinde P-gp geninin ifadesinin
azaldig1 tespit edilmistir (Homma vd., 2007; Sullivan vd., 1998). P-gp ayn1 zamanda
birincil prostat kanseri hiicre kilturlerinde ifade olur ve kemoterapiye karsi direngle
iliskilendirilmektedir (Sanchez vd., 2009). Klinik verilere gore dosetaksel ile tedavi
gormiis prostat kanserli hastalarda MDRI1/ABCBI1 genetik ¢esitliligi Saptanmistir
(Sissung vd., 2008).

Yapilan ¢aligmalarda MRP1’in, P-gP’ye gore prostat kanseri drneklerinde ve
hlicre hatlarinda daha ¢ok ifade oldugu tespit edilmistir (Beabes vd., 2000; Van Brussel
vd., 2001 Van Brussel J.P., Jan van Steenbrugge G.J., Romijn J.C., Schroder F.H. &
Mickisch G.H., 1999). Zalcberg ve arkadaslarinin DU-145 ve PC3 hiicre hatlarinda
yaptiklar1 ¢alismalarda MDR fenotipinin tetikledigi MRP1’in ifade seviyesi artarken bu
artis P-gp’de saptanamamustir (Zalcberg vd., 2000). MRP1 ifadesi ayn1 zamanda ileri
derecede prostat kanseri ile de iliskilendirilmistir (Bhangal vd., 2000; Sullivan G.F. vd.,
1998; Van Brussel vd., 2001). BCRP/ABCG2’nin serin/ threonin kinaz Pim-1 tarafindan
fosforilasyonunun prostat kanseri hiicre hatlarinda dosetaksele kars1 direng olusmasinda
onemli rol oynadig: belirtilmistir (Xie vd., 2008). iki farkli ¢alisma grubu tarafindan
BCRP/ABCG2’nin, tespit edilmek istenen prostat kok hicre hattinin  varligini
belirlemede evrensel kok hiicre belirteci olarak kullanilabilecegi ileri stiriilmiistiir (Ding,
Wu & Jiang, 2010; Mathew vd., 2009). MDR fenotipi olarak bilinen BCRP/ABCG2 kok
hicrelerde kemoterapiye karsi direng olusturulmasiyla dogu orantili olarak
iliskilendirilmistir. Iki farkli ¢calismada MRP4/ MOATB/ ABCC4 prostat dokularinda
yuksek seviyede ifade oldugu ve genellikle prostat kanserinde kemoterapiye karsi ilag
direnci gelimsesinden sorumlu oldugu belirtilmistir (Lee, Klein-Szanto & Kruh, 2000;
Lee, Belinsky, Bell, Testa & Kruh, 1999). Prostatta ABCC4 RNA’sinin ifadesinin
androjen seviyesinin artmasi ile arttigi ve androjen seviyesinin azalmasi ile baskilandig
tespit edilmistir (Cai, Omwancha, Hsieh & Shemshedini, 2007; Ho vd., 2008). Ancak
Mabher ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismaya gore; androjen seviyesi ile ilgili bu
Ozelligin bobrekte tam tersi oldugu tespit edilmistir (Maher, Cheng, Tanaka, Scheffer &
Klaasen; 2006). MRP4/ABCC4’iin promoter bdlgesinin tesvik edilmesiyle bu genin ifade
seviyesindeki artigin, testosteron veya anti androjen seviyelerini etkilemedigi

bildirilmistir (Ho vd., 2008). Yapilan ¢aligmalarda ABCC4’iin ifadesi; kamptotesinler,
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siklofosfamid, topotekan, metotreksat ve niikleozid analoglar1 gibi kemoterapik ajanlara
kars1 hassasiyet gostermemis, fakat ayni ¢alismalarda bu durumun dosetaksel igin gecerli
olmadigi tespit edilmistir (Chen vd., 2002; Leggas vd., 2004, Tian vd., 2005).

2.2.2. Kanser Hucrelerinde Mitoksantrona Karsi Diren¢ Gelistirilmesi

Kotl huylu tiimorlerde uygun antikanser ajani kombinasyonlarinin kullanilmasi
tedavi gelistirilmesi agisindan ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu girisimlere ragmen,
klinik kanser midahalelerinde kanser hiicrelerinin, kullanilan sitotoksik ilaglarla yapisal
ve fonksiyonel bilesik olusturarak bu ilaglarin etkilerinin azalmasi karsilasilan en biiyiik
problemlerden biridir (Skatrud, 2002). Daha iyi bir agiklamayla ¢oklu ilag direnci (MDR)
fenotipinin molekiler temeli bir ATP bagiml tasiyict olan P-gp’nin (ABCB1) ifade
seviyesinin artmasina baghdir (Ambudkar, Kim & Sauna 2006; Ambudkar, Kimchi-
Sarfaty, Sauna & Gottesman, 2003; Leslie, Deeley & Cole, 2005). Yabanil tip hiicrelere
gore, P-gp kodlayan insan MDR1 geni transfekte edilmis hiicreler antikanser ilaglarina
daha direnglidir (Gottesman & Pastan, 1993). Transfekte edilmis bu hiicreler, P-gp
araciligr ile sitotoksik ilaglari hiicrelerin disina pompalayarak hiicre icindeki ilag
birikimini ve dolaysiyla etkilerini azaltirlar. Mitoksantronun bir c¢esit sentetik
antrasenedion oldugu ve bir¢ok gesit kanser i¢in kemoterapik ajan olarak kullanildigi
belirtilmistir (Harris & Reese, 2001; Powless, 1997; Rigacci vd., 2003). Mitoksantronun
antikanser etkisini hiicrelerde gekirdek DNA’sina baglanarak, onun DNA topoizomeraz
Il aktivitesini inhibe ederek gosterdigi ve buna ek olarak sitozolde mevcut olan
metabolitler Gizerinde anti neoplastik rol oynadig: belirtilmistir (Vibet vd., 2007). Insan
lemfoblast K-562 hiicrelerinde mitoksantronun hicre iginde birikmesinin azalmasina
bagl olarak P-gp’nin asir1 ifade oldugu bildirilmistir (Fukushima vd., 2000). Bununla
beraber kanser hicreleri alternatif topoizomeraz 1l aktivitesiyle P-gp/MDRI1 tarafindan
mitoksantronu hiicre disina pompalayarak etkisini azaltirlar (Errington vd., 1999; Harker
vd., 1995a; Harker, Slade, Parr & Holguin, 1995b; Harker, Slade, Drake & Parr, 1991,
Zhou vd., 1999) (Sekil 2.12.).
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Mitoksantron'un DNA Topoizomeraz Il Uzerindeki Etkisi

Topo II; normal katalitik mekanizmasi
sayesinde DNA'da gecgici olarak kirnlma
meydana getirir (Kirllma Kompleksi)
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Sekil 2.11. Mitoksantronun DNA Topoizomeraz II’yi inhibe etmesi ve kanser

hicrelerinin alternatif topoizomeraz aktivitesi gergeklestirerek hiicre sag kalimu.

ABC yari tastyicist olan BCRP/MXR (ABCG2)’nin de mitoksantronun etkilerini
azaltmasi tizerine veriler elde edilmistir (Allen, Brinkhuis, Wijnholds ve Schinkel, 1999;
Brangi vd., 1999; Doyle vd., 1998; Maliepaard vd., 1999; Ross vd., 1999). Bu veriler
kadar net olmasa da; mitoksantron direnci, MRP1 (ABCC1) agir1 ifadesiyle de zayif
oOlglde iligkilendirilmistir (Breuninger vd., 1995; Cole vd., 1994; Mirski, Gerlach ve Cole,
1987; Schneider, Horton, Yang, Nakagawa ve Cowan, 1994). Etopozid ile
karsilastirildiginda, MCF7 goglis kanseri hiicre hattinda mitoksantrona kars1 6-10 kat
capraz direng gelisir (Morrow, Smitherman, Diah, Schneider ve Townsend, 1998;
Schneider vd., 1994).
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2.3. Kanser Hiicrelerinde Genel Sorun Olan Coklu ila¢ Direnci Ile Miicadelede
Alternatif Uygulamalar

2.3.1. Absisik Asit (ABA)’in Kanser ile Miicadelede Etkisi

Absisik asit (ABA) iyi bilinen bir bitki hormonudur. Hiicre gelisimi ve strese
yanitta 6nemli rolleri vardir (Wasilewska, Vlad & Sirichandra, 2008). ABA kendisi gibi
karotinoitten elde edilen retinoik asit (RA) ile yapisal olarak son derece benzerlik
gostermektedir (Moise, Lintig & Palczewski, 2005). Yapilan en son ¢alismalar RA sinyal
yolaginin glioma patogenezindeki 6nemini gostermistir (Barbus, Tews & Karra, 2011;
Campos, Centner & Bermejo, 2011). Retinoik asidin toksik etkilerinden ve ona karsi
direng gelistirilebileceginden dolayr daha yeni anti kanser ajanlarina ihtiyag
duyulmaktadir (Freemantle, Dragnev & Dmitrovsky, 2006; Lo-Coco, Awvvisati &
Vignetti, 2013). Zhou ve arkadaslarinin glioblastoma hiicreleri iizerinde yaptiklar
calismalarda; ABA’nin retinoik asit ile benzer anti kanser aktivitesi gosterip yan
etkilerinin daha aza indirgenebilecegini belirtmislerdir (Zhou vd., 2015). Sekil 2.15.’te
retinoik asit, ABA ve epigallokatesin galatin; 6liim resptorii, mitokondri, ER stresi
yolaklarinda mevcut olan genlerin ifadeleri tizerindeki baskilayici ve tesvik edici etkileri
gosterilmistir (Wu vd., 2009).
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Retinoik Asit (RA), Absisik Asit (ABA),
Epigallokatesin Galat (EGCG)
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Sekil 2.12. insan adrenal kanseri NCI-H295"de, retinoik asit, absisik asit, epigallokatesin
galat gibi anti kanser ajanlarinin indiikledigi sinyal yolaklarinda yer alan genlerin

ifadelerinde meydana gelen degisimler.

Dr. Virginia Livingston’un 1976’da US patentli bir ¢alismasinda ABA nin bir anti
kanser ajani oldugu belirtilmistir (Livingston, 1976 (patent no: 3958025)). Arastirmact
ABA’nin, insan koriyonik gonadotropin (hCG)’ini yiiksiiz hale getirdigini belirtmistir.
hCG negatif yiiklii bir glikoproteindir ve kanser hiicrelerini ¢evreleyerek onlart immiin
yanita kars1 korur. Tan ve ekibi (2006); ABA nin, tiimor hiicrelerini, hiicre dongiistini S
fazinda durdurarak hiicre boliinmesini ve farklilagsmasini engelledigini ve ayn1 zamanda
kanser hucrelerinin tekrar normal hiicrelere donmesini sagladigini rapor etmislerdir (Tan
vd., 2006 (Patent No: 1,748,674A)). Bununla birlikte Tan ve arkadaslar1 birgok farkli
kanser hiicresinde ABA’nin apoptozu tetikledigini ve anjiyogenezi inhibe ettigini
bildirmislerdir. Bunlara ek olarak trans retinollerle birlikte ayn1 anda ABA’nin sinerjistik
etkisi; fare 16semi L178Y hcrelerinin bélinmesninin inhibisyonuyla da gosterilmistir
(Suzuki, Ezure & Ishida, 1998). insan endoservikal adenokarsionma SMMC-7221
hicreleri (Ma, Wu, Lu, Chu & Guo, 2006) ve tlysiuz farelere transplante edilen insan
hepatokarsinoma hiicreleri iizerinde yapilan ABA uygulamalariyla da hiicre
bolinmesinin inhibe edildigi rapor edilmistir (Lu vd., 2007). Hicre bélinmesinin
inhibisyonu; ABA’nin 4 pM veya daha yiiksek konsantrasyonuyla gerceklestirilmistir.

Bu inhibisyonun etkilerini arttirmak i¢in konsantrasyonla birlikte uygulama zamanini
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arttirmak gerektigi belirtilmistir (Lu vd., 2007). ABA, kanser hucrelerini hcre
dongusiiniin GO/G1 fazinda tutmaktadir. Ma ve arkadaslari da ABA uygulandiktan sonra,
SMMC-7221 hucrelerinin tekrar saglikli hiicrelere dontistiiklerini belirtilmislerdir (Ma
vd., 2006). ABA; mtP53’tin, Ki67’nin, siklin D gen ifadelerini inhibe ederek hicre
dongusuni diizenledigi ve bu sayede bolinmenin baskilanmasina yardimer oldugu (Lu
vd., 2006), ayn1 zamanda kaspaz 3 mRNA’sinin ifadesinin artmasini tesvik ederek
apoptozu tetikleyebildigi belirtilmistir (Zhao vd., 2008).

Kimyasal proteomiks yaklasimlara gére ABA’nin sadece bitki dokularina
baglandigr varsayilmaktaydi ancak gunimizde ABA’nin memeli sistemlerinde de
fonksiyonu ve mekanizmasi aydinlatilmis; HSP70 ailesine baglanabildigi ortaya
cikarilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda kanser hiicrelerine, ABA’nin farkli dozlar
uygulanarak hiicre  bolinmesi ve antiapoptotik  etkilerin  baskilanabilecegi
distintilmektedir (Galka, 2009; Kharenko, Boyd, Nelson, Abrams & Loewen, 2011;
Nyangulu vd., 2005).

2.3.2. 17-N,N-dimetilaminoetilamino-17-demetoksi geldanamisin (17-DMAG)’in
Coklu Ilac¢ Direnci Gelismis Kanser Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Etkisi

Ist soku 90 (HSP90) inhibitorlerinin kullanilmasi tumér hiicrelerini apoptoza
gotiirmek icin odak haline gelen yeni uygulamalardan biridir. HSP90, ATP bagimlidir ve
proteinlerin katlanmasindan sorumlu molekiiler saperondur. Ozofagusta, akcigerde,
gbgiiste ve pankreasta meydana gelen kati1 tiimorlerde HSP90 ifadesinin arttig1 rapor
edilmistir (Shirota vd., 2015). Birgok kanser ¢esidi tizerinde yapilan ¢alismalar; HSP90’in
yuksek seviyelerdeki ifadesiyle, kanserlerin klinikopatolojik karakteristik 6zelikleri ve
prognozlar arasinda iligki oldugunu gostermistir (Chen vd., 2014; Pick vd., 2007; Song
vd., 2010). HSP90 bagimli proteinlerin iginde ¢ok sayida onkogenik protein oldugundan,
0zgul inhibitorlerle HSP90’1 hedef alarak antikanser stratejileri gelistirilebilecegi iimit
edilmektedir (Neckers, L. & Neckers, K., 2002). Bununla birlikte, diger kemoteropatik
gruplara goére HSP inhibitorlerinin bircok avantaji vardir. Bu inhibitorler birgok
onkoproteini hedef almaktadir. Ayrica bu inhibitorler; timor hicrelerini, kemoteropatik
ilaclara kars1 savunmasiz hale getirirler (Workman, Burrows, Neckers & Rosen, 2007).
HSP90 inhibitorleri ile ilgili yapilan ¢alismalarda; melanoma, akut miyeloid l6semi,

kisirliga neden olan direncli prostat kanseri, kiigik hiicreli olmayan akciger kanserleri ve
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coklu miyeloma gibi bir¢ok kanser tiirti tzerinde 6nemli sonuclar elde edilmistir (Jhaveri
vd., 2012).

Geldanamisin (GA)’in bircok tdrevi, HSP90 icin inhibitér olma 6zelligine
sahiptir. Bu turevlerden en iyi bilenenleri; toksik etkisi az olan, suda ¢6ziinebilen ve oral
yoldan alinmasi miimkiin olan 17-alil amino-17-demetoksi geldanamisin (17-AAG) ve
17-N,N-dimetilaminoetilamino-17-demetoksi geldanamisin ~ (17-DMAG)’dir. Oral
yoldan alinmasi agisindan 17-DMAG, 17-AAG’ye gore daha fazla avantaj tasimaktadir.
Bu avantajlar; daha az hepatotoksik olmasi, daha etkili olmasi, daha kisa siirede
metabolize olmasi ve plazmada yarilanma Omriiniin daha uzun olmasi seklinde
siralanabilir (Eisman vd., 2005; Jhaveri vd., 2012). 17-DMAG’m, bir faz | denemesinde;
akut miyeloid 16semi (tedaviye kismi yanit), kisirliga neden olan direngli prostat kanseri
(tedaviye tam yanit), melanoma (tedaviye kismi yanit), bobrek kanseri ve kikirdak doku
kanseri (hastaligin stabilitesi) gibi birgok kanser vakasina kars1 klinik 6nemi belirtilmistir
(Pacey vd., 2011).

17-DMAG, ATP’ye baglanma konusunda HSP90 ile rekabet halindedir. Bu
sayede HSP90’1 inhibe eder (Stebbins vd., 1997). HSP90’in 17-DMAG tarafindan bu
sekilde inhibe edilmesiyle, HSP90’a bagimli proteinlerin dogru katlanamamasi gibi
birgok hiicresel aktivite gerceklesemeyeceginden dolay1 ¢ogunluk ile hiicrelerde apoptoz
meydana gelir (Burrows, Zhang & Kamal, 2004). HSP90’a bagimli yapist bozulmus
onkoproteinlerin fonksiyonel yapilarimi kazanmalarini engellediginden dolayi, GA ve
tlrevleri reaktif oksijen tiirlerinin artmasima neden olarak sitotoksik etki gosterirler. Bu
mekanizmayla ilgili iki farkli agiklama mevcuttur (Dikalov, Landmesser & Harrison,
2002; Sreedhar vd., 2003). Birincisi, GA turevleri flavin iceren rediiktazlar ve askorbatlar
ile reaksiyona girerek reaktif oksijen radikalleri olusturan kuinon gruplart meydana
getirirler. Vicutta indirgenmis nikotinamid adenin dindkleotid/nikotinamid adenin
dintkeoltid fosfat (NAD[P]H), kuinonu elektron kaynagi olarak kullanir. Bu sayede
flavoenzimler tarafindan katalizlenen kuinon bir veya iki elektron indirgenerek
semikuinon veya hidrokuinona doniistir (Deller, Macheroux & Sollner, 2008).
Semikuinon/hidrokuinon radikali, oksijeni (O2) superoksite indirgeyerek hicresel
oksidatif hasar1 tesvik eder (Beckman J., Beckman T., Chen, Marshall & Freeman, 1990;
Dedon & Tannenbaum, 2004; Goldstein, Lind & Merenyi, 2005; Radi, 20004). ikincisi

ER stresinden kaynaklanan mitokondriyal oksidatif stres iiriinlerinin neden oldugu
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HSPI0 inhibisyonudur. Bu durumda artan ER stresi ile birlikte, ER’de katlanmamis
proteinler birikir. Artan ER stresi mitokondrinin homeostazini bozar ve bu sekilde
mitokondriyal reaktif oksijen trlerinin Gretimine neden olur (Taiyab, Sreedhar & Rao,

2009). Butun bu durumlar kanser hiicrelerinde apoptozu tetikler (Sekil 2.16.).
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Sekil 2.13. Kanser hiicrelerine karsit 17-DMAG’1n kuinon’u indirgeyerek reaktif oksijen
tirlerinin meydana gelmesi (Kim vd., 2017).
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1. Cahismaya Genel Bakis ve Takip Edilen Basamaklar

Calismada uygulanan maddelerin sitotoksik etkilerine bagli olarak hicrelerin
canlilik miktarin1 gostermek icin MTT (3,(4,5,-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl
tetrazolium bromide) analizleri ve 151k mikroskobu goriintiilemesi, gen ifadelerinde
meydana gelen degisimleri gostermek igin gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(QRT-PZR) analizleri, canli-6lii ve apoptotik hiicreleri hem gostermek hemde miktarlarini
tespit etmek icin TALI gorintl temelli sitometre analizi ve uygulanan maddelere kars1
hlcrelerin membran ve ¢ekirdek yapilarinda meydana gelen bozulmalari gostermek igin
floresan mikroskop goriintiilemesi yapilmistir. Bu ¢alismalar igin takip edilen basamaklar

Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Caligmada yapilan analizler ve takip edilen basamaklar.

DU-1435 hiicre hattina ayn ayn ve birlikte dosetaksel ve

—mitoksantronun  uygulanmasma bagls IC30  degerlen

hesaplanmistir.
Dosetaksel ve mitoksantronun birlikte IC50 dozunun
1y gulanmastyla DU-145 hiicre hattinda goklu ilag direnci
olusturulmustur.

DU-145 Hiicre Hattl

MTT

Analizleri

Analizleri

Gen ifadesi

Direngli DU-143 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhansi

——Dbir madde uygulanmamistir. 5. pasaj sonunda direncin kalcihg:

kontrol edilmigtir.
Direngli DU-145  hiicre  hattinda: dosetaksel,

p——mitoksantron, 17-DMAG ve ABA'nin etkileri arastirilarak IC50

degerlen hesaplanmigtir.
Dosetaksel, 17-DMAG ve ABA'mn ikili ve ugli

p——Lkombinasyonlanmn direngli DU-145 hiicre hatti tzerindeki

etkileni aragtinlmigtir.
Dosetaksel, 17-DMAG ve ABA'nin ARPE-19 (retinal

TALI
Sitometre

—pigment epitel hiicreleri) saglikli hiicrelen tizerindeki sitotoksik
etkileni arastinlmigtyr.

DU-145 hiicre hattina dosetaksel ve mitoksantronun

__ birlikte uygulanmasina bagh direng. saj kalim, apoptoz inhibitor

genlerinin ve onkogenlerin ifadelerinde meydana gelen degisimler
aragtinlmigter.

Direngli DU-145  hiicre hattina dosetaksel ve
mitoksantronun birlikte uygulanmasina bagly direng. sag kalim,
apoptoz inhibitdr genlerinin ve onkogenlerin ifadelerinde
meydana gelen degisimler arastinlmistir.

Meydana gelen direncin kaliciligiin kontroli igin 3 pasaj
boyunca herhansi bir uygulama yapilmamis. 5. pasaj sonunda
dosetaksel ve mitoksantronun birlikte uygulanmasina bagls direng.

[ sag kalm. apoptoz inhibitdr genleninin ve onkogenlerin
ffadelerinde meydana gelen degisimler aragtinlmistir.

Direngli olmayan wve direngli DU-145 hiicre hatlarina

dosetaksel. 17-DMAG ve ABA ayr1 ayn ve birlikte uygulanmigtir.
Uygulamalara bagl: iki hiicre hatti arasinda; direng, oksidatif ve

Isik
Mikkroskobu

——ER  stresi DNA tamir, 1s1 soku proteini, apoptoz, apoptoz
inhibitorii, 6lim sinayli, sag kalim, hiicre béliilnmesi genlerinin ve
onkogenlerin  ifadelerinde meydana  gelen  degisimler
karsilagtinlmigtir.

Direngli olmayan ve direngli DU-145 hiicre hattlarina
dosetaksel, 17-DMAG ve ABA'mn ayrt aynt ve birlikte
uygulanmalarina bagh canli 6li ve apoptotik hiicreler
goriintiilenip aym zamanda miktarlan tespit edilmistir.

Direngli olmayan ve direngli DU-145 hiicre hatlanna
dosetaksel wve mitoksantronun farkli dozlannin birlikte
uygulanmasmna bagh hiicre miktarlarinda meydana gelen
degisimler gosterilmigtir.

Floresan
Mikroskobu

Direngli olmayan ve direngli DU-145 hiicre hatlarina
dosetaksel. 17-DMAG ve ABA'in ayr1 ayri ve birlikte
uygulanmasina bagh hiicrelerin ¢ekirdek ve iskelet yapilarinda
meydana gelen degisimler karsilagtumali olarak gosterilmigtir.
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3.2. Kullamilan Hiicre Hatlar:

Prostat kanseri (DU-145; DU 145 ATCC ® HTB-81™) hiicre hattt Amerikan Tip
Kiltir Koleksiyonundan (ATCC) satin alinmis, denemelerin karsilastirilmasit maksadiyla
kullanilan saglikli hiicre hatt1 olarak insan retinal pigment epitel hiicreleri (ARPE-19
ATCC ® CRL-2302™) Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

tarafindan tedarik edilmistir. Caligmada kullanilan hiicrelerin mikroskobik goriintiileri

Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.’de verilmistir.

Sekil 3.1. DU-145 hicre hattinin mikroskobik goruntisi (10X).

Sekil 3.2. ARPE-19 hiicre hattinin mikrokobik gorintisi (10X).
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Kullanilan hiicre hatlarina ait genel bilgiler Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. ARPE-19 ve DU-145 hiicre hatlar1 hakkinda genel bilgiler.

ARPE-19 DU-145

Organizma Insan Insan

G0z Retinal Pigment

Doku Epitel; Prostat
Retina
Morfoloji Epitel Epitel
Kultir Ozellikleri Yapiskan Yapiskan
Hass::r:zghk Saglikli Kanser

3.2. Hucrelerin Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Hiicreler; steril hiicre kiiltiirii odasinda mevcut olan, laminar kabin (Heraeus
Heraguard HPH9) icinde kiltire edilmistir. Hucreleri kultird igin; “Dulbecco's Modified
Eagle's Medium/Nutrient F-12 Ham”, %5 fetal sigir serumu (FBS; SIGMA-ALDRICH),
%1 L-Glutamin (Thermo-Fisher), hiicreleri bakteriyel kontaminasyona karsi korumak
icin 100 1U/ml penisilin-streptomisin (Pen-Strep; Thermo-Fisher) antibiyotik ve 100X
antibiyotik-antimikotik (Gibco) kullanilmistir. Hazirlanan karisimdan, herbir 25 cm®’liik
flaska (NEST 25) 4 ml besiyeri olacak sekilde hiicre ekimi yapilmustir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Besiyeri-hiicre karistminin 25 cm®’liik flaska ekilmesi.

Flasklara ekilen hiicreler 37°C de % 95 nem ve %5 CO, igeren inkibattrde (Hera
Cell) kiltiire alimmustir. Hucreler, flaskin i¢ taban yiizeyine tutunup ¢ogalmalarini kontrol
etmek maksadiyla invert 151k mikroskobuyla (Eclipse TS100; Nikon) giin asir1 takip
edilmigstir. Flask i¢ yiizey tabanina yapigan hiicrelerin devamliligini saglamak maksadiyla
48 saat araliklarla pasajlanmiglardir. Pasajlama isleminde, flask i¢cindeki besi yeri steril
kabin i¢inde uzaklastirilarak hiicrelere daha dnceden 37°C sicakliga getirilmis tripsin-
EDTA (MULTICELL 352-542-EL) uygulanmig ve 5 dakika beklenilerek tabana
tutunmus hiicrelerin tabandan ayrilmasi saglanmistir. Hiicrelerin tabandan ayrildigi
mikroskop araciligi ile kontrol edildikten sonra hicre-tripsin-EDTA karigimi 15 ml
hacmindeki santrif(jj tiiplerine alinarak 2500 g hizda 2,5 dakika santrifiij (CENTURION
SCIENTIFIC) edilmis ve tlpun dibinde kalan hiicreler 4 ml yeni besiyeri ile restispanse
edilerek 25 cm3 hacimli flasklara ekilmistir (Sekil 3.4.).

Sekil 3. 4. Flasklardaki hiicrelerin pasajlanmasi.
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Hicrelerin dondurulmasi islemi igin yeterli miktarda hiicre tripsinize edildikten
sonra santrifiij edilerek tripsin uzaklastirilmis ve %5 Dimetil Siilfoksit (DMSO) (MERCK
67-68-15) iceren 1,5 ml’lik hiicre-besiyeri karsimi ile suspanse edilerek -80°C (Wisd;
Daihan Scientific) derin dondurucuya alimmistir. Dondurulan hicreler tekrar
kullanilacagi zaman 37°C’ye gelmesi igin etiivde bekletilmis, istenilen sicakliga
geldikten sonra toplam hacim 15 ml’lik santriflij tuplerine aktarilarak 2500 g’de 2,5
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 iist fazda mevcut olan DMSO’lu besiyeri
uzaklastirilmistir. Dipte kalan hiicre pelleti yeni besiyeri ile restispanse edilerek daha

sonraki ¢alismalarda kullanilmustir.

3.3. MTT Yontemi ile Hiicre Hatlarina Uygulanacak Madde Konsantrasyonlariin

Belirlenmesi

DU-145 ve ARPE-19 hiicre hatlarina uygulanacak dosetaksel, mitoksantron,
absisik asit (ABA) ve 17-DMAG maddelerinin konsantrasyon ve uygulama sirelerinin

belirlenmesi amaciyla MTT analizleri yapilmistir.

MTT analizi; hicrelerin metabolik aktivitelerini kolorometrik olarak élgmeye
yarayan bir metottur. Bu metotta NAD(P)H bagimli hiicresel oksidorediiktaz enzimleri
araciligi ile hayatta kalan hiicrelerin varlig1 gosterilmektedir. Oksidoreduiktaz enzimleri,
3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromidi, onun ¢éziinmeyen formu
olan formazana indirger. Indirgenen formazan, DMSO esliginde canli hiicrelerin
miktarlarina gére pembe ile mor renklerin farkli tonlarini almalarina neden olurken, tim
hiicrelerin 6limiine neden olacak maddeler uygulandiginda ortam herhangi bir renk

almadan seffaf goriinim kazanmaktadir (Sekil 3.5.).

& 4

S
N el HN—N
’l \ Mitokondri yal indirgenme \
O/ @N =N
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E,2)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)

Sekil 3.5. MTT nin formazana indirgenmesi (Mosmann, 1983).
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Sekil 3.6. 96’11k plakanin MTT analizi 6rnegi.

Uygulanan maddelere gore elde edilen MTT analizlerinin sayisal olarak
degerlendirilebilmesi igin; 96’lik plakalardaki herbir kuyuya 5 mg/ml konsantrasyonda
20 pl MTT soliisyonu uygulanmustir. Plakalar 37°C de %95 nem ve %5 CO, iceren
inkiibatorde 2 ila 4 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda hiicrelerin
tizerinde bulunan s1vi faz mikropipet yardimiyla, hiicreleri plakanin dibinden almayacak
sekilde dikkatlice uzaklagtirtlmistir. Plakalarin kuyularmin tamamma 180 pl DMSO
uygulanmis ve daha sonra spektrofotometre cihazinda 492 nm dalga boylarinda absorbans
belirlenerek hiicrelerin yiizde canlilik miktarlari hesaplanmistir (Sekil 3.6.). Ayni

zamanda elde edilen verilerin SPSS Probit analizleriyle saglamasi yapilmustir.

Elde edilen absorbans degerlerine gore plakalardaki yukardan asagi her bir
siradaki kontrol ve maddenin farkli dozlari uygulanan hiicrelerin bulundugu kuyucuklarin

absorbans degerleri alinarak canlilik miktarlar1 asagidaki formiile gére hesaplanmigtir:

% Hiicre Canliligi: (Ilag uygulamasi yapilan kuyucuklarin absorbans degeri/ Kontrol
kuyucuklarin absorbans degeri ) * 100 (3.1.).

Calismada kullanilan ilaglarin her biri i¢in yapilan MTT analizleri asagida ayrintilari ile

agiklanmustir.

Calismamizda DU-145 hiicre hattinda ¢oklu ilag direnci meydana getirmek icin

ilk olarak prostat kanseri tedavisinde kullanilan kemoterapik ajanlar olan dosetaksel ve
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mitoksantronun seri sulandirim ile hazirlanmis farkli dozlar1 DU-145 hiicrelerine ayr1 ayri
ve birlikte 24, 48 ve 72 saatlik farkli zaman dilimlerinde uygulanarak, bu htcrelerin
yarisinin hayatta kaldig1 doz olan en yiiksek inhibitor konsantrasyonunun yarist (IC50)
MTT analizi araciligr ile hesaplanmistir. IC50 degerinin hesaplanabilmesi igin DU-145
hiicre hatt1, toplamda 9 adet 96 kuyucuklu seffaf spektrofotometrik plakalara ekilmistir.
Bunun igin her bir kuyucukta yaklasik olarak 1X 10° hiicre olacak sekilde 180 pl’lik

hacimlerde besiyeri-hiicre karisimi esit olarak ekilmistir (Sekil 3.7.).

=

L

i a5

Sekil 3.7. Hucre-besiyeri karisiminin 96°lik plakalara ekilmesi.

Dosetaksel ve mitoksantron uygulanmadan dnce hicrelerin kuyucuk i¢ taban
yiizeylerine tutunabilmesi i¢in 24 saat beklenilmistir. Hiicreler taban ylizey alanina
tutunduktan sonra DU-145 hiicreleri tizerindeki etkin IC50 degerlerinin hesaplanmasi igin

dosetaksel ve mitoksantron asagidaki sekilde uygulanmustir:

Dosetaksel (Taxotere; Sanofi aventis) %10 etanol, %10 fosfat tampon tuzu (PBS) ve
%80 ultra saf su karisimi i¢inde ¢oziilmiistiir. 3 adet 96’11k plakanin kuyucuklarina ayni
sekilde sirasiyla; 3,9 nM, 7,8 nM, 15,6 nM, 31,25 nM, 62,5 nM, 125 nM, 250 nM, 500
nM, 1 pM ve 2 UM konsantrasyonlarda 20 pl dosetaksel uygulanmistir. Uygulamay1
takiben 24, 48 ve 72. saatlerde MTT analizleri yapilmistir (Sekil 3.8.).
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Sekil 3.8. DU-145 hiicre hattina 24, 48 ve 72 saat dosetaksel uygulanmasi.

%10 fosfat tampon tuzu

%10 etanol

Mitoksantron (Mitoxantrone; Kocak Farma)

(PBS) ve %80 ultra saf su karisimi ig¢inde c¢oziilmiistiir. 3 adet 96’lik plakanin

25 nM, 62,5 nM, 125

b

9nM, 7,8 nM, 15,6 nM, 31
nM, 250 nM, 500 nM, 1000 nM ve 2 pM konsantrasyonlarda 20 ul mitoksantron

b

kuyucuklarina ayni sekilde sirasiyla; 3

uygulanmistir. Uygulamayi takiben 24, 48, ve 72. saatlerde MTT analizleri yapilmistir

(Sekil 3.9.).
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Mitoksantron
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Sekil 3.9. DU-145 hiicre hattina 24, 48 ve 72 saat mitoksantron uygulanmasi.

Dosetaksel ve Mitoksantron Kombinasyonunda her iki kanser ilact da %10 etanol,

%10 fosfat tampon tuzu (PBS) ve %80 ultra saf su karigimi iginde ¢oziilmiistiir. 2 adet

:3,9nM, 7,8 nM, 15,6 nM,

96’11k plakanin kuyularina dosataksel ile mitoksantron birlikte

31,25 nM, 62,5 nM, 125 nM, 250 nM, 500 nM, 1 uM ve 2 uM konsantrasyonlarda (her

bir ilacin konsantrasyonu ayr1 ayr1 belirtilen miktarlarda olacak sekilde) her bir kuyucuga

20 pl hacimde uygulanmistir. Uygulamayi takiben 24, 48 ve 72. saatlerde MTT analizleri

yapilmistir (Sekil 3.10).
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IDosetaksel ve Mitoksantron Birlikte
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Sekil 3.10. DU-145 hiicre hattina 24, 48 ve 72 saat dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasi.

Yapilan analizler sonucunda en uygun IC50 degeri dosetaksel ve mitoksantronun

birlikte 72 saat uygulanmasiyla (sonuclar kisminda detaylar verilmistir) elde edilmistir.

Ikinci asamada bulunan 1C50 degeri; her pasaj igin 72 saat stireyle DU-145 hiicrelerine 5

pasaj uygulanarak, hiicrelerin uygulanan ilaglara karsi ¢oklu ilag direnci gelistirmesi

tesvik edilmistir (Sekil 3.11).
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DU-145 Huicreleri Dosetaksel ve Mitoksantronun IC50
dozunu iceren besiyeri
il = ’

» — _—
5 A\
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W
‘ ::E.: = 7Besiyeri uzaklastirilip flaska 1 ml tripsin
. uygulanmigtir

Hiicrelerin flaskin yapigtiklari

; ﬁ—' yiizeyden ayrilmalar igin flask

inkiibatérde 5 dakika

- ERrs
1 ml Tripsin-hiicre karigimi s
falkona aktarilmistir inkiibasyona birakilmistir
Y, pors Hiicrelerin iizerine
’ :intnlf uj, yadp.»:m PSﬁpernatant ' dosetaksel ve
T i uzaklagtinlmigtir=-  mitoksantron 1C50
¢okmesi saglanmistir ~ dozunuigeren 4ml
| besiyeri eklenip -
“_ homojen karigim olmasi
saglanmlg,rlr

5
\ {
4 ml hiicre-besiyeri
karisimi

Karigimin flaska
| aktariimasi

—

Hiicre-besiyeri karigimi yeni steril flaska aktanlmigtir

g ,
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72 saat 37°C'de %5 CO: iceren inkiibatérde inkiibasyon 72 saat 37°C'de %5 CO; igeren inkiibatdrde inkiibasyon

Direnc olugturulmasi icin bu islem 5 kez yapilmistir

Sekil 3.11. DU-145 hiicre hattinda direng olusturulmasi.

DU-145 hiicrelerinde ¢oklu ilag direnci meydana gelip gelmedigini kontrol etmek
icin Sekil 3.11.’deki islemler 5 kez yapildiktan sonra hiicreler dosetaksel ve mitoksantron
icermeyen 180 pl besiyeri ile birlikte 96’lik plakaya ekilmigtir. 37°C’de %5 CO:2
inkubatorde 24 saat inkiibasyondan sonra hiicrelerin plakanin ¢ukurlarina yapistiklari
kontrol edilmis ve MTT analizi yapilmak iizere 20 pl 3,9-1000 nM doksetaksel-
mitoksantron uygulamasi yapilmistir (Sekil 3.12.).

IDosetaksel ve Mitoksantron Birlikte
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Sekil 3.12. DU-145 hiicre hattinin direngli hale geldiginin kontrol edilmesi.
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Uygulamadan elde edilen IC50 dozunun, direng gelistirilmemis DU-145 hiicrelerinden
elde edilen IC50 dozuyla karsilastirilmasi sonucunda artisin anlamlt oldugu sonucuna
vartlmis (sonuglar kisminda agiklanmistir) ve bu anlamli artis ¢oklu ilag direnciyle
iliskilendilirmistir.

DU-145 hiicrelerinde olusturulan direncin korunmasini garanti altina almak
calismanin bundan sonraki basamaklari agisindan son derece 6nemli oldugu igin; direng
olusturulmus DU-145 hiicre hatlar1 herhangi bir madde uygulanmadan 5 kez
pasajlanmistir. 5. pasaj sonunda dosetaksel ve mitoksantronun birlikte uygulanmasiyla

yapilan MTT analizleri sonucunda direncin korundugu ispatlanmistir (sonuglar kisminda

belirtilmistir) (Sekil 3.13.).

Dosetaksel ve Mitoksantron Birlikte
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Sekil 3.13. Direncli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamis, 5. Pasaj sonunda dosetaksel ve mitoksantronun birlikte uygulanmasina

bagli yapilan MTT analiziyle direncin korundugunun ispatlanmasi.

Direng gelisiminden sorumlu olan dosetaksel ve mitoksantronun bu asamadan
sonra ayri ayri etkileri direngli olmayan DU-145 hiicre hattindaki ile aym
olamayacagindan dolayr bu kemoterapik ajanlarin 0,39-200 nM’lik dozlarinin direng
olusturulmus DU-145 hicrelerinde 72 saatlik etkileri MTT analizleri araciligi ile
arastirilmistir (sonuglar kisminda elde edilen IC50 dozlar1 belirtilmistir) (Sek 3.14.).
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Sekil 3.14. Direncli DU-145 hiicre hattinda dosetaksel ve mitoksantronun IC50 dozlarinin

belirlenmesi MTT analizleriyle belirlenmesi.

Calismanin amaci ¢oklu ilag direnci olusturulmus DU-145 hiicreleri Uizerinde 17-
DMAG ve ABA’nin etkilerini gostermektir. Ayn1 zamanda dosetaksel prostat kanseri
tedavisinde kullanilan en 6nemli kemoteropatik ajanlardan biridir. Mitoksantron da
prostat kanseri tedavisinde kullanilmasina karsin dosetaksele gore ¢ok daha sitotoksik
oldugundan diren¢ gelistirme asamasindan sonra kullanilmamistir. Dosetaksel, 17-
DMAG ve ABA’nin ayr1 ayr1 ve birlikte direngli DU-145 hiicre hatlari tizerindeki etkileri

arastirtlmistir. Bunun igin:

17-DMAG [17-dimethylamino-ethylamino-17-demethoxygeldanamycin  (Sigma-
Aldrich)] ultra saf suda ¢ziilmiistiir. 2 adet 96°lik plakaya, her bir kuycuga 180 ul 10°
hiicre olacak sekilde coklu ilag direncli DU-145 hiicreleri ekilmistir. Hiicrelerin

kuyucuKlarin tabanina yapistiklar1 kontrol edildikten sonra seri sulandirim ydntemi ile
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19,5 nM-, 39 nM, 78 nM, 156 nM, 312,5 nM, 625 nM, 1,25 pM, 2,5 uM, 5 pM, 10 pM
konsantrasyonlarinda 20 pl hacminde 17-DMAG uygulanmistir. 17-DMAG uygulamasi
yapildiktan 48 ve 72 saat sonra MTT analizleri araciligi ile IC50 dozlar1 hesaplanmigtir
(Sekil 3.15.).
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Sekil 3.15. 17-DMAG’1n direngli DU-145 hiicre hatt1 i¢in IC50 dozunun hesaplanmasi.

Absisik Asit [(+)-Abscisic Acid (Sigma-Aldirch)] %10 metanol ve %90 ultra saf su
karisimi iginde ¢Oziilmiistiir. 3 adet 96’lik plakaya direncli DU-145 hiicreleri ekilmistir.
Hiicrelerin, plakalarin kuyucuklarinin tabanina yapistiklari kontrol edildikten sonra seri
sulandirim yontemi ile 39 pM, 78 pM, 156 puM, 312,5 uM, 625 pM, 1,25 mM, 2,5 mM,
5 mM, 10 mM, 20 mM konsantrasyonlarinda her bir kuyucuga 20 pl olacak sekilde ABA
uygulanmistir. 24, 48 saat ve 72 saat sonra MTT analizleri yapilmistir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. ABA’1n direngli DU-145 hiicre hattina uygulanip MTT analizi yapilmasi.

nin ikili ve Tgli

2

DMAG ve ABA

17-
uygulamalarina bagli direngli DU-145 hiicre hatti tizerindeki kemoterapik etkileri MTT

2

Bu asamadan sonra dosetaksel

analizleri yapilarak arastirilmistir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17. Direncli DU-145 hiicre hattina dosetaksel, 17-DMAG ve ABA’nin ikili ve

ticlii kombinasyonlar seklinde uygulanmasi.
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Son olarak dosetaksel, ABA ve 17-DMAG’1n ayr1 ayr1 ve birlikte etkin dozlarinin

saglikli hiicreler tizerindeki etkilerini arastirmak i¢in ARPE-19 hiicre hattina uygulanarak
MTT analizleri yapilmistir (Sekil 3.18.).

ARPE-19 Hiicre Hattina Dosetaksel, 17-DMAG ve ABA
Uygulamalari

50 nM 50 nM
Dosetaksel Dosetaksel 50 nM Dosetaksel
50 nM

E 35 nM 0,5mmM 35 nM 17-DMAG
§ Dosetaksel 17-DMAG
1

ABA 0,5 mM ABA

Sekil 3.18. Dosetaksel, 17-DMAG ve ABA’nin etkin dozlarinin ARPE-19 hiicre hattina
uygulanmasi.

MTT analizlerinden elde edilen verilere gore bu maddelerin sinerjistik (birbirinin

etkisini arttiran)/antagonistik (birbirinin etkisini azaltan) veya aditif (birbirini
etkilemeyen) etkileri asagida verilen istatistiksel yontemlere gore arastirilmistir (A; 17-

DMAG, B; ABA, AB; Her ikisinin birlikte uygulanmasi):

a) Ila¢ Etkilesimlerinin Katsayis1 (CDI: Coefficient of the interactions)

Bu yonteme gore madde uygulamasi yapilmayan kontrol grubunun canlilik

miktar1 100 olarak kabul edilmekte ve bu sayr 100’e boliiniip 1 sabit sayis1 elde

edilmektedir. Her iki maddenin de birlikte etkin dozunun uygulanmasina bagli canlilik

48



miktar1 da 100’e bollnUr ve elde edilen deger 1 sabit sayisindan ¢ikarilip Eag Olarak ifade
edilmektedir. Ea; A maddesinin tek basina, Eg; B maddesinin tek basina etkin dozunun
uygulanmasina bagli canli kalan hiicre miktarinin 100’e boliimiinden elde edilen degerin
1’den ¢ikarilmasindan kalan degeri belirtmektedir. CDI degerinin hesaplanmasinda

asagidaki denklemden yararlanilmaktadir:
CDI=Enas/ (EaxEg) (3.2.).

Denklemden elde edilen CDI degeri 1 degerinden biiyiikse uygulanan iki madde
arasinda antagonistik iliski var demektir. 1 degerine esitse aditif iligki (iki maddenin
birbirinin tesirini azaltma veya arttirma 6zelligi yok), 1’den kiiciik ise sinerjistik iliskili
(iki madde birlikte uygulandigi zaman tek tek uygulanmalarina gore daha etkili) var
demektir. Eger elde edilen deger 0,7°den daha kiiciikse belirgin bir sekilde sinerjistik
iliski var demektir (Chao & Zhen, 1989; Wan vd., 2008).

b) BLISS Kombinasyon indeksi (CI):

Bu yontemde iki maddenin ayr1 ayn etkin dozlarinin meydana getirdigi ylizde
oliim miktar1 ondalik say1 olarak yazilarak toplanmaktadir (Ornegin A maddesinin 100
nM’1, DU-145 hiicrelerinin %45’ini 6ldiiriiyorsa Ea= 0,45 seklinde yazilmaktadir). Her
iki maddenin etkin dozlarinin toplama, etkin dozlariin ¢arpimindan ¢ikarilmaktadir. Elde
edilen deger iki maddenin etkin dozlarinin birlikte uygulanmasi neticesinde meydana
gelen 6liim miktarinm yiizdesel degerinin virgiillii yazilisgina boliiniir (Ornegin A
maddesinin 100 nM’1 ile B maddesinin 200 nM’1 birlikte uygulandigi zaman DU-145
hiicrelerinin %6011 dldiiriiyorsa Eas= 0,6 seklinde yazilmaktadir). Buna gore BLISS
(CI) degeri su sekilde hesaplanmaktadir:

BLISS (CI)= [(Ea+ EB)- (EAX Eg)]/ Eas (3.3.).

Denklemden elde edilen CDI degeri 1 degerinden biiyiikse uygulanan iki madde
arasinda antagonistik iliski, 1 degerine esitse aditif iligki, 1’den kii¢iik ise sinerjistik iligki

var demektir (Bliss, 1939; Berenbaum, 1989; Greco vd., 1995; Geary, 2013).

c) En Yiiksek Etkiye Sahip Tek Ajanin Birlikte Etkiye Orani1 (HSA: Highest
Singel Agent)
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Bu denklikte iki maddenin ayr1 ayri kullanilmasina bagli uygulama yapilacak
hiicre hatt1 iizerindeki o©liim etkisi daha yiiksek olanin, iki maddenin birlikte
kullanilmasina bagli 6liim etkisine oran1 hesaplanmaktadir. A maddesinin 6liim etkisi Ea,
B maddesinin 6lum etkisi Eg, iki maddenin birlikte uygulanmasina bagl 6liim etkisi Eag

olarak ifade edilirse denklem su sekilde kurulur:
HSA= Ea/ Eag veya HSA= Eg/ Eag (Hangi maddenin 6ltm etkisi daha yiksekse) (3.4.).

Buna gore elde edilen sonug 1°den yiiksek ise antagonistik iliski, 1’e esitse aditif
etki, 1’den kiiciik ise sinerjistik iliski oldugu anlasilmaktadir (Lehar vd., 2007;
Berenbaum 1989; Geary 2013).

3.5. RNA izolasyonu

Calismamizda kontrol ve madde uygulamasi yapilan hiicrelerde gen ifadelerinin
belirlenmesi icin 6ncelikle RNA izolasyonu kit (Ambion life Technologies; Invitrogen)
kullanilarak yapilmistir. RNA izolasyonu igin kit i¢erisinde bulunan ve asagida verilen

protokol takip edilmistir:

herbir flasktaki besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin iizerine %1 merkaptoetanol
iceren 700 pl lizis tamponu 10 dakika sure ile uygulanmustir.

Lizis tamponu ve hiicre membrani par¢alanmis hiicrelerden olusan sivi karigim
mikropipet yardimiyla alinarak 1,5ml’lik ependorf tiiplere aktarilmistir.

Karigimin iizerine 700 pl %70’lik etanol eklenerek 5-10 saniye vortekslenmistir.

1,4 mI’lik karisim, tek seferde 700 pl olmak Uzere, 2 kez kit i¢cinde mevcut olan filtreli
kolonlu tiiplere aktarilarak 15 saniye 12000 g’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda
filtreli kolon ile tup birbirinden ayrilarak, tiipte biriken sivi uzaklagtirilmustir.

Kolonun filtre Gst yizeyine, kit icinde bulunan yikama tamponu 1°den 700 pl ilave
edilerek 15 saniye 12000 g’de santrifiij edilmis, tiipte biriken siv1 uzaklastirilmistir.
Kolon iizerine yikama tamponu 2’den 500 pl eklenip 15 saniye 12000 g’de santrifij
edilmis, tiipte biriken s1vi uzaklastirilmistir. Bu islem 2 kez yapilmustir.

Kolonda mevcut olan membranin kurumasi i¢in 2-3 dakika 12000 g’de santrifij
yapilmustir. Alttaki toplama tiipii atilarak yerine steril 1,5 ml’lik kapakli toplama tiipii

konulmustur.
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Kolonda bulunan membranin ortasina DNaz-RNaz icermeyen sudan 50 pl pipetlenerek 2
dakika inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 2.30 dakika 12000 g’de santrfillj yapilarak
RNA molekullerinin temiz tupte toplanmasi saglanmis, RNA miktar1 ve safligi nanodrop
cihazinda (NaNoQ OPTIZEN) belirlenmistir.

3.6. cDNA Elde Edilmesi

Gergek zamanli PZR (RT-PZR) analizleri yapilacak genlerin  mRNA
seviyelerindeki degisimleri arastirmak maksadiyla ters transkripsiyon aktivitesine bagl
olarak mRNA’lar cDNA’ya High-Capacity cDNA Reverse Transcription sentez Kiti
(Invitrogen; USA) kullanilarak ¢evrilmistir. RNA’dan cDNA elde edilmesi isleminde kit

icindeki kimyasallar ve kullanilan miktar Cizelge 3.3.’te verilmistir.

Cizelge 3.3. cDNA sentezinde kullanilan maddeler ve miktarlari.

Madde Hacim (1 Reaksiyon I¢in)

Toplam RNA 10 pl

10 X RT Buffer (Tampon) 2 ul

25 X dNTP Karisimi (100mM) 0,8 ul

10 X RT Random Primer (Rastgele Hekzamer) 2 ul
MultiScribe Reverse Transcriptase (Ters Transkriptaz) 1l

Nuclease Free Water (Nukleaz Igermeyen Su) 4,2 ul

Toplam 20 pl

RNA’dan cDNA’ya ¢evirme isleminin polimeraz zincir reaksiyon metodu Cizelge
3.4.’te gorilmektedir. PZR islemi ProFlex PCR System (Applied Biosystems) cihazinda
gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.4. RNA’larin cDNA’ya gevrilmesi i¢in uygulanan PZR metodu.

1. Basamak 2. Basamak 3. Basamak 4. Basamak
1 DOngu 40 DOngu 1 DOngu Cihazda Muhafaza
25°C 37°C 85°C 4°C
10 Dakika 3 Dakika 5 Dakika 0

3.7.  Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR)

DU-145 hucrelerinde ¢oklu ilag direnci gelistirme asamasi; direng meydana gelip

gelmedigini ve eger diren¢ meydana gelmisse kanser hicrelerinin bu dirence ne sekilde
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tepki verdigini gostermek maksadiyla ¢oklu ilag direnci, onkogenler, sag kalim ve
apoptoz inhibitor proteini genlerinin ifade seviyelerindeki degisimleri gésterilmistir. Bu
asamada elde edilen verilerden ¢oklu ila¢ direnci olusturuldugu anlasilmistir. Coklu ilag
direnci olusturulduktan sonra; ¢oklu ila¢ direnci, oksidatif ve ER stresi, 1s1 soku ailesi,
DNA tamir mekanizmasi, apoptoz ve diger 6liim sinyali yolagi, onkogen, proliferasyon,
sag kalim ve apoptoz inhibitor genlerinin ifade seviyelerindeki degisimler arastirilmistir.
Bu genlerin ifadelerinde meydana gelen degisimleri arastirmak i¢in kullanilan primerler

ve baz dizileri Cizelge 3.5.- Cizelge 3.11.’de verilmistir.

Cizelge 3.5. Endojen (kontrol) genlerin pirmer baz dizileri.

Endojen (Kontrol) Genler

Genlerin Primer Kodlar Baz Dizileri
B-Aktin F: CCTCTGAACCCTAAGGCCAAC
R: TGCCACAGGATTCCATACCC
18S F: GAGGATGAGGTGGAACGTGT

R: GGACCTGGCTGTATTTTCCA
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Cizelge 3.6. Coklu ilag direnci genlerinin pirmer baz dizileri.

Coklu Ila¢ Direnci Genleri

Genlerin Primer Kodlar
ATP Baglayic1 Kaset Alt Ailesi C
Uyesi 1 (ABCC1/ MRP1)
ATP Baglayic1 Kaset Alt Ailesi C
Uyesi 2 (ABCC2)

ATP Baglayic1 Kaset Alt Ailesi G
Uyesi 2 (ABCG2/ BCRP)

Glutatyon S-Transferaz (GST)

Coklu ila¢ Direnciyle iliskili Protein 1
(GSX/ MRP)

Coklu Ila¢ Direnciyle Iliskili Protein 2
(MRP2)

Coklu Tlac Direnciyle iliskili Protein 3
(MRP3)

Coklu Ila¢ Direnciyle Mliskili Protein 4
(MRP4)

Coklu Ila¢ Direnci Pompa Tasiyicis

ATP Baglayic1 Kaset Alt Ailesi Uyesi 2

(MXR1)

Biiyiik Cat1 Proteini (MVP/ LRP)

ATP Baglayici Kaset Alt Ailesi G
Uyesi 2 (P-gP/ MDR1)

Baz Dizileri
F: ATCGTTCTGTTTGCTGCCCT
R: GTCTCTGAATACTCCTTGAGCCT
F: TGCACAAGCAACTGCTGAAC
R: AGGCAGGGTGTCATCCACT
F: GGTGCCATTTACTTTGGGC
R: ACAAAGAGTTCCACGGCTGA
F: TTCTTACTGGTCCTCACATCTC
R: TCACCGGATCATGGCCAGCA
F: TGCCTTGGGATTTTTGCTGTG
R: CGATCCCTTGTGAAATGCCC
F: CTGCCTCTTCAGAATCTTAG
R: CCCAAGTTGCAGGCTGGCC
F: GATACGCTCACCACAGTCC
R: CAGTTGCCGTGATATGGCTG
F: CCTATGCCACGGTGCTGAC
R: TGGCACATGGCTACTCGTAAC

F: GATCTCTCACCCTGGGGCTTGTGG
R:TGTGCAACAGTGTGATGGCAAGGGA

F: TCTAAAGGCGCTGCTTGATTT
R: GTCCCTCGAAAAGCCACTCA

F: TGCTGGAGCGGTTCTACG

R: ATAGGCAATGTTCTCAGCAATG
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Cizelge 3.7. Apoptoz ve diger 6liim sinyali genlerinin pirmer baz dizileri.

Apoptoz ve Diger Oliim Sinyali Yolag Genleri

Genlerin Primer Kodlar
BCL-2 ile iliskili X apoptoz
duzenleyici protein (Bax)
BH3 Olim Agonist Domeyni
(Bid)

Kaspaz 3 (Kas3)
Kaspaz 8 (Kas8)
Sitokrom Oksidaz 2 (Soks2)

Sitokrom C (Sit C)

Cekirdek Faktori Kappa B
Alt Unitesi (Nf-kB)
Tumor Nekroz Faktoru Alfa
(Tnf-a)

Siklin Bagimh Kinaz
Inhibitorii 1A (p21)
Siklin Bagimh Kinaz
Inhibitérii 1B (p27)

Tumor Proteini 53 (p53)

Baz Dizileri
F: ATGGACGGGTCCGGGGAG
R: TCAGCCCATCTTCTTCCA
F: CCTTGCTCCGTGATGTCTTTC
R: GTAGGTGCGTAGGTTCTGGT
F: GTGGAATTGATGCGTGATGT
R: ACAGGTCCATTTGTTCCAAAA
F: AGAGTCTGTGCCCAAATCAAC
R: GCTGCTTCTCTCTTTGCTGAA
F: CAGGATACAGCTCCACAGCA
R: ATCACAGGCTTCCATTGACC
F: TTTGGATCCAATGGGTGATGTTGAG
R:TTTGAATTCCTCATTAGTAGCTTTTTTGAC
F: TCCGTTATGTATGTGAAGGC
R: TTTGCTGGTCCCACATAGTTGC
F: TCAGCCTCTTCTCC
R: TCAGCTTGAGGGTT
F: GGAAGACCATGTGGACCTGT
R: GGCGTTTGGAGTGGTAGAAA
F: GCCCTCCCCAGTCTCTCTTA
R: TCAAAACTCCCAAGCACCTC
F: CACGAGCGCTGCTCAGATAGC
R: ACAGGCACAAACACACGCACAAA

Cizelge 3.8. Is1 soku proteini ailesi genlerinin pirmer baz dizileri.

Is1 Soku Ailesi Proteini Genleri

Genlerin Primer Kodlari

Is1 Soku Proteini 26 (HSP26)
Is1 Soku Proteini 60 (HSP60)
Is1 Soku Proteini 70 (HSP70)

Is1 Soku Proteini 90 (HSP90)

Baz Dizileri
F: GCCCCGCAGCCCCATCTACGAG
R: GAGCACGCCATCCGACGACAGC
F: GTCGCGCCCCGTTAGCAC
R: CATCGCGTCCCACCTTCTTCAT
F: CGAGETCGACGCATTGTTTG
R: GAGTGGATCCGCCGACGAGTA
F: CCGGAGGTCTTTCACAGTC
R: CTTCTCGCGCTCCTTCTCTAC

Ist Soku Proteini Ailesi A (Hsp70) F: CATGGTTCTCACTAATGAAAGG

Uyesi 5 (Bip)

R: GCTGGTACAGTAACAACT

Is1 Soku Protein 90 Beta Ailesi Uyesi1 F: AATAGAAAGAATGCTTCGCC

(GRP94)

R: TCTTCAGGCTCTTCTTCTGG
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Cizelge 3.9. Oksidatif ve endoplazmik retikulum stresi genlerinin pirmer baz dizileri.

Oksidatif ve Endoplazmik Retikulum Stresi Genleri

Genlerin Primer Kodlari Baz Dizileri
Aktive Edici Transkripsiyon F: ATGGCCGGCTATGGATGAT
Faktori 4 (ATF4) R:CGAAGTCAAACTCTTTCAGATCCATT
DNA Hasarimn Tetikledigi F: CTGCCTTTCACCTTGGAGAC
Transkript 1 (CHOP) R: CGTTTCCTGGGGATGAGATA
At Al MannosdasSenzert & SAASTCTECGTACSECACE.
Protein 1 (EDEM) '
Endoplazmik Retiklumdan F: TGGGTAAAAAGCAGGACATCTGG
Nukleusa Sinyal 1 Proteini (Irel-a) R: GCATAGTCAAAGTAGGTGGCATTCC
Okaryotik Translasyon Baslatia F: ATCCCCCATGGAACGACCTG
Faktor 2 Alfa Kinaz (PERK) R: ACCCGCCAGGGACAAAAATG
Katalaz (KAT) F: TACGAGCAGGCCAAGAAGTT
R: ACCTTGTACGGGCAGTTCAC
Bakar Cinko Siiper Oksid F: GTTCGGTGACAACACCATG
Dismutaz (CuzZn-SOD) R: GGAGTCGGTGATGTTGACCT
Manganez Super Oksid Dismutaz F: TCTGAAGAAGGCCATCGAGT
(Mn-SOD) R: GCAGATAGTAGGCGTGCTCC
F: TGGGACCAGCAAGTAAAACC
Glutatyon Sentetaz (GS) R: TCGCGAATGTAGAACTCGTG
Toplam X Kutusu Baglayici F: TGGCCGGGTCTGCTGAGTCCG
Proteini 1 (totalXBP1) R: ATCCATGGGGAGATGTTCTGG
Islenmemis Proteinlerden
’ §( Kutu:u ngiaylil(}’erotse(;;lilTlu F- CAGCACTCAGACTACGTGCA
R: ATCCATGGGGAGATGTTCTGG

(usXBP1)
Cizelge 3.10. DNA tamir mekanizmasi genlerinin pirmer baz dizileri.

DNA Tamir Mekanizmasi1 Genleri
Genlerin Primer Kodlari Baz Dizileri
. F: GACCATTTCACCACCCACTTT
Ekzoniikleaz 1 (EXOI) R: TGAGACTCATCGTCACTGGACTC
BRCA1 DNA Tamir Geni Proteini F: CCCATCTGAGAGCCGAAGT
(XRP1) R: CGTAGGGTGAGTCCTTGCTG
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Cizelge 3.11. Onko genler, hiicre buytme faktord, hiicre bolinmesi, sag kalim ve apoptoz

inhibitor genlerinin primer baz dizileri.

Onko genler, Hiicre Boliinme, Sag Kalim ve Apoptoz inhibitér Genleri
Genlerin Primer Kodlari Baz Dizileri
Serin/ Treonin Kinaz 1 (Akt) F: ATGAGCGACGTGGCTATTGTGAAT
R: GAGGCCGTCAGCCACAGTCTGGATG
B- Hucresi Lemfoma 2 Ailesi Proteini F: ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA
(BCL-2) R: ACAGTTCCACAAAGGCATCC
I F: GATCAAGTGTGACCCGGACT
Siklin D1(CD1) R: TCCTCCTCTTCCTCCTCCTC
Hipoksiya Tetikleyici Faktor 1 Alt  F: AGCCAGATCTCGGCGAAGT
Unite- Alfa (Hif 1-a) R: CAGAGGCCTTATCAAGATGCG
o o sy & ATCCECEACOTCARCEE

F: GATTGGTTCTTTCCTGTCTCTG

Fosfoinositid 3 Kinaz (P13K) R:CCACAAATATCAATTTACAACCATTG

Vaskuler Endotelyal Blyime F: AGGAGGGCAGAATCATCACG
Faktoru (VEGF) R: CAAGGCCCACAGGGATTTTCT
X Baglantii Apoptoz Inhibitérii F: TGGGGTTCAGTTTCAAGGAC
(XIAP) R: TGCAACCAGAACCTCAAGTG

Gergek zamanli PZR analizlerinin yapilabilmesi i¢cin Power SYBR Green PZR
Master Mix (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific) kullanilmistir. Bu kit iginde
mevcut olan sarflarin her birinden kullanilan malzemelerin listesi, primerler ve cDNA

miktart Cizelge 3.12.’te gortlmektedir.

Calismada Applied Biosystems (ABI) 7500 Fast Real-Time PCR Systems cihazi
kullanilmistir. Gergek zamanli PZR reaksiyonunun ger¢eklesebilmesi i¢in cihazda

standart olan protokol takip edilmistir. Bu protokol Cizelge 3.13.’te gosterilmistir.

Cizelge 3.12. Bir gergek zamanli PZR reaksiyonunun gerceklesmesi igin kullanilan

malzemeler ve miktarlari.

Maddeler ve Miktarlari
Sybr Green Master Mix 10 pl
cDNA 2 ul
DNase-RNase icermeyen Su 6 ul
F Primer 1pl
R Primer 1pl
Toplam Miktar 20 pl
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Cizelge 3.13. Gergek Zamanli PZR protokol.

1. Basamak 2. Basamak

1X DoOngu 48X Dongu

Primerlerin Yapigmasi
ve Zincirin Uzamasi
50°C 95°C 95°C 60°C

2 Dakika 10 Dakika 15 Saniye 1 Dakika

Enzim Aktivasyonu Denatirasyon

3.8. Gercek Zamanh PZR Analizlerinin Istatistiksel Analizlerinin Yapilmasi

Gergek zamanli PZR c¢alismalar1 sonrasi elde edilen verilerin gen ifadeleri

asagidaki formiile gore hesaplanmistir:
Fx= Kuvvet(2;-AAcT) (3.5).

Buna gore her bir genin gergek bagil kantitasyon (relative quantitation: RQ) degeri
hesaplanmistir. Hesaplanan bagil kantitasyon degerleri SPSS istatik analiz programinin
ANOVA (Degiskenlerin analizi), Duncan ve Tukey testleri ile degerlendirilerek genlerin

ifade seviyelerindeki artis veya azalisin, uygulanan madde ile iliskisi yorumlanmustir.

3.9. TALI Goruntii Temelli Sitometre (Hiicre Goriintiileme) Yoéntemiyle Canh, Oll

ve Apoptik Hicre Miktarlarinin Hesaplanmasi

Sadece hiicre sayimi ozelligi gosteren bir¢ok sitometrik 6lcim metotlarindan
farkli olarak TALI gortnti temelli sitometre (TALI Image Based Cytometer; Invitrogen)
ayni zamanda canli, apoptotik ve toplam 6li hiicreleri birbirinden ayirt edebilmekte ve
bu hiicrelerin miktara bagli oranlarmi hesaplayabilmektedir. TALI goriinti temelli
sitometre yonteminde Annexin V; biyotin, FITC, Cy5’ten herhangi biri ile isaretlenmistir.
Bu sayede apoptotik hicrelere bu belirteclerden herhangi birinin baglanmasiyla 1sima
yaparak TALI gorunti temelli sitometre tarafindan hiicre sayimlari yapilmaktadir. Bu
durum Sekil 3.5.te gosterilmistir (Engeland, Nieland, Ramaekers, Schutte &
Reutelingsperger, 1998).
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Sekil 3.19. Apoptotik hiicrelerde fosfotodil serinin hiicre membraninin dis yiizeyine

¢ikmasiyla Annexin V’ye Ca?" araciligi ile baglanmasi.

Diger bir hucresel 6lum ise nekrozdur ve tayini propodyum iyodid (PI) ile
gerceklesir. PI, Annexin V ile baglanarak isaretlenir. Hiicre membraninin biitiinliiglinden
dolay1 saglikli hiicreler ve apoptotik hiicreler PI ile boyanmazken nekrotik hicrelerin
membranlar1 PI’in hiicre i¢ine alinmasina olanak saglar. Bu sayede nekrotik hiicrelerin
de TALI goriintii temelli sitometrede goriintiilenmesine ve miktarlarinin tayinine olanak

saglanir.

Calismada canli, apoptotik ve nekrotik hiicrelerin miktarini belirlemek igin Tali™
Apoptosis Kit-Annexin V Alexa Fluor™ 488 & Propidium Iodide (ThermoFisher
Scientific) kullanilmistir. Buna gore sitometrede yesil renk olarak goriinen hiicreler
apoptotik hucreleri, kirmizi renk olanlar nekrotik hacreleri, gri gortnenler ise canh
hlcreleri gostermektedir. TALI goruntt temelli analizleri i¢in direngsiz DU-145 hucreleri
5 ayr1 25 cm?’liik, direncli DU-145 hiicreleri ise 4 ayr1 25 cm?’liik flasklara ekilmistir.
Hicrelerin, flasklarin taban i¢ yiizey alanina tutunduklar1 kontrol edildikten sonra hem
direngsiz hem de direncli DU-145 hiicrelerine 48 saat siireyle; 50 nM dosetaksel, 50 nM
dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG, 50 nM dosetaksel ile 500uM ABA ve bu ¢ madde

birlikte uygulanarak TALI goruntt temelli sitometre ile analizleri yapilmistir.

Her bir flasktaki hiicrelerin analizleri asagidaki protokol takip edilerek

yapilmistir:
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e Kontrol ve madde uygulanmis hiicrelerin bulundugu flasklardaki besiyerleri
uzaklagtirildiktan sonra hiicrelerin yapistigi flask tabanindan kalkmasi igin
uzerlerine 700 pl tripsin- EDTA uygulanmig ve 5 dakika inkiibe edilmistir.
Kalkan hiicreler 1,5 ml’lik kapakli toplama tiiplerine alinmustir.

e Tipler 700 g’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Hiicrelerin altta pellet olusturdugu
kontrol edildikten sonra iistte kalan siipernatant dikkatli bir sekilde
uzaklastiriimistir.

o Kitigerisinde bulunan Annexin Baglama Tampon (ABB) DNaz/RNaz icermeyen
su ile kit protokoliine gore 5 kat seyreltilmistir.

e Elde edilen ABB igerisinde her 100 pL’sinde 5 uL Anneksin V olacak sekilde
hazirlanmis karisimdan herbir tipteki hlcrelerin Gzerine 100 ul pipetlenmis ve
karistirildiktan sonra oda sicakliginda karanlikta 20 dakika inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyondan sonra 1500 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek Ustteki stipernatant
uzaklastirilmig ve dipte kalan hiicrelerin tzerine 1 pL Pl iceren 100 pul ABB
pipetlenmistir.

e (Oda sicakliginda ve karanlikta 5 dakika inkiibasyon yapilmistir.

e Her bir 6rnek, icerdikleri hiicrelerin sayiminin yapilmasi igin 6zel TALI

slaytlarinin ¢ukurlarina 25 pl yiiklenerek cihazda okumalari yapilmustir.

3.10. Direncsiz ve Diren¢ Gelistigi Diisiiniilen DU-145 Hiicrelerinin Sag Kalim,

Apoptoz ve Kaspaz Aktivitelerinin Floresan Mikroskopta Gésterilmesi

Direngsiz ve direngli DU-145 hiicre hatlarina madde uygulandiktan sonra,
uygulanan bu maddelerin hiicrelerde apoptotik ve kaspaz aktivitelerini arastirmak Uzere
floresan mikroskobu (ZEISS Obserever Z1) kullanilarak analizleri yapilmistir. Bunun
icin direngsiz ve direncli hlcreler ayr1 ayr1 5’er farkli grup olusturmak iizere 24 kuyulu
plakalara, her bir kuyuda 1 ml hacminde besiyeri olacak sekilde ekilmistir. Hiicrelere,
kuyularm i¢ zemin yizeyine tutunduklari kontrol edildikten sonra; 50 nM dosetaksel, 50
nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA ve bu Ug¢

maddenin kombinasyonu uygulanmustir.

48 saatlik uygulamadan sonra apoptotik ve kaspaza bagli apoptotik aktivite
neticesinde hiicre membraninda ve ¢ekirdeginde meydana gelen yikilmayir gdstermek

maksadiyla asagidaki protokol uygulanmistir:
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Kuyulardaki besi yeri uzaklastirildiktan sonra plaka 3 kez PBS ile yikanmustir.
Her bir kuyudaki hticrelerin tzerine 1 ml besiyeri pipetlenmistir.

Cekirdek yapisindaki degisimi gostermek maksadiyla 5 il Nucblue (Katalog No.:
R10477), membran apoptotik aktivitesini gostermek maksadiyla 3 pl etidyum
bromur/akridin orange (EB/AQ), kaspaza bagli apoptotik aktiviteyi gostermek
maksadiyla 5 pl kaspaz 3/7 boyalar1 (Thermo Fisher Scientific) kullanilmstir.
Boyalar uygulandiktan sonra floresan mikroskopta hiicre goruntiileri alinincaya
kadar plakalar karanlikta 30 dakika bekletilmistir.

Besiyeri uzaklastirilip kuyular 3 kez PBS ile yikandiktan sonra 20X objektif
kullanilarak hiicre goriintiileri alinmistir.

Mavi renkli goriintli almak i¢in DAPI, yesil i¢in FITC, kirmizi i¢in RED filtreleri

kullanilmastir.
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BOLUM 4

SONUCLAR

4.1. Dosetaksel ve Mitoksantronun Ayr1 Ayn ve Birlikte Uygulanmasina Bagh
Direngsiz DU-145 Hiicre Hattinda Coklu fla¢ Direnci Olusturmak Icin Belirlenen
ICS50 Degeri

4.1.1. DU-145 Hiicre Hattina Dosetakselin 0.39-200 nM Doz Arahgimin 24, 48 ve 72
Saat Uygulanmasi Sonucunda Elde Edilen IC50 Degerleri

DU-145 hiicre hattina 24 saat sureyle 0,39-200 nM dosetaksel uygulamasi neticesinde
madde uygulanan hucrelerin, kontrol hiicrelerine gore miktarlarindaki azalmanin anlamli
oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢aligma sonucunda canlilik orani en fazla 0,39 nM’lik
uygulama icin %66,77+2,64, en az 200 nM icin %50,13+1,89 oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.1.). IC50 degeri probit analizine gbre 326,93 nM olarak hesaplanmistir (Sekil
4.2.)
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Canh Hucre

80 ..
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Kontrel ©,33nM 0,78nM 1,56nM 3,12nM 6,25nM 125nM 25nM 50nM 100nM 200nM

Hucre (%)

Dosetaksel (24 Saat)

Sekil 4.1. DU-145 hiicrelerine 0,39-200nM dosetaksel uygulandiktan 24 saat sonra

canlilik miktarlarina bagli renk degisimi ve MTT istatiksel analiz neticeleri.

Probit Analizi
0.8 0.75 0.7
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Doz-IC Degerleri

Sekil 4.2. Dosetakselin DU-145 hucrelerine 24 saatlik uygulanmasina bagli IC50’nin

probit analiziyle hesaplanmasi.

DU-145 hiicre hattina 48 saat slreyle 0,39-200 nM dosetaksel uygulanmasi
neticesinde madde uygulanan hicrelerin, kontrol hicrelerine gére miktarlarindaki
azalmanin anlamli oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda canlilik orani en

fazla 0,39 nM’lik uygulama i¢in %96,99+2,57, en az 200 nM i¢in %45,37+£1,81 olarak
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belirlenmistir (Sekil 4.3.). IC50 degeri probit analizine gore 64,27 nM olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.4.).

Canli Hlicre
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100

olllllllllll
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Hiicre (%)

5
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Dosetaksel (48 Saat)

Sekil 4.3. Direngsiz DU-145 hucrelerine 0,39- 200nM dosetaksel uygulandiktan 48 saat

sonra canlilik miktarlarina bagh renk degisimi ve istatiksel siitun grafigi.
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Doz-IC Degerleri

Sekil 4.4. DU-145 hiicrelerine dosetakselin 48 saat uygulanmasina bagli IC50 degerinin
probit analiziyle hesaplanmasi.
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DU-145 hiicrelerine 72 saat sireyle 0,39-200 nM dosetaksel uygulanmasi neticesinde
madde uygulanan hucrelerin, kontrol hiicrelerine gére miktarlarindaki azalmanin anlamli
oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda canlilik orani en fazla 0,39 nM’lik
uygulama icin %96,14+2,89, en az 200 nM icin %46,55+2,21 olarak hesaplanmigtir
(Sekil 4.5.). IC50 deger probit analizine gore 54,57 nM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.6.).

Canh Hucre

0

Kontrol 0,39 nM 0,78 nM 1,56 nM 3,12 nM 6,25 nM 12,5nM 25nM 50nM 100 nM 200 nM

Hiicre (%)

Dosetaksel (72 Saat)

Sekil 4.5. Direngsiz DU-145 hiicrelerine 0,39- 100nM dosetaksel uygulandiktan 72 saat

sonraki canlilik miktarlari.
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Probit Analizi
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Doz-IC Degerleri

Sekil 4.6. DU-145 hicrelerine dosetakselin 72 saatlik uygulanmasina bagli IC50’nin

probit analiziyle hesaplanmasi.

4.1.2. DU-145 Hiicre Hattina Mitoksantronun 0,39- 200 nM Doz Arahgimin 24, 48 ve
72 Saatlik Uygulanmasi Sonucunda Elde Edilen IC50 Degerleri

DU-145 hiicre hattina 24 saat slreyle 0,39-200 nM mitoksantron uygulanmasi
neticesinde madde uygulanan hicrelerin, kontrol hucrelerine gore miktarlarindaki
azalmanin anlamli oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda canlilik orani en
fazla 0,39 nM’lik uygulama i¢in %67,34+2,67, en az 200 nM i¢in %44,71+1,99 olarak
belirlenmistir (Sekil 4.7.). IC50 degeri probit analizine gore 89,21 nM olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.8.).
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Canli Huicre
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Sekil 4.7. DU-145 hiicrelerine 0,39- 200nM mitoksantron uygulandiktan 24 saat sonra
canlilik miktar1 ve MTT istatiksel analiz neticesinin sutun grafigi.
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Sekil 4.8. Mitoksantronun DU-145 hiicrelerine 24 saatlik uygulanmasina bagl IC50’nin

probit analiziyle hesaplanmasi.

DU-145 hicrelerine 48 saat 0,39-200 nM mitoksantron uygulanmasi neticesinde
madde uygulanan hiicrelerin, kontrol hiicrelerine gére miktarlarindaki azalmanin anlaml
oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢aligma sonucunda canlilik orani en fazla 0,39 nM’lik

uygulama icin %87,01+3,12, en az 200 nM igin %42,29+2,09 olarak hesaplanmigtir
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(Sekil 4.9.). IC50 degeri porbit analizine gore 52,58 nM olarak hesaplanmistir (Sekil
4.10.).

Canli Hucre
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Sekil 4.9. DU-145 hucrelerine 48 saat 0,39- 200nM mitoksantron uygulandiktan sonra

canlilik miktar1 ve MTT istatiksel analiz neticesinin siitun grafigi.
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Doz-IC Degerleri

Sekil 4.10. DU-145 hiicrelerine 48 saat mitoksantron uygulanmasina bagli IC50’nin

probit analiziyle hesaplanmas.

DU-145 hiicrelerine 72 saat 0,39-200 nM mitoksantron uygulanmasi neticesinde

madde uygulanan hucrelerin, kontrol hiicrelerine gore miktarlarindaki azalmanin anlamli
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oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda canlilik orant en fazla 0,39 nM’lik
uygulama igin %98,78+2,4, en az 200 nM igin %35,67+1,56 olarak hesaplanmistir (Sekil
4.11.). IC50 degeri probit analizine gore 51,12 nM olarak hesaplanmustir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.11. Direngsiz DU-145 hcrelerine 0,39- 200nM mitoksantron uygulandiktan 72

saat sonra canlilik miktar1 ve MTT istatiksel analiz neticesinin siitun grafigi.
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Sekil 4.12. DU-145 hiicrelerine 72 saat mitoksantron uygulanmasina bagli IC50 degerinin

probit analiziyle hesaplanmas.
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4.1.3. Dosetaksel ve Mitoksantronun Birlikte Direngsiz DU-145 Hiicre Hattina 0,39-
200 nM’hk Dozlarmmin 24, 48 ve 72 Saatlik Uygulanmasi Sonucunda 1C50

Degerlerinin Hesaplanmasi

Dosetaksel ve mitoksantronun ayri ayr1 direngsiz DU-145 hiicre hatti {izerindeki
24, 48 ve 72 saatlik uygulamalarina bagli IC50 degerleri hesaplandiktan sonra birlikte

kullanilmalarina bagli 0.39- 200 nM’lik konsantransyonlarinin etkileri aragtirilmistir.

DU-145 hiicre hattina 24 saat siireyle dosetaksel ve mitoksantronun 0,39-200 nM
dozunun uygulanmasi neticesinde madde uygulanan hiicrelerin, kontrol hiicrelerine gore
miktarlarindaki azalmanin anlamli oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda
canlilik orani en fazla 0,39 nM’lik uygulama igin %96,94+3,56, en az 200 nM igin
%74,97+3,78 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.13.). IC50 degeri, yapilan probit analizine
gore 10,92 uM olarak hesaplanmustir (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.13. Diren¢siz DU-145 hcrelerine 0,39- 200nM dosetaksel ve mitoksantron
birlikte uygulandiktan 24 saat sonraki canlilik miktarlarinin MTT siitun grafigi ve 96’lik
plakadaki canliliga baglh renk degisimi.

69



Probit Analizi
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Doz-IC Degerleri

Sekil 4.14. DU-145 hiicre hattina 24 saat dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli IC50 degerinin probit analiziyle hesaplanmasi.

DU-145 hiicre hattina 48 saat siireyle dosetaksel ve mitoksantronun 0,39-200 nM
dozunun uygulanmasi neticesinde madde uygulanan hiicrelerin, kontrol hiicrelerine gore
miktarlarindaki azalmanin anlamli oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda
canlilik orani en fazla 0,39 nM’lik uygulama igin %98,74+3,16, en az 200 nM igin
%26,5+1,36 olarak belirlenmistir (Sekil 4.15.). IC50 degeri probit analizi neticesinde
47,55 nM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.15. DU-145 hiicrelerine 48 saat sireyle dosetaksel ve mitoksantronun 0,39-200
nM dozunun uygulanmasina bagli canlilik miktarlarinin MTT siitun grafigi ve 96’lik
plakadaki canliliga baglh renk degisimi.
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Doz- IC Degerleri

Sekil 4.16. DU-145 hiicre hattina 48 saat siireyle dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli IC50 degerinin probit analiziyle hesaplanmasi.

DU-145 hiicre hattina 72 saat siireyle dosetaksel ve mitoksantronun 0,39-200 nM
dozunun uygulanmasi neticesinde madde uygulanan hticrelerin, kontrol hiicrelerine gore

miktarlarindaki azalmanin anlamli oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda
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canlilik orani en fazla 0,39 nM’lik uygulama igin %97,41+1,18, en az 200 nM igin

%14,8+0,25 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.17.). IC50 degeri porbit analizi neticesinde
6,39 nM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.17. Direngsiz DU-145 hicrelerine 0,39- 200nM dosetaksel ve mitoksantron
uygulandiktan 72 saat sonraki canlilik miktarlarinin MTT siitun grafigi ve 96’lik
plakadaki canliliga baglh renk degisimi.
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Doz-IC Degerleri

Sekil 4.18. DU-145 hiicre hattina 72 saat siireyle dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli IC50 degerinin probit analiziyle hesaplanmasi.
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MTT analizleri neticesinde Sekil 4.17.’de goriildiigli lizere dosetaksel ve
mitoksantronun farkli konsantrasyonlarinin birlikte 72 saatlik uygulanmasi neticesinde
6,25 nM’lik dozun direngsiz DU-145 hiicrelerinin yaklasik olarak %51,8’ini 6ldiirdiigii
goriilmektedir. Sekil 4.18.’de probit istatiksel analizi neticesinde bu uygulamanin IC50
dozunun 6,39 nM olarak hesaplanmistir. Calismada dosetaksel ve mitoksantronun stok
konsantrasyonlari 4 mM ve 24 mM oldugu i¢in bu stoklar1 mikropipet ile 6,39 nM’a
seyreltmek miimkiin olmamaktadir. Bunun i¢in IC50 degeri 6,25 nM olarak kabul

edilmistir.
4.2.1. DU-145 Hiicrelerinde Coklu ila¢ Direnci Gelisimi

5 pasaj boyunca dosetaksel ve mitoksantronun IC50 dozu olan 6,25 nM’lik
konsantrasyonu uygulanarak DU-145 hiicrelerinde ¢oklu ilag direnci olusturulamaya
calistimistir. Bunun i¢in DU-145 hiicreleri 25 cm®’liik flasklara 4 ml besi yeri ile birlikte
ekilmistir. Hiicrelerin flaskin dibine tutundugu mikroskop araciligi ile kontrol edildikten
sonra ortamdan 40 pl besi yeri uzaklastirilip yerine 40 ul 625 nM konsantrasyonda
dosetaksel-mitoksantron karigimi uygulanmistir. Boylece besi yerindeki madde
konsantrasyonunun 6,25 nM olmasi saglanmistir. Her besi yeri degisiminde 6,25 nM’lik
doz uygulanmistir. 5 pasaj sonunda hiicreler tripsin-EDTA aracilig1 ile kaldirilmustir.
Hicreler; icinde dosetaksel ve mitoksantron icermeyen besi yerine alinarak 96 ¢ukurlu
plakalara ekilmistir. Hucrelerin plakadaki ¢ukurlarin zemin ytizeyine tutunduklari kontrol
edildikten sonra 0,39- 100 nM dosetaksel ile mitoksantron birlikte uygulanmustir.

Uygulama yapildiktan 72 saat sonra MTT analizleri yapilmistir.

DU-145 hicrelerine 5 pasaj boyunca dosetaksel ve mitoksantronun birlikte 72 saat
stireyle IC50 dozu olan 6,25 nM konsantrasyonun uygulanmasinin ardindan MTT analizi
yapilmustir. Yapilan analiz neticesinde en diisiik doz olan 0,39 nM i¢in %98,01+1,36, en
yiksek doz olan 100 nM igin %45,53+1,35 canlilik tespit edilmistir (Sekil 4.19.). Direng
gelistirilen DU-145 hicrelerinin  probit analiziyle IC50 degeri 54,86 nM olarak
hesaplanmustir (Sekil 4.20.).
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Sekil 4.19. Direng gelistirilen DU-145 hicrelerine 0,39- 100 nM dosetaksel ile
mitoksantron birlikte 72 saat siireyle uygulandiktan sonra MTT analizine bagl canlilik

miktar1 ve 96’11k plakadaki canlilik miktarina bagli renk degisimi.
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Doz-IC Degerleri

Sekil 4.20. Direng gelistirmek maksadiyla 6,25 nM Dosetaksel ve mitoksantron birlikte
5 pasaj boyunca uygulanmasina bagli DU-145 hiicrelerinde degisen IC50 degerinin probit

analiziyle hesaplanmasi.

Sekil 4.20.’de goriildiigi gibi DU-145 hiicrelerine 5 pasaj 6,25 nM dosetaksel ve
mitoksantronun uygulanmasi neticesinde IC50 degeri 54,86 nM’a yiikselmistir. Direng
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gelisimine bagl elde edilen bu IC50 degerinin kalicilifin1 kontrol etmek maksadiyla
direng gelistigi diistiniilen DU-145 hicreleri herhangi bir madde uygulamaksizin 5 kez
pasajlanmis ve 5. pasajin sonunda MTT analizi yapilmistir. Yapilan MTT analizi
sonucunda en diisiik doz olan 0,39 nM i¢in canlilik miktar1 98,7+1,76, en ylksek doz olan
100 nM igin 35,24+1,24 nM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.21.). IC50 degeri probit analizi
sonucunda 50,7 nM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.22.).
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Sekil 4.21. Coklu ilag direnci olusturulan DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi
bir madde uygulanmadan MTT analizinin yapilmasina bagl siitun grafigi ve canlilik

miktarina bagl 96’lik plakadaki renk degigimi.
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Doz-IC Degerleri

Sekil 4.22. Coklu ilag direnci gelistigi diigiiniilen DU-145 hiicre hattina herhangi bir
madde uygulanmadan MTT analizi yapilmas1 neticesinde elde edilen verilere gore IC50

degerinin hesaplanmasi.

5 pasaj boyunca 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte uygulanmasi
neticesinde Sekil 4.20.’de goriildiigii gibi IC50 54,86 nM olarak hesaplanmistir. Bununla
birlikte madde uygulanmas1 kesildikten 5 pasaj sonra yapilan analizler neticesi Sekil
4.22.°de goriildiigi gibi 50,7 nM’dir. Direngsiz DU-145 hiicre hatt1 igin dosetaksel ve
mitoksantronun 72 saat stireyle uygulanmasina bagh IC50 ise 6,39 nM’dur.

4.2.  Direncli DU-145 Hiicreleri Uzerinde Dosetaksel, Mitoksantron, 17-DMAG ve
ABA’nin Etkilerini Arastirmak i¢in MTT Analizlerinin Yapilmasi

DU-145 hiicre hattinda, dosetaksel ve mitoksantron ile c¢oklu ilag direnci
gelistirildikten sonra; dosetaksel, mitoksantron, 17-DMAG ve ABA’nin ayri ayri ve

birlikte etkileri arastirilmisgtir.
4.2.1. Direncli DU-145 Hiicreleri Uzerinde Dosetakselin EtkKisi

Direncli DU-145 hiicre hattina 72 saat streyle dosetakselin 1-500 nM doz aralig:
uygulanarak canlilik iizerine etkisi arastirilmistir. Buna gore yapilan MTT analiz
sonuglarinin anlamli oldugu ve canlilik miktar1 en diisik doz olan 1 nM igin
%97,47+3,54, en yiiksek doz olan 500 nM igin %55,48+2,51 olarak hesaplanmistir (Sekil
4.23.). IC50 degeri probit analizi neticesinde 808,53 nM olarak hesaplanmistir (Sekil
4.24)).
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Sekil 4.23. Direncli DU-145 hiicre hattina 72 saat streyle 1- 500 nM dosetaksel

uygulanmasi sonucunda MTT analizinden elde edilen siitun grafigi ve 96’lik plakadaki

canliliga bagli renk degisimi.
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Doz-IC Degerleri

Sekil 4.24. MDR’li DU-145 hiicre hattina 72 saat sureyle dosetaksel

neticesinde probit analiziyle IC50 degerinin hesaplanmasi.

4.2.2. Direngli DU-145 Hiicrelerinin Uzerinde Mitoksantronun EtKkisi

o

N

w
o
N

33,12 uM == ¢

o

78,23 uM m 2
I

15,85 uM =
162,15 M =

uygulanmast

Direngli DU-145 hiicre hattina tek basina mitoksantronun 72 saat streyle 1- 500

nM konsantrasyonunun uygulanmasina bagli canlilik iizerine etkileri aragtirilmigtir. MTT
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analiz neticelerine mitoksantronun en diisiik dozu olan 1 nM igin canlilik %90,85+2,31,
en yuksek dozu olan 500 nM i¢in %33,72+1,27 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.25.). IC50

degeri yapilan probit analiz neticesinde 61,53 nM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.26.).
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Sekil 4.25. Direncgli DU-145 hiicre hattina 1- 500 nM mitoksantronun 72 saat sureyle

uygulanmasina bagli olusturulan MTT siitun grafigi ve 96’lik plakadaki hiicrelerin

canlilik miktarina bagl renk degigimi.
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Doz-IC Degerleri

Sekil 4.26. Direncli DU-145 hiicre hattina 1- 500 nM mitoksantronun 72 saat sureyle

uygulanmasi sonucunda IC50 degerinin hesaplanmasi.
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4.2.3. Coklu ila¢ Direncli DU-145 Hiicre Hattinda 17-DMAG’1n Etkileri

Direncgli DU-145 hiicre hattina 48 saat sureyle 1,95 nM- 1uM 17-DMAG’in
uygulanmasi netiesinde MTT analizleri yapilmistir. Yapilan MTT analizi neticesinde
hiicre miktarindaki azalmanin anlamli oldugu tespit edilmistir. Canlilik miktar1 en diisiik
doz olan 1,95 nM igin %77,83+2,56, en yiksek doz olan 1 uM icin 36,34+1,96 olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.27.). IC50 degeri probit analizi neticesinde 338,82 nM olarak
hesaplanmustir (Sekil 4.28.).
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Sekil 4.27. Direngli DU-145 hiicrelerine 48 saat streyle 1,95 nM- 1 uM 17-DMAG
uygulandiktan sonra yapilan MTT analizinin siitun grafigi ve 96’lik plakadaki hicrelerin

canlilifina bagh renk degisimi.

79



Probit Analizi

12 0590.980.970.96 0.95 094 0.93 0.92 .91 09 o

fy 85

s 1 08 075 54

= 0.8 065 06

~ 05505

= 06 045 g4

:04 0.35 03 a5

g- ©20.2 g15 01

O 0.2 II

0 II.
= 2222222222222 2=2=2=22222222=22
C € € € € € € £ € € £ € € £ € € £ c < 3 3 3 3 3 3 =3
0 N W = 000N O NN DN MmN AN O MmN ;NN NN S
S 822 R NT XM g = NN ® A9 0L X N
Q 9 o o o o o O AN Nad oo 1m0 N A m O 11 O o
o o Mm O «H O M - N~
T = o un

Doz-IC Degerleri

Sekil 4.28. Direngli DU-145 hicrelerine 48 saat sureyle 1 nM- 1 uM 17-DMAG

uygulanmasi sonucunda IC50 degerinin hesaplanmasi.

Direncli DU-145 hiicre hattina 72 saat siireyle 1,95 nM- 1uM 17-DMAG’in
uygulanmasina bagli hiicre miktarinda anlamli azalmalar olmustur. Canlilik miktart en
diisiik doz olan 1,95 nM i¢in %89,22+1,25, en yiiksek doz olan 1 pM igin %23,29+1,06
olarak hesaplanmustir (Sekil 4.29.). Yapilan probit analizi neticesinde IC50 degeri 70,64
nM olarak hesaplanmstir (Sekil 4.30.).
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Sekil 4.29. Direncli DU-145 hiicre hattina 1,95 nM- 1 uM 17-DMAG uygulandiktan 72
saat sonra yapilan MTT analizinin siitun grafigi ve 96’lik plakadaki hiicrelerin canlilik

miktarina bagl renk degisimi.
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Doz-IC Degerleri

Sekil 4.30. Direngli DU-145 hicrelerine 72 saat sureyle 1 nM- 1 uM 17-DMAG

uygulanmasina bagli IC50 degerinin hesaplanmasi.

72 saat slreyle uygulanmaya bagli IC50 dozu 70,64 nM iken 48 saat sirelik
uygulama i¢in bu deger 338,82 nM olarak hesaplanmistir. 17-DMAG igin etkin slire 72
saat etkin IC50 degeri 70,64 nM olarak belirlenmistir.
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4.2.4. Direncli DU-145 Hiicrelerinin Uzerinde Absisik Asit (ABA)’in EtKisi

Abisisik asit (ABA)’in direngli DU-145 hiicre hatlarina 24, 48 ve 72 saat siireyle
3,9 UM-2 mM doz araliginin uygulanmasina bagl etkisi arastirilmistir. ABA’nin 24
saatlik uygulanmasina bagli MTT analizinden elde edilen verilerin anlamli olmadig
belirlenmistir. Direngli DU-145 hiicre hattina uygulanan en diisiik doz olan 3,9 pM igin
canlilik %99,69+2,57 ancak en az canlilik miktar1 500 uM icin %94,82+2,76 olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.31.). ABA’nin 24 saat siireyle uygulanmasina bagli direncli DU-
145 hiicre hattinda meydana gelen azalmalar diizenli olmayip; 1 mM ve 2 mM’lik
uygulamada canlilik miktar1 500 puM’a gore daha fazla oldugu icin probit analizi

yaptlmamistir ve IC50 degeri elde edilememistir.
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Sekil 4.31. Direngli DU-145 hiicre hattina 24 saat siireyle 3,9 pM- 2 mM ABA’nin
uygulanmasi neticesinde olusturulan MTT siitun grafigi ve 96’lik plakadaki hiicrelerin

canlilik miktarina bagl renk degisimi.

Direncli DU-145 hiicre hattina ABA’nin 48 saat sireyle 3,9 uM- 2 mM doz
araliginin  uyglunmasma bagli hiicre miktarindaki azalmanin anlamli oldugu
belirlenmistir. En yiiksek canlilik miktar1 3,9 uM i¢in %98,76+2,11, en az canlilik 500
UM icin %74,78+2,24 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.32.). 1 ve 2 mM
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konsantrasyonlarinda hiicrelerdeki canlilik miktar1 500 uM uygulamasina gore daha fazla

oldugu i¢in IC50 degeri hesaplanamamustir.
Canli Hucre
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Sekil 4.32. Direngli DU-145 hiicre hattina 48 saat siireyle 3,9 uM- 2 mM ABA’nin
uygulanmasi neticesinde elde edilen MTT siitun grafigi ve 96’lik plakadaki hucrelerin

canlilik miktarina bagl renk degisimi.

Direngli DU-145 hiicre hattina ABA’nin 72 saat siireyle 3,9 uM-2 mM doz
araliginin uygulanmasi sonucunda elde edilen MTT verilerinin anlamli olmadig
sonucuna varigmistir. SUtun grafigine gore en fazla canlilik miktar1 3,9 pM igin
%98,44+2,11, en az canlilik miktar1 125 pM’lik uygulamada %90,41+£2,31 olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.33.). ABA’nin 125 pM’lik konsantrasyonunun uygulanmasindan
sonra gelen doz araligina bagli canlilik miktarinda artis oldugu i¢in IC50 degeri 72 saatlik

uygulama i¢in hesaplanamamuistir.
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Sekil 4.33. Direngli DU-145 hiicre hattina 72 saat siireyle 3,9 pM- 2 mM ABA’nin
uygulanmasi neticesinde elde edilen MTT siitun grafigi ve 96’lik plakadaki hucrelerin

canlilik miktarina bagl renk degisimi.

3,9 UM-2 mM ABA’nin 48 saatlik uygulanmasi neticesinde elde edilen verilere
gore en fazla Olim %25,22 oraninda 500 pM’lik uygulamaya baglh olarak
gerceklesmistir.

4.2.5. Dosetaksel ve ABA’nmin Birlikte Direngli DU-145 Hiicre Hatti Uzerindeki
Etkileri

Daha once dosetaksel ve mitoksantronun birlikte uygulanmasina bagli DU-145
hiicre hattinda ¢oklu ilag direnci gelistirilmistir. Ancak mitoksantronun hepatotoksik
etkileri nedeniyle (Llesuy & Arnaiz, 1990) sadece kanser hiicrelerine degil ayn1 zamanda
saglikli hiicrelere de zarar vereceginden dolayr ¢oklu ila¢ direnci gelistirildikten sonra
kullanilmasma son verilmistir. Direncli DU-145 hiicre hatt1 iizerinde dosetaksel ve
ABA’nin birlikte etkilerini aragtirmak igin 48 saat siireyle 50 nM dosetaksel ile 1 mM
ABA ve 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA uygulamalar1 yapilmistir. 50 nM dosetaksel
ile 1 mM ABA’nin birlikte uygulanmasi neticesinde ortalama %68,68+1,97, 50 nM
dosetaksel ile 500 uM ABA’nin birlikte uygulanmasina bagl ise %64,36+£2,11 canl
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hiicre tespit edilmistir. Bu uygulamalara bagli canlilik miktarindaki anlamli azalmalar

Sekil 4.34.’te MTT siitun grafigi ve 96’lik plakada gdsterilmistir.
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Metano! ABA ABA ABA MetanciMetano! ABA ABA ABA Metano!

MDR'li DU-145 Dosetaksel ile ABA (48 Saat)

Sekil 4.34. Direngli DU-145 hiicre hattina 48 saat siireyle 50 nM dosetaksel ile 1 mM
ABA ve 50 nM dosetaksel ile 500 pM ABA’nin birlikte uygulanmasina bagh canlilik
miktarinin MTT siitun grafiginde ve 96’lik plakada gosterilmesi.

4.2.6. Dosetaksel ve 17-DMAG’1n Birlikte Direngli DU-145 Hiicre Hatt1 Uzerindeki
Etkileri

Direngli DU-145 hiicre hattina 48 saat siireyle 50 nM dosetaksel ile 35-70 nM 17-
DMAG’n birlikte uygulanmasina bagl hiicrelerin canlilik miktarindaki degisimleri
aragtirmak icin MTT analizi yapilmistir. Yapilan MTT analizi sonucunda hicre
miktarlarindaki azalmanin anlamli oldugu, 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG
uygulamasina baghh %50,33£2,32, 50 nM dosetaksel ile 70 nM 17-DMAG
uygulamasinda ise ortalama %49,16+2,01 canli hiicre oldugu belirlenmistir (Sekil 4.35.).
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Sekil 4.35. Direncli DU-145 hicrelerine 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG ve 50
nM dosetaksel ile 70 nM 17-DMAG birlikte uygulanmasina bagli canlilik miktarlart ve
96’lik plakadaki canliliga bagli renk degisimi.

4.2.7. Dosetaksel, 17-DMAG ve ABA’nin Birlikte Direncli DU-145 Hiicre Hatti
Uzerindeki Etkileri

Dosetaksel, 17-DMAG ve ABA’nin birlikte etkilerini arastirmak i¢in 96’lik
plakaya direngli DU-145 hiicre hatt1 ekilmistir. Plakanin 3 sirasina 48 saat siireyle 50 nM
dosetaksel, 35 nM 17-DMAG ve 500 UM ABA brilikte uygulanmistir. Diger 3 siraya ise
ayni siire boyunca 50 nM dosetaksel, 70 nM 17-DMAG ve 1 mM ABA birlikte
uygulanmistir. Yapilan MTT analizleri sonucunda uygulamalara bagli hiicrelerin canlilik
miktarindaki azalmanin anlamli oldugu saptanmistir. 50 nM dosetaksel, 35 nM 17-
DMAG ile 0,5 mM ABA’nin birlikte uygulamasina bagh %55,66+1,89, 50nM
dosetaksel, 70 nM 17-DMAG ile ImM ABA’nin uygulanmasina bagli ortalama
%60,08+1,02 canlilik tespit edilmistir (Sekil 4.36.).
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Sekil 4.36. Direncli DU-145 hicre hattina dosetaksel, 17-DMAG ile ABA’nin farkli

konsantrasyonlarinin uygulanmasi sonucunda elde edilen MTT grafigi ve 96’lik plakada

canlilik miktarina bagl renk degisimi.

Ancak Sekil 4.35.”te ABA’nin 500 uM’lik dozunun olmadig1 durumda 6liim orani
%49,66 iken ABA’nin 1 mM’lik dozu kullanilmadan oOliim oran1 %50,84’tiir. Bu

durumdan dolay1 ABA ile 17-DMAG’1n sinerjistik/ antagonistik iliskisi BLISS, CDA ve
HSA denklemlerine gore arastirilmistir:

CD 500 Dosetaksel, 35nM 17-DMAG ve 500um ABA= 0,56/ (0,5 X 0,69) = 1,61

1,61> 1 Antagonist

CDI50nM Dosetaksel, 70nM 17-DMAG ve 1mm ABA= 0,6/ (0,49X 0,64) = 1,9
1,9> 1 Antagonist

BLISS (CI) 50nm Dosetaksel, 35nM 17-DMAG ve 500uM ABA=
[(0,5+0,31)-(0,5X0,31)]/0,44=1,48  1,48>1 Antagonist
BLISS (CI) 50nm Dosetaksel, 70nM 17-DMAG ve 1mM ABA=

[(0,51 +0,36) - (0,5 X 0,36)]/0,4=1,71  1,71> 1 Antagonist

87



HSA 50nM Dosetaksel, 35nM 17-DMAG ve 500uM ABA= 0,5/ 0,44 = 1,12
1,12> 1 Antagonist
HSA 50nM Dosetaksel, 70nM 17-DMAG ve 1 mM ABA= 0,51/ 0,4= 1,27

1,27> 1 Antagonist

17-DMAG ile ABA’nin ¢oklu ilag direncgli DU-145 hiicre hatti tizerinde birlikte
uygulanmasina bagli yapilan MTT analiz sonuglari; hem CDI, hem BLISS (CI) hem de
HSA denklemine gdre bu iki maddenin antagonist (birbirinin etkisini azaltan) oldugunu

gostermistir.

4.2.8. ARPE-19 (Saghkh Retinal Pigment) Hiicre hattinda, Direngli DU-145 Hucre
Hattinda Etkin Olan Dosetaksel, 17-DMAG ve ABA’nin Etkileri

Direncli DU-145 hiicre hatt1 iizerinde dosetakselin, 17-DMAG’m, ABA nin tekli,
ikili ve Ucll etkin uygulamalarina bagli sitotoiksik etkilerini saglikli hiicre hattinda
arastirmak i¢in ayni uygulamalar 48 saat siireyle ARPE-19 hiicre hattina da yapilmustir.
Uygulamalar neticesinde yapilan MTT analizlerine gore, direncli DU-145 hiicrelerin
canlilik miktarindaki azalmanin dosetaksel igin istatistik olarak 6nemli olmadigi, diger
uygulamalar i¢in 6nemli oldugu belirlenmistir. MTT analizine gore dosetaksel tek basina
%7,6+,04, dosetaksel ile 17-DMAG birlikte %15,98+0,67, dosetaksel ile ABA birlikte
%11,24+1,02 ve tic madde birlikte %13,44+0,41 oraninda ARPE-19 hiicrelerinin canlilik

miktarinda azalma meydana getirmistir (Sekil 4.37.).
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Sekil 4.37. ARPE-19 hiicre hattina 48 saat siireyle uygulanan maddelere karsilik

hiicrelerin canlilik miktarindaki degisimin MTT analizi ve 96’lik plakada gosterilmesi.

Direngsiz ve direncli DU-145 hiicre hatlariyla karsilastirildigi zaman ARPE-19°da
meydana gelen bu 6liim oranlarinin son derece az olmasi, kullanilan maddelerin saglikli

hiicre hatti {izerinde sitotoksik etkilerinin az oldugunu gdstermektedir.
4.3.  Gen Ifadesi Analizi Sonuglar

4.3.1. Direngsiz DU-145 Hiicre Hattinda Madde Uygulanmasina Bagh Gen ifadesi
Seviyesinde Meydana Gelen Degisimler

Yapilan SPSS analizleri neticesinde gen ifadesi seviyelerinde meydana gelen
anlamli degisimler kiigiikten biiyiige dogru a, ab, b, bc, ¢, cd ve d olacak sekilde

harflendirilmistir.
43.1.1. Coklu Ila¢ Direnci Genlerinin ifadeleri

BCRP’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.38.’de
gosterilmistir. DU-145 hiicre hattinda BCRP ifadesi kontrole gore 6. saatin sonunda
0,85%0,07 kat olarak hesaplanmistir. Buna karsilik 24. saatin sonunda BCRP geninin
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ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak anlamli artis olmus ve 2,26+0,5 kat olarak
belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.38. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun
birlikte uygulanmasina bagli olarak BCRP/ ABCG2 (MXR1) geninin ifadesinde meydana

gelen degisimler.

P-gP gen ifadelerinde uygulamadan sonra 3-24 saat araliklarinda gen ifadesi
seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.39.’da gosterilmistir. P-gP/ MDR1’in gen
ifadesinde istatistiksel olarak anlamli artiglarin 6. saatte (kontrole gore 2,15+0,39 kat) ve
24. saatte (kontrole gore 32,14+0,21 kat) oldugu belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.39. Direncsiz DU-145 hiicre hattinda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun
birlikte uygulanmasina bagl olarak P-gP/ MDR1 geninin ifadesinde meydana gelen

degisimler.

MRP1’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.40.’ta
gosterilmistir. MRP1’in gen ifadesi seviyesi 6. saatte kontrole gore 0,68+0,21 kata kadar
azalmasina ragmen 24. saatte 1,64+0,58 Kkat yiikselmistir (P<0,05).
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Sekil 4.40. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun
birlikte uygulanmasina bagh olarak MRP1 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

MRP2’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.41.°de

gosterilmistir. MRP2’nin gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamli degisimler 6. saatte
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(kontrole gore 0,62+0,21 kat azalma)a ve 24. saatte (kontrole gore 1,64+0,58 kat artis)
belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.41. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

birlikte uygulanmasina bagli olarak MRP2 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

MRP3’lin uygulamadan sonra gen ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil
4.42.°de gosterilmistir. MRP3’tin gen ifadesi seviyesinde istatistiksel olarak anlaml
degisim sadece uygulamanin 24. saatinde kontrole gore 1,95+0,29 kat artis olarak
belirlenmistir (P<0,05).

MRP3

_ 25
S
2
Q 2 -
=
§ 1.5 .

a a
‘? 1 = ==
(] I
©
_..‘_‘_’ 0.5
[
g o0
© 0. Saat 3. Saat 6. Saat 24. Saat

Zaman

Sekil 4.42. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

birlikte uygulanmasina baglh olarak MRP3 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.
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MRP4’lin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.43.°te
gosterilmistir. MRP4’iin gen ifadesi seviyesinde istatistiksel olarak anlamli degisim
sadece uygulamanin 24. saatinde kontrole gore 1,58+0,78 kat artig olarak belirlenmistir

(P<0,05).
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Sekil 4.43. Direncsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

birlikte uygulanmasina bagl olarak MRP4 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

MVP/LRP’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.44.’te
gosterilmistir. Gortildiigii gibi gen ifadesinde anlamli degisim sadece 24. saatte kontrole
gore 2,06+0,48 kat artis olarak saptanmistir (P<0,05).
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Sekil 4.44. Direncsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun
birlikte uygulanmasina bagli olarak MVP/ LRP geninin ifadesinde meydana gelen

degisimler.

43.1.2. BCL-2 Onkogeninin ifadesi

BCL-2’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.45.te
gosterilmigtir. BCL-2’nin gen ifadesi seviyesinin uygulamanin 24. saatinde kontrole gore
3,2440,5 kat artis ile istatistiksel olarak anlamli degisim gosterdigi belirlenmistir
(P<0,05).
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Sekil 4.45. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

birlikte uygulanmasina bagli olarak BCL-2 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.
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4.3.1.3. Sag Kalim Genlerinin ifadesi

Livin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.46.’da
gosterilmistir. Livin gen ifadelerinde uygulamanin 6. ve 24. saatlerinde kontrole goére
istatistiksel olarak anlamli azalmalarin oldugu (6. saatte 0,62+0,18 kat ve 24. saatte
0,34+0,14 kat) belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.46. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

birlikte uygulanmasina bagli olarak Livin geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

Survivin’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.47.°de
gosterilmistir. Survivin gen ifadesinin en yiiksek degerinin uygulamanin 24. saatinde

(kontrole gore 3,01+0,64 kat artis) oldugu saptanmistir (P<0,05).

95



SURVIVIN

— 4 c
3 35
s 3
= a ab b
o 15 I
y -]
g ! I
= 0.5
c
8 0
0. Saat 3. Saat 6. Saat 24. Saat
Zaman

Sekil 4.47. Direncsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun
birlikte uygulanmasina bagli olarak Survivin geninin ifadesinde meydana gelen

degisimler.

4.3.1.4. Apoptoz inhibitér Gnelerinin ifadeleri

CIAPI’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.48.’de
gosterilmistir. CIAP1’in gen ifadesi seviyesi 6. saat ve 24. saatte kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis gostermis ve bu artiglar 6. saatte kontrole gore
3,19+0,33 kat, 24. saatte kontrole gore 12,88+4,28 kat olarak belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.48. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

birlikte uygulanmasina bagli olarak CIAP1 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.
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XIAP’1In gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.49.°da
gosterilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi gen ifadesi seviyeleri 6. ve 24. saatlerde
kontrole gore istatiksel olrak anlamli artislar gostermis ve bu artislar kontrole gére 6.
saatte 5,12+0,71 kat ve 24. saatte 9,69+2,97 kat olarak hesaplanmistir (P<0,05).
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Sekil 4.49. Direncsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun

birlikte uygulanmasina bagli olarak XIAP geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

4.3.2. Direncgli DU-145 Hiicre Hattina Dosetaksel ve Mitoksantronun Birlikte

Uygulanmasina Bagh Gen ifadesi Seviyelerinde Meydana Gelen Degisimler

Caligmada dosetaksel ve mitoksantronun birlikte 72 saatlik uygulanmasina bagh
IC50 degeri 6,25 nM olarak bulunduktan sonra bu doz direngsiz DU-145 hiicre hattina 5
pasaj boyunca uygulanmistir. 5. pasaj sonunda olusturulan dirence bagli gen ifadelerinde

meydana gelen degisimler asagida siitun grafikleri aracilig ile agiklanmistir.
43.2.1. Coklu ila¢ Direnci Genlerinin ifadeleri

BCRP/ABCG2’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil
4.50.’de gosterilmistir. BCRP/ABCG’nin gen ifadesi seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli degisim uygulamanin 24. saatinde kontrole gore 2,94+0,22 kat olarak
belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.50. Direncli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte
uygulanmasina bagli olarak BCRP/ ABCG2 geninin ifadesinde meydana gelen

degisimler.

P-gP’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.51.°de
gosterilmistir. P-gP/ MDR1’in gen ifadesi seviyesi 0. saatte 1,03+0,22 kat olarak
hesaplanmistir. P-gP’nin 3., 6. ve 24. saat gen ifadesi seviyelerinde kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli artiglar belirlenmistir. Bu artiglar sirasiyla 3. saatin sonunda
2,52+0,15 kat, 6. saatin sonunda 3+0,07 kat ve 24. saatin sonunda kontrole gére 7,15+0,07
kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.51. Direngli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak P-gP/ MDR1 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.
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MRPI’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.52.°de
gosterilmistir. MRP1’in gen ifadesinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli artislar
6. ve 24. saatlerde (sirast ile kontrole gore 1,19+0,35 kat ve 1,33+0,02 kat artis)
belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.52. Direncli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak MRP1 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

MRP2’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.53.’te
gosterilmistir. MRP2’nin gen ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak anlaml artiglarin
6. saat sonunda 1,77+0,35 kat ve 24 saatin sonunda 3,22+0,1 kat oldugu belirlenmistir
(P<0,05).
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Sekil 4.53. Direncli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak MRP2 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

MRP3’lin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.54.°te
gosterilmistir. MRP3’{in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen istatiksel olarak anlamli

artigin 24. saatin sonunda kontrole gore 2,96+0,27 kat oldugu belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.54. Direncli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak MRP3 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

MRP4’iin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.55.te

gosterilmistir. MRP4’{in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen istatiksel olarak anlamli
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artiglarin 6. saatin sonunda kontrole gore 1,38+0,04 kat, 24. saatin sonunda kontrole gore
3,78%0,54 kat oldugu belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.55. Direncli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak MRP4 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

MVP’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.56.’da
gosterilmigtir. MVP/ LRP’nin kontrole gore gen ifadesi seviyesinde meydana gelen
istatiksel olarak anlamli artisin 24. saat sonundal,98+0,54 kat oldugu belirlenmistir
(P<0,05).
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Sekil 4.56. Direncli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak MVP/ LRP geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.
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4.3.2.2. BCL-2 Onkogeninin ifadesi

BCL-2’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.57.’de
gosterilmistir. BCL-2nin kontrole gore gen ifadesi seviyesinde meydana gelen istatiksel
olarak anlamli artislarin 3. saatin sonunda 3,15+0,36 kat, 6. saatin sonunda 3,8+0,1 kat

ve 24. saatin sonunda 5,9+0,2 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.57. Direncli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte
uygulanmasina bagli olarak BCL-2 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

4.3.2.10. Sag Kalim Genlerinin ifadeleri

Livin’in gen ifadesi seviyelerindeki degisimler Sekil 4.58.’de gosterilmistir.
Livin’nin kontrole gore gen ifadesi seviyesinde meydana gelen istatiksel olarak anlamli
artislarin 3. saatin sonunda 1,52+0,13 kat, 6. Saatin sonunda 3,02+0,56 kat ve 24. Saatin
sonunda 4,87+0,42 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.58. Direncli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagl olarak LIVIN geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

Survivin’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.59.’da
gosterilmistir. Survivin’nin kontrole gore gen ifadesi seviyesinde meydana gelen
istatiksel olarak anlamli artislarin 6. saatin sonunda 1,47+0,1 kat ve 24. saatin sonunda
4,04+0,23 kat olduklar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.59. Direncli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagl olarak Survivin geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.
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4.3.2.11. Apoptoz Inhibitér Genlerinin ifadeleri

CIAPI’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.60.’ta
gosterilmistir. CIAP1’in kontrole gére gen ifadesi seviyesinde meydana gelen istatiksel
olarak anlamli artislarin 6. saatin sonunda 1,47+0,05 kat ve 24. saatin sonunda 4,15+0,88

kat olduklar1 belirlenmistir(P<0,05).
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Sekil 4.60. Direncli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak CIAP1 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

XIAP’mm gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.61.’de
gosterilmistir. XIAP’in kontrole gore gen ifadesi seviyesinde meydana gelen istatiksel

olarak anlamli artigin 24. saatin sonunda 4,1520,1 kat oldugu belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.61. Direncli DU-145 hiicre hattina 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte
uygulanmasina bagli olarak XIAP geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

4.3.3. Gelistirilen Direncin Kahcihginin Gen Ifadesi Analizleriyle Aciklanmasi

Direngsiz DU-145 hiicre hattinda MDR meydana getirmek i¢in 6,25 nM
dosetaksel ve mitoksantronun birlikte uygulanmasina bagl ¢oklu ilag direnci genlerinden
olan MRP2, MRP3, MRP4 ve MVP/ LRP genlerinin ifade seviyelerinde meydana gelen
degisimler gosterilmistir. Meydana gelen ¢oklu ilag direncinin siirekliligini ispat etmek
maksadiyla ¢oklu ilag direnci olusturulan DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi
bir madde uygulamasi yapilmamustir. 5. Pasajin sonunda hiicre hattina 6,25 nM
dosetaksel ve mitoksantronun birlikte uygulanmasi neticesinde gen ifadelerindeki

degisimler asagida gosterilmistir.
4.3.3.1. Coklu Ila¢ Direnci Genlerinin ifadeleri

BCRP’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.62.’de
gosterilmisgtir. BCRP/ ABCG2 (MXR1)’in kontrole gore gen ifadesinde meydana gelen
istatiksel olarak anlamli artislarin 3. saatin sonunda 21,43+2,09 kat, 6. saatin sonunda
44,48+3,11 kat ve 24. saattin sonunda 22,53+%3,22 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.62. 5 pasaj boyunca herhangi bir madde uygulanmayan direncli DU-145 hiicre
hattina 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte uygulanmasina
bagli olarak BCRP/ ABCG?2 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

P-gP’nin gen ifadesi seviyesindeki meydana gelen degisimler Sekil 4.63.’te
gosterilmistir. P-gP/ MDR1’in kontrole gbre gen ifadesi seviyesinde meydana gelen
istatiksel olarak anlamli artiglarin 3. saatin sonunda 2,52+0,15 kat, 6. saatin sonunda
3+0,07 kat ve 24. saatin sonunda 9,99+0,07 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.63. Direncli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamistir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantron birlikte

uygulanmasina bagli olarak P-gP/MDR1 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.
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MRP1’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.64.°te
gosterilmistir. MRP1’in kontrole gore geni ifadesi seviyesinde meydana gelen istatiksel
olarak anlaml artiglarin 3. saatin sonunda 11,25+1,57 kat, 6. saatin sonunda 11,48+2,61
kat ve 24. saatin sonunda 6,11+1,3 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.64. Direncli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamustir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak MRP1 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

MRP2’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.65.’te
gosterilmistir. MRP2’nin kontrole gore gen ifadesi seviyesinde meydana gelen istatiksel
olarak anlamli artiglarin 3. saatin sonunda 2,02+0,9 kat, 6. saatin sonunda 4,61+1,95 kat
ve 24. saatin sonunda 5,12+0,52 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.65. Direncgli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamustir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak MRP2 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

MRP3’lin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.66.’da
gosterilmistir. MRP3’iin kontrole gore gen ifadesinde meydana gelen istatiksel olarak
anlaml artiglarin 3. saatin sonunda 14,08+0,77 kat, 6. saatin sonunda 21,87+2,8 kat ve
24. Saatin sonunda 9,65+1,83 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.66. Direncli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamistir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagl olarak MRP3 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.
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MRP4’lin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.67.’de
gosterilmistir. MRP4’tin kontrole gore gen ifadesinde meydana gelen istatiksel olarak
anlamli artislarin 3. saatin sonunda 3,06+0,44 kat, 6. saatin sonunda 3,95+0,36 kat ve 24.

saatin sonunda 4,45+1,14 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.67. Direncli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamustir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak MRP4 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

MVP’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.68.’de
gosterilmistir. MVVP/ LRP’nin kontrole gore gen ifadesinde meydana gelen istatiksel
olarak anlamli artiglarin 3. saatin sonunda 3,96+1,68 Kkat, 6. saatin sonunda 5,05+1,17 kat
ve 24. saatin sonunda 2,13+0,71 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.68. Direncli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamustir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun uygulanmasina

bagli olarak MVP/ LRP geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

4.3.3.9. BCL-2 Onkogeninin Ifadesi

BCL-2’nin gen ifadesi meydana gelen degisimler Sekil 4.69’da gosterilmistir.
BCL-2’nin kontrole gore gen ifadesinde istatiksel olarak herhangi bir anlamli artis

meydana gelmemistir (P<0,05).
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Sekil 4.69. Direncli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamustir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagli olarak BCL-2 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.
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4.3.3.10. Sag Kalim Genlerinin ifadeleri

Livin’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.70.’te
gosterilmistir. Livin’nin kontrole gore gen ifadesi seviyesinde meydana gelen istatiksel
olarak anlamli artiglarin 3. saatin sonunda 1,95+0,34 kat, 6. saatin sonunda 33,2+1,58 kat
ve 24. saatin sonunda 24,94+0,82 kat olduklari belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.70. Direncli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamustir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun uygulanmasina

bagli olarak Livin geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

Survivin’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.71.de
gosterilmisgtir. SURVIVIN’in kontrole gore gen ifadesi seviyesinde meydana gelen
istatiksel olarak anlamli artiglarin 3. saatin sonunda 5,05+0,55 kat, 6. saatin sonunda
8,06+0,48 kat ve 24. saatin sonunda 4,68+1,08 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.71. Direncli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamustir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun uygulanmasina

bagli olarak Survivin geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

4.3.3.11. Apoptoz Inhibitér Genlerinin ifadeleri

CIAPI’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.72.°de
gosterilmistir. CIAP1’in kontrole gore gen ifadesi seviyesinde meydana gelen istatiksel
olarak anlamli artislarin 3. saatin sonunda 3,72+0,24 Kkat, 6. Saatin sonunda 5,56+0,14 kat
ve 24. saatin sonunda 9,39+0,18 kat olduklari belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.72. Direncli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamustir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun uygulanmasina

bagli olarak CIAP1 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

XIAP’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.73.°te
gosterilmistir. XIAP i kontrole gore gen ifadesi seviyesinde meydana gelen istatiksel
olarak anlamli artiglarin 3. saatin sonunda 6,06+0,84 Kkat, 6. saatin sonunda 7,08+0,15 kat
ve 24. saatin sonunda 4,06+0,12 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.73. Direncli DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde
uygulanmamistir. 5. pasaj sonunda 6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte

uygulanmasina bagl olarak XIAP geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.
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4.3.4. Direngsiz ve Direncli DU-145 Hiicre Hattlarimna Dosetaksel, Absisik Asit ve
17-DMAG Uygulanmasina Bagh Gen Ifadelerinde Meydana Gelen Degisimlerin

Karsilastirilmasi

Direngsiz DU-145 hiicre hattina dosetaksel ve mitoksantronun IC50 degerinin 5
pasaj uygulanmasi neticesinde ¢oklu ilag direnci olusturuldugu ve bu direncin madde
uygulamasi kesildikten sonra da devam ettigi hem MTT anazlizleriyle hemde gergek
zamanli PZR aracilig1 ile gosterilmistir. Direngli DU-145 hicreleri tzerinde; 48 saatlik
uygulamaya bagli 17-DMAG’1n etkin dozu 35 nM, dosetakselin 50 nM ve ABA’nin 500
uM oldugu MTT analizleri sonucunda gosterilmistir. Bu ¢ maddenin hem direngsiz
hemde direncli DU-145 hiicre hatlar1 {izerindeki etkilerini karsilagtirabilmek igin
maddeler ayr1 ayr1 ve birlikte bu hiicre hatlarina uygulanarak gercek zamanli PZR
analizleri yapilmistir. Gergek zamanli PZR analizlerinde direngsiz ve direncli DU-145
hicrelerinde meydana gelen; ¢oklu ilag direnci genleri, endoplazmik retikulum stres
genleri, antioksidan sistem genleri, tamir mekanizmasi sistemi genleri, 1s1 soku ailesi
(molekiiler saperonlar) genleri, 6liim sinyal yolaklar1 genleri ve sag kalim genlerinin gen

ifadesindeki miktarsal degisimler karsilagtirilmistir.

4.3.4.1. Direncsiz ve Direncgli DU-145 Hiicre Hatlarinda Coklu ila¢ Direnci

Genlerinin ifadelerinin Karsilastirilmasi

ABCB1!’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.74.’te
gosterilmistir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore gen ifadesi seviyesinde meydana
gelen istatiksel olarak anlamli artiglarin 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG
uygulamasi i¢in 3,45+023 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 2,31+0,12 kat, U¢
maddenin birlikte uygulanmasi igin 2,11+0,07 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Madde Gruplari

Sekil 4.74. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli ABCB1 geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

ABCBI’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.75.°te
gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gbre gen ifadesi seviyesinde
meydana gelen istatiksel olarak anlamli artiglarin 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG
uygulamast igin 2,46+0,16 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 pM ABA icin 2,53+0,2 kat, (¢
maddenin birlikte uygulanmasi igin 7,17+0,24 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Madde Gruplari

Sekil 4.75. Direngli DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli ABCB1 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

ABCCTI’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.76.’da

gosterilmistir. DU-145 hiicre hattinda kontrole goére gen ifadesi seviyesinde meydana
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gelen istatiksel olarak anlamli artiglarin 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG
uygulamast igin 2,6+0,14 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 1,88+0,07 kat, ¢
maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 1,89+0,05 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Madde Gruplari

Sekil 4.76. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli ABCC1 geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

ABCC1’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.77.°de
gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gbre gen ifadesi seviyesinde
meydana gelen istatiksel olarak anlamli artislarin 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG
uygulamasi i¢in 1,78+0,11 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 1,84+0,08 kat, (¢
maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 3,6+0,11 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Madde Gruplari

Sekil 4.77. Direncli DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli ABCC1 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

ABCC2’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.78.’de
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore gen ifadesi seviyesinde meydana
gelen istatiksel olarak anlamli artislarin 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG
uygulamas i¢in 2,31+0,25 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 1,79+0,08 kat, (¢
maddenin birlikte uygulanmasi igin 1,78+0,1 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.78. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli ABCC2 geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

ABCC2’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.79.’da

gosterilmistir. Direngli DU-145 hiicre hattinda kontrole gore gen ifadesi seviyesinde
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meydana gelen istatiksel olarak anlamli artiglarin 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG
uygulamast igin 1,8+0,09 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 1,68+0,09 kat, ¢
maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 2,79+0,04 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.79. Direngli DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli ABCC2 ifadesinde

meydana gelen degisimler.

BCRP’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.80.’de
gosterilmistir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore gen ifadesi seviyesinde meydana
gelen istatiksel olarak anlamli artiglarin 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG
uygulamasi i¢in 2,48+0,13 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 UM ABA i¢in 2,42+0,12 Kkat, (¢
maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 2,16+0,1 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.80. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli BCRP/ ABCG2 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

BCRP’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.81.°de

gosterilmigtir. Direngli DU-145 hiicre hattinda hattinda kontrole gore gen ifadesi

seviyesinde meydana gelen istatiksel olarak anlamli artiglarin 50 nM dosetaksel ile 35 nM
17-DMAG uygulamasi igin 1,87+0,1 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA igin
3,6+£0,14 kat, li¢ maddenin birlikte uygulanmasi igin 6,73+0,45 kat olduklar
belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.81. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli BCRP/ ABCG2

geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.
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MVP’nin gen ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.82.’de gosterilmistir.
DU-145 hiicre hattinda hattinda kontrole gore gen ifadesi seviyesinde istatiksel olarak

anlamli herhangi bir artis meydana gelmemistir (P<0,05).
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Sekil 4.82. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli MVP/ LRP geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

MVP’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.83.°te
gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gbre gen ifadesi seviyesinde
meydana gelen istatiksel olarak anlamli artislarin 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG
uygulamas igin 1,5+0,11 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 1,88+0,05 Kat, (¢
maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 2,16+0,2 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.83. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli BCRP/ ABCG2

geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

GST’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.84.’te
gosterilmigtir. Direngsiz DU-145 hiicre hattinda hattinda kontrole gore gen ifadesi
seviyesinde meydana gelen istatiksel olarak anlamli artiglarin 50 nM dosetaksel ile 35 nM
17-DMAG i¢in 3,31+0,14 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 2,26+0,16 kat, (¢
maddenin birlikte uygulanmasi igin 2,16+0,19 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.84. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli GST geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

GST’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.85.’te

gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gore gen ifadesi seviyesinde
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meydana gelen istatiksel olarak anlamli artislarin 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG
uygulamast igin 1,85+0,08 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 pM ABA i¢in 2,26x0,2 kat, (¢
maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 2,54+0,25 kat olarak hesaplanmistir (P<0,05).
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Sekil 4.85. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli GST geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

4.3.4.2. Direncsiz ve Direncli DU-145 Hiicre Hatlarinda Is1 Soku Ailesi

Proteini Genlerinin ifadelerinin Karsilastirilmasi

HSP26’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.86.’da
gosterilmistir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore gen ifadesi seviyesinde meydana
gelen istatiksel olarak anlamli artislarin 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 2,78+0,19
kat, ii¢ maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 2,48+0,19 kat olarak belirenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.86. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere baglt HSP26 geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

HSP26’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.87.’de
gosterilmigtir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gore gen ifadesi seviyesinde
meydana gelen istatiksel olarak anlamli artiglarin 50 nM dosetaksel uygulamasi i¢in
1,59+0,17 kat, 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG ic¢in 1,62+0,02 kat olduklart
belirlenmistir. (P<0,05).
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Sekil 4.87. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli HSP26

ifadesindeki degisimler.

HSP60’1n gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.88.’de

gosterilmistir. DU-145 hiicre hattinda kontrole goére gen ifadesi seviyesinde meydana
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gelen istatiksel olarak anlamli artiglarin 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG igin
3,39+0,2 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 10,21+0,5 kat, ti¢ maddenin birlikte
uygulanmasi i¢in 13,52+0,1 kat olduklar1 belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.88. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli HSP60 geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

HSP60’1in kontrol ve dosetaksel uygulamasina gore gen ifadesi seviyesinde
meydana gelen degisimler Sekil 4.89.’da gosterilmistir. Direngli DU-145 hiicre hattinda
kontrole gore gen ifadesi seviyesinde meydana gelen istatiksel olarak anlamli artigin 50
nM dosetaksel uygulamasi i¢in 1,74+0,12 kat oldugu belirlenmistir. Buna karsilik
kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA uygulamas: i¢in 0,87+0,05 kat, U¢
maddenin birlikte uygulanmasi ig¢in 0,7+0,07 kat istatiksel olarak anlamli azalmalar

belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.89. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli HSP60 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

HSP70’in gen ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.90.’da gosterilmistir.
DU-145 hiicre hattinda kontrole gore gen ifadesi seviyesinde meydana gelen istatiksel
olarak anlamli artistn 50 nM dosetaksel uygulamasi ig¢in 1,67+0,18 kat oldugu
belirlenmistir. Ayrica kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG i¢in 0,83+0,2
kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA uygulamasi i¢in 0,64+0,21 Kkat istatiksel olarak

anlamli azalma belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.90. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli HSP70 geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.
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HSP70’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.91.’de
gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gore gen ifadesi seviyesinde
meydana gelen istatiksel olarak anlamli artislarin 50 nM dosetaksel uygulamasi igin
2,27+0,1 kat, 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG i¢in 2,32+0,08 kat, Ui¢ maddenin
birlikte uygulanmasi i¢in 1,45+0,07 kat olduklar1 belirtilmistir. Buna karsilik 50 nM
dosetaksel ile 500 UM ABA uygulamasi i¢in kontrole gore 0,63+0,07 kat istatiksel olarak

anlamli azalma belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.91. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli HSP70

ifadesindeki degisimler.

HSP90’1n gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.92.°de
gosterilmistir. DU-145 hiicre hattinda 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG uygulamasi
icin kontrole goére 0,59+0,17 Kkat istatiksel olarak anlamli azalma belirlenmistir. Buna
karsilik kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA uygulamasi igin 2,77+0,42 kat
ve U¢ maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 6,29+0,46 kat istatiksel olarak anlamli artiglar
belirlenmistir(P<0,05).
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Sekil 4.92. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli HSP90 ifadesindeki

degisimler.

HSP90’1n gen ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.93.’te gosterilmistir.
Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gore gen ifadesi seviyesinde meydana gelen
istatiksel olarak anlamli artiglarin 50 nM dosetaksel uygulamasi igin 3,2+0,14 kat, 50 nM
dosetaksel ile 500 uM ABA icin 3,14+0,07 kat, (i¢ maddenin birlikte uygulanmasi i¢in
2,1+£0,14 kat olduklar1 belirlenmistir. Buna karsilik 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamasi kontrole gore i¢in 0,53+0,07 kat istatiksel olarak anlamli azalma
belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.93. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli HSP90 ifadesinde

meydana gelen degisimler.
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Bip’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.94.’te
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gére meydana gelen istatiksel olarak
anlamli artislarin 50 NM dosetaksel uygulamasi i¢in 2,06+0,17 kat, 50 nM dosetaksel ile
35 nM 17-DMAG ig¢in 4,1+0,06 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA icin 4,39+0,21
kat, iic maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 3,69+0,16 kat olduklari belirlenmistir
(P<0,05).
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Sekil 4.94. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli Bip geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

Bip’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.95.°te
gosterilmistir. Direngli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére meydana gelen istatiksel
olarak anlamli azalmalarin 50 nM dosetaksel uygulamasi i¢in 0,114+0,008 kat, 50 nM
dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG i¢in 0,004+0,001 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 UM ABA
icin 0,007+0,001 kat, {ic maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 0,04+0,004 kat olduklari
belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.95. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli Bip geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

GRP94’1in kontrole gore gen ifadesi seviyesindeki anlamli artiglar Sekil 4.96.’da
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gére meydana gelen istatiksel olarak
anlamli artiglarin 50 nM dosetaksel uygulamasi i¢in 1,58+0,18 kat, 50 nM dosetaksel ile
35nM 17-DMAG i¢in 10,74+0,32 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 3,43+0,19
kat, ti¢ maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 13,24+0,42 kat olduklar1 belirlenmistir
(P<0,05).
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Sekil 4.96. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli GRP94 ifadesindeki

degisimler.
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GRP94’iin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.97.’de
gosterilmistir. Direngli DU-145 hiicre hattinda kontrole goére 50 nM dosetaksel
uygulamasi sonucunda 1,84+0,16 Kat istatiksel olarak analmli artis belirlenmistir. Buna
karsilik kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG i¢in 0,19+0,03 kat, 50 nM
dosetaksel ile 500 puM ABA icin 0,33+0,07 Kkat, ti¢ maddenin birlikte uygulanmasi igin
0,44+0,07 kat istatiksel olarak anlamli azalma belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.97. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere baglit GRP94 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

4.3.4.3. Direngsiz ve Direncli DU-145 Hiicre Hatlarinda Oksidatif Stres

Genlerinin ifadelerinin Karsilastirilmasi

CuZn-SOD’un gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.98.’de
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamas: i¢in 10,18+0,06 kat, iic maddenin birlikte uygulanmasi i¢in
7,37+0,12 Kkat istatiksel olarak anlamli artis belirlenmistir(P<0,05).
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Sekil 4.98. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli CuZn-SOD geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

CuZn-SOD’un kontrole gore gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler
Sekil 4.99.’da gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM
dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG uygulamas: i¢in 3,47£0,23 kat, ti¢ maddenin birlikte
uygulanmasi igin 5,17£0,06 Kat istatiksel olarak anlamli artiglar belirlenmistir (P<0,05).

CuZn-SOD

6
= C
Qs =
[))
; 4 lI)
33 a a
- T ==
o 2 a
B 1 =
=
c 0
8 Kontrol Dose Dose_17-DMAG Dose_ABA Dose_17-DMAG_ABA

Madde Gruplari

Sekil 4.99. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli CuZn-SOD

ifadesindeki degisimler.

Mn-SOD’un gen ifadesi seviyelerinde meydana gelen degisimler Sekil 4.100.’de
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamas: i¢in 5,06+0,04 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA igin
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4,54+0,15, i¢ maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 5,7140,22 kat istatiksel olarak anlaml1
artiglar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.100. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli Mn-SOD ifadesindeki

degisimler.

Mn-SOD’un gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.101.’de
gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM
17-DMAG uygulamasi i¢in 2,09+0,19 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in
3,16+0,28 kat, ii¢ maddenin birlikte uygulanmasi igin 5,09+0,33 kat istatiksel olarak
anlaml artislar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.101. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli Mn-SOD

geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.
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KAT’m gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.102.°de
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamasi i¢in 1,92+0,03 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 1,87+0,06
kat, iic maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 1,72+0,16 kat istatiksel olarak anlamli artiglar

belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.102. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli KAT geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

KAT im gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.103.’te
gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM
17-DMAG uygulamasi igin 2,12+0,19 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA igin
2,06+0,13 kat, iic maddenin birlikte uygulanmasi igin 4,96+0,27 kat istatiksel olarak
anlaml artiglar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.103. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli KAT geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

GS’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.104.’te
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamasi i¢in 10,59+0,22 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA icin 60,04
kat, tic maddenin birlikte uygulanmasi igin 8,65+0,24 kat istatiksel olarak anlamli artiglar
belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.104. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli GS geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

GS’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.105.’te

gosterilmistir. Direngli DU-145 hiicre hattinda kontrole goére 50 nM dosetaksel
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uygulamasi i¢in 3,41+0,19 kat istatiksel olarak anlamli artis belirlenmistir. Buna karsilik
kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG igin 0,35+0,06 kat, 50 nM
dosetaksel ile 500 uM ABA ig¢in 0,58+0,1 kat, {ic maddenin birlikte uygulanmasi i¢in
0,76x0,06 kat istatiksel olarak anlamli azalmalar belirlenmistir (P<0,05).
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Madde Gruplari

Sekil 4.105. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli GS geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

4.3.4.4. Direngsiz ve Direncli DU-145 Hiicre Hatlarinda ER Stresi Genlerinin

ifadelerinin Karsilastirilmasi

EDEM’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degismeler Sekil 4.106.’da
gosterilmistir. DU-145 hiicre kontrole gore istatiksel olarak herhangi bir anlamli degisme

belirlenememistir (P<0,05).
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Sekil 4.106. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli EDEM geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

EDEM’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.107.’de
gosterilmistir. Direngli DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM
17-DMAG uygulamasi igin 1,85+0,16 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA igin
1,77+0,15 kat, U¢ maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 4,7+0,09 kat istatiksel olarak

anlamli artis belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.107. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli EDEM geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

usXBP1’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.108.’de
gosterilmistir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
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DMAG uygulamasi i¢in 1,43+0,16 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 3,07+0,18
kat, ti¢ maddenin birlikte uygulanmasi igin 1,75+0,1 kat istatiksel olarak anlamli artiglar
belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.108. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli usXBP1 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

usXBP1’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.109.’da
gosterilmistir. Direngli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 500
MM ABA uygulamasi i¢in 1,89+0,15 kat, iic maddenin birlikte uygulanmasi i¢in
2,49+0,16 Kkat istatiksel olarak anlaml artislar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.109. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli usXBP1 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.
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totalXBP1’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.110.’da
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamasi i¢in 1,69+0,09 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 2,83+0,06
kat, ti¢ maddenin birlikte uygulanmasi igin 1,68+0,12 kat istatiksel olarak anlamli artislar

belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.110. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagh totalXBP1 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

totalXBP1’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.111.de
gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM
17-DMAG uygulamasi igin 1,79£0,11 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA igin
1,53+0,1 kat, {i¢ maddenin birlikte uygulanmasi igin 2,74+0,23 kat istatiksel olarak

anlaml artiglar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.111. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli totalXBP1

geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

PERK’in gen ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.112.”de gosterilmistir.
DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG uygulamasi
icin 26,47+0,14 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 47,43+0,37 kat, Ui¢c maddenin
birlikte uygulanmasi icin 51,6+0,2 kat istatiksel olarak anlamli artiglar belirlenmistir

(P<0,05).
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Sekil 4.112. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli PERK geninin ifadesinde

meydana degisimler.

PERK’in gen ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.113.’te gdsterilmistir.
Direngli DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel uygulamasi igin
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1,61+0,25 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 2,4+0,15 kat, ti¢ maddenin birlikte
uygulanmasi ic¢in 2,26+0,23 kat istatiksel olarak anlamli artiglar belirlenmistir. Buna
karsilik kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG uygulamasi i¢in 0,78+0,12

kat istatiksel olarak anlamli azalmalar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.113. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli totalXBP1

geninin ifadesinde meydana gelen degisimler.

ATF4’iin gen ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.114.’te gdsterilmistir.
DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel uygulamasi i¢in 2,1+0,09 kat, 50
nM dosetaksel ile 500 pM ABA ig¢in 3,88+0,02 kat, {i¢ maddenin birlikte uygulanmasi
icin 1,73+0,09 Kkat istatiksel olarak anlamli artislar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.114. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli ATF4 geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

ATF4’lin gen ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.115.’te gosterilmistir.
Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel uygulamasi i¢in
3,28+0,2, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA icin 2,55+0,2 kat istatiksel olarak anlamli
artiglar belirlenmistir. Buna karsilik kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG
uygulamasi i¢in 0,42+0,07 kat, ii¢ maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 0,44+0,05 kat

istatiksel olarak anlamli azalmalar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.115. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli ATF4 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

141



CHOP’un gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.116.’da
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamasi igin 2,48+0,2 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 5,77+0,44
kat, iic maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 9,61+0,14 kat istatiksel olarak anlamli artiglar

belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.116. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli CHOP geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

CHOP’un gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.117.’de
gosterilmistir. Direngli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel
uygulamasi i¢in 1,84+0,06 kat istatiksel olarak analmli artig belirlenmistir. Buna karsilik
kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG uygulamasi i¢in 0,04+0,02 kat, 50
nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 0,47+0,09 kat, iic maddenin birlikte uygulanmasi
icin 0,36£0,05 kat istatiksel olarak anlamli azalamalar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.117. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli CHOP geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

Irel-o’nin  gen ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.118.’de
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamasi igin 1,49+0,26 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 2,43+0,12
kat, tic maddenin birlikte uygulanmasi igin 1,85+0,25 kat istatiksel olarak anlamli artislar

belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.118. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli Irel-a geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

Irel-o’nin kontrole ve dosetaksel uygulamasina gore gen ifadesi seviyesinde

meydana gelen anlaml artiglar Sekil 4.119.’da gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre
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hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG i¢in 1,63+0,1 kat, 50 nM
dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 1,62+0,07 kat, {i¢ maddenin birlikte uygulanmasi i¢in
2,77+0,11 Kkat istatiksel olarak anlamli artislar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.119. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli Irel-a geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

4.3.4.5. Direncsiz ve Direncli DU-145 Hiicre Hatlarinda Sag Kalim ve Oliim

Sinyali Inhibitorii Genlerinin ifadelerinin Karsilastiriimasi

IkBA’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.120.’de
gosterilmistir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA
uygulamasi i¢in 4,59+0,2 kat, iic maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 2,23+0,07 kat

istatiksel olarak anlamli artislar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.120. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagh IkBA ifadesindeki

degisimler.

IkBA’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.121.°da
gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM
17-DMAG uygulamasi igin 1,83+0,1 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 pM ABA igin
1,96+0,2 kat, {i¢ maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 2,83+0,14 kat istatiksel olarak

anlamli artiglar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.121. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli IkBA geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

XIAP’1in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.122.°de
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamasi igin 1,28+0,11 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA igin 1,71+0,09
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kat, tic maddenin birlikte uygulanmasi igin 1,59+0,06 kat istatiksel olarak anlamli artiglar

belirlenmistir (P<0,05).

XIAP
2 b

-5 b
@ 15 ab

= a

S a

()]

n 1

fi

S 0.5
£

e O

8 Kontrol Dose Dose_17-DMAG Dose_ABA Dosel7-DMAG_ABA

Madde Gruplan

Sekil 4.122. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli XIAP ifadesindeki

degisimler.

XIAP’1in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.123.°te
gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM
17-DMAG uygulamasi igin 1,61+0,18 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 pM ABA igin
2,39+0,14 kat, iic maddenin birlikte uygulanmasi igin 3,67+0,27 kat istatiksel olarak
anlaml artislar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.123. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli XIAP geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.
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4.3.4.6. Direngsiz ve Direngli DU-145 Hiicre Hatlarinda Onkogenlerin

ifadelerinin Karsilastirilmasi

Akt’'nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.124.te
gosterilmistir. DU-145 hiicre hattinda 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG uygulamasi
icin 1,3+0,07 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 2,15+0,07 kat, tic maddenin
birlikte uygulanmasi i¢in 1,68+0,11 kat istatiksel olarak anlamli artislar belirlenmistir

(P<0,05).
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Sekil 4.124. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli Akt geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

Akt’nin kontrole ve dosetaksel uygulamasina gore gen ifadesi seviyesinde
meydana gelen anlamli artiglar Sekil 4.125.°te gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre
hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG i¢in 2,02+0,25 kat, 50 nM
dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 3,44+0,13 kat, {i¢ maddenin birlikte uygulanmas1 i¢in
4,33+0,12 kat istatiksel olarak anlamli artiglar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.125. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli Akt geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

BCL-2’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.126.’da
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamasi igin 1,38+0,13 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 2,57+0,17
kat, tic maddenin birlikte uygulanmasi igin 4,21+0,28 kat istatiksel olarak anlamli artiglar

belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.126. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli BCL-2 geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

BCL-2’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.127.’de
gosterilmistir. Direngli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM
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17-DMAG uygulamasi i¢in 1,75+0,04 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in
3,53+0,15 kat, ti¢ maddenin birlikte uygulanmasi igin 5,14+0,37 kat istatiksel olarak
anlaml artiglar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.127. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli BCL-2 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

4.3.4.7. Direncsiz ve Direngli DU-145 Hiicre Hatlarinda Hiicre Boliinmesi ve

Biiyiimesi Genlerinin ifadelerinin Karsilastiriimasi

CDI’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.128.°de
gosterilmistir. DU-145 hiicre hattinda kontrole 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG
uygulamas i¢in 1,71+0,07 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 2,73+0,02 kat, (¢
maddenin birlikte uygulanmasi icin 1,72+0,05 kat istatiksel olarak anlamli artislar

belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.128. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli SiklinD1 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

CDI’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.129.°da
gosterilmistir. Direngli DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM
17-DMAG uygulamasii¢in 1,76+0,07 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA igin
2,97+0,02 kat, ii¢ maddenin birlikte uygulanmasi igin 2,54+0,05 kat istatiksel olarak
anlamli artiglar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.129. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli SiklinD1 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

PI3K’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.130.’da
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
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DMAG uygulamasi i¢gin 2,25+0,07 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 2,64+0,04
kat, tic maddenin birlikte uygulanmasi igin 1,8+0,1 kat istatiksel olarak anlamli artislar

belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.130. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli PI3K geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

PI3K’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.131.°de
gosterilmistir. Direncgli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 500
MM ABA uygulamasi igin 2,75+0,18 kat, iic maddenin birlikte uygulanmasi i¢in
1,76+0,08 Kkat istatiksel olarak anlamli artislar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.131. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli PI3K geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.
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VEGF’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.132.’de
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamasi i¢in 1,5+0,19 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 2,4+0,18
kat, iic maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 1,73+0,18 kat istatiksel olarak anlamli artiglar

belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.132. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli VEGF geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

VEGF’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.133.’te
gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM
17-DMAG uygulamasi igin 2,174£0,06 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA igin
3,28+0,11 kat, (¢ maddenin birlikte uygulanmasi igin 2,16+0,08 kat istatiksel olarak
anlaml artiglar belirlenmistir (P<0,05).

152



VEGF

4
‘= C
2
d>). 3
2 b b
wn 2
g a a
g - -
(]
=
0
[0} Kontrol Dose Dose_17-DMAG Dose_ABA Dosel7-DMAG_ABA
O

Madde Gruplari

Sekil 4.133. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli VEGF geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

Hifl-a’'nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.134.’te
gosterilmistir. Direngsiz DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 500
MM ABA uygulamasi i¢in 1,74+0,1 kat, {i¢ maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 1,7+0,12

kat istatiksel olarak anlamli artislar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.134. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli Hifl-a geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

Hifl-o’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.135.’te

gosterilmistir. Direngli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 500
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MM ABA uygulamasi i¢in 2,25+0,24 kat, iic maddenin birlikte uygulanmasi i¢in
1,78+0,12 Kat istatiksel olarak anlamli artislar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.135. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli Hifl-o. geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

4.3.4.8. Direngsiz ve Direngli DU-145 Hiicre Hatlarinda DNA Tamir

Genlerinin Ifadelerinin Karsilastiriimasi

XRP1’in gen ifadesi seviyesinde anlamli bir degisme olmadig1 Sekil 4.136.’da
gosterilmistir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore herhangi bir anlamli degisim
belirlenememistir (P<0,05).
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Sekil 4.136. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli XRP1 geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.
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XRPI’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.137.°de
gosterilmistir. Direngli DU-145 hiicre hattinda kontrole goére 50 nM dosetaksel
uygulamasi i¢in 2,25+0,07 kat istatiksel olarak anlamli artis belirlenmistir. Buna karsilik
kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG uygulamasi i¢in 0,36+0,07 kat, 50
nM dosetaksel ile 500 pM ABA i¢in 0,38+0,06 kat, iic maddenin birlikte uygulanmasi

icin 0,4£%0,03 kat istatiksel olarak anlamli azalamalar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.137. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli XRP1 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

EXO1’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.138.’de
gosterilmistir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamasi i¢in 3,76+0,18 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA icin
2,39+0,13, ii¢ maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 1,93+0,17 kat istatiksel olarak anlamli
artiglar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.138. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli EXO1 geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

EXOUl’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.139.’da
gosterilmistir. Direngli DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM
17-DMAG uygulamasi igin 2,1840,15 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA igin
1,88+0,1 kat, ii¢c maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 3,43+0,18 kat istatiksel olarak

anlamli artiglar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.139. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli EXO1 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.
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4.3.4.9. Direngsiz ve Direncli DU-145 Hiicre Hatlarinda Apoptoz ve Diger
Oliim Sinyal Yolag1 Genlerinin ifadelerinin Karsilastiriimasi

BAX’1n gen ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.140.’ta gosterilmistir.
DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG uygulamasi
icin 1,59+0,16 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA icin 1,67+0,1 Kkat, ic maddenin
birlikte uygulanmasi igin 1,69+0,22 kat istatiksel olarak anlamli artislar belirenmistir

(P<0,05).

BAX

— 2.5

e

) b
E. 2 b ? I
S 15 L

% a a

o 1 I T

S

H 0.5
&=

e O

8 Kontrol Dose Dose_17-DMAG Dose_ABA Dosel7-DMAG_ABA

Madde Gruplari

Sekil 4.140. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli BAX geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

BAX’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.141.°da
gosterilmistir. Direngli DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM
17-DMAG uygulamasi i¢in 1,77+0,13 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in
2,7+0,46 kat, tic maddenin birlikte uygulanmasi ic¢in 2,87+0,12 kat istatiksel olarak
anlamli artiglar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.141. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli BAX geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

Bid’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.142.°de
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamasi i¢in 1,59+0,08 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 1,36+0,08
kat, tic maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 1,39+0,15 kat istatiksel olarak anlamli artiglar

belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.142. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli Bid geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

Bid’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.143.te

gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM
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17-DMAG uygulamasi i¢in 2,93+0,13 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in
1,79+0,05, iic maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 6,77+0,22 kat istatiksel olarak anlamli
artislar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.143. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli Tnf-o geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

Kas3’iin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.144.°te
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamast igin 1,74+0,12 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 1,9+0,22
kat, tic maddenin birlikte uygulanmasi igin 1,68+0,11 kat istatiksel olarak anlamli artiglar

belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.144. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli Kas3 geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

Kas3’iin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.145.°te
gosterilmistir. Direngli DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM
17-DMAG uygulamasi i¢in 1,93+0,2 kat, ¢ maddenin birlikte uygulanmasi igin
1,53+0,06 Kat istatiksel olarak anlamli artislar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.145. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli Kas3 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

Kas8’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.146.’da
gosterilmistir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamast igin 1,32+0,02 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA icin 2,14+0,04
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kat, i¢ maddenin birlikte uygulanmasi igin 2,14+0,06 kat istatiksel olarak anlaml1 artislar
belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.146. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere baglh Kas8 geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

Kas8’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.147.°de
gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM
17-DMAG uygulamasi igin 1,51+0,07 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 pM ABA igin
1,76+0,04 kat, Gic maddenin birlikte i¢in 3,68+0,15 kat istatiksel olarak anlamli artiglar
belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.147. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli Kas8 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.
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NF-xB’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.148.’de
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamasi i¢in 1,65+0,15 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 1,74+0,15
kat, iic maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 1,68+0,11 kat istatiksel olarak anlamli artiglar

belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.148. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli NF-xB geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

NF-xB’nin gen ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.149.°da
gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 500
UM ABA uygulamast igin 1,6+0,46 kat, ii¢ maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 1,79+0,07

kat istatiksel olarak anlamli artislar belirlenmistir (P<0,05).

162



NF-kB

2 b b
o

S I &
G>). 1.5 a

S a a

3 1 I I T

i

S 0.5

©

=

O

8 Kontrol Dose Dose_17-DMAG Dose_ABA Dosel7-DMAG_ABA

Madde Gruplari

Sekil 4.149. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli NF-kB geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

Soks2’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.150.’de
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 500 pM ABA
uygulamasi ic¢in 6,31+0,45 kat, U¢ maddenin birlikte uygulanmasi igin 2,65+0,15 kat

istatiksel olarak anlamli artislar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.150. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli Soks2 ifadesindeki

degisimler.

Soks2’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.151.°de
gosterilmistir. Direngli DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM
17-DMAG uygulamasi igin 1,71+0,13 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 pM ABA igin
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2,06+0,14 kat, iic maddenin birlikte uygulanmasi igin 1,81+0,06 kat istatiksel olarak
anlamli artiglar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.151. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli Soks2 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

SitC’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.152.°de
gosterilmistir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA
uygulamasi i¢in 2,57+0,14 kat, lic maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 1,294+0,04 kat

istatiksel olarak anlamli artiglar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.152. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli SitC geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.
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SitC’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.153.’te
gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole 50 nM dosetaksel ile 500 uM
ABA uygulamasi i¢in 1,54+0,31 Kat istatiksel olarak anlamli artis belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.153. Direncgli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli SitC geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

Tnf-o’nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.154.’te
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamasi igin 3,5+0,12 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA igin 9,37+0,5
kat, ti¢ maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 21,84+0,5 kat istatiksel olarak anlaml artiglar

belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.154. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli Tnf-a geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

Tnf-o’tin gen ifadesi seviyesindeki degisimler Sekil 4.155.°te gosterilmistir.
Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG
uygulamas i¢in 1,82+0,12 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 UM ABA i¢in 6,35+0,28 Kkat, (¢
maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 13,35+0,46 kat istatiksel olarak anlamli artislar

belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.155. Direngli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli Tnf-o geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

p21°in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.156.’da
gosterilmistir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
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DMAG uygulamasi i¢in 1,43+0,12 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 1,76+0,14
kat, tic maddenin birlikte uygulanmasi igin 1,58+0,12 kat istatiksel olarak anlamli artiglar
belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.156. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli p21 geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

p21l’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.157.’de
gosterilmistir. Direngli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 500
MM ABA uygulamasi i¢in 2,53+0,1 kat, li¢ maddenin birlikte uygulanmasi igin 2,21+0,24
kat istatiksel olarak anlamli artislar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.157. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli p21 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.
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p27’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.158.’de
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamasi i¢in 1,62+0,15 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 1,7£0,14
kat, iic maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 1,41+0,07 kat istatiksel olarak anlaml1 artiglar

belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.158. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli p27 geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

p27°nin gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.159.°da
gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM
17-DMAG uygulamasi igin 1,99£0,11 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA igin
1,63+0,24 kat, iic maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 1,92+0,08 kat istaitksel olarak
anlaml artiglar belirlenmistir (P<0,05).
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Sekil 4.159. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli p27 geninin

ifadesinde meydana gelen degisimler.

p53’ln gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.160.’ta
gosterilmigtir. DU-145 hiicre hattinda kontrole gore 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulamasi i¢in 5,43£0,16 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA i¢in 2,49+0,22
kat, tic maddenin birlikte uygulanmasi igin 4,26+0,14 kat istatiksel olarak anlamli artiglar

belirlenmistir (P<0,05).
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Madde Gruplari

Sekil 4.160. DU-145 hiicre hattina uygulanan maddelere bagli p53 geninin ifadesinde

meydana gelen degisimler.

p53’in gen ifadesi seviyesinde meydana gelen degisimler Sekil 4.161.’de

gosterilmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gére 50 nM dosetaksel ile 35 nM
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17-DMAG uygulamasi igin 2,75+0,22 kat, 50 nM dosetaksel ile 500 pM ABA igin
1,85+0,15 kat, {i¢ maddenin birlikte uygulanmasi i¢in 3,47+0,24 kat istatiksel olarak
anlaml artiglar belirlenmistir (P<0,05).

p53

4 d
=
o c I
v 3
2 1
> b
Q2
v a a I
0
(]
ol = I
0]
=
c 0
8 Kontrol Dose Dose_17-DMAG Dose_ABA Dosel7-DMAG_ABA

Madde Gruplari

Sekil 4.161. Direncli DU-145 hiicre hattinda uygulanan maddelere bagli p53 ifadesindeki

degisimler.

4.4. TALI Goruntilleme Tabanh Sitometre Analizleri

Calismada direngsiz ve MDR’li DU-145 hiicre hatlarina dosetakselin tek basina,
dosetaksel ve 17-DMAG’1n birlikte, dosetaksel ve ABA’nin birlikte, dosetaksel ve 17-
DMAG ve ABA’nin birlikte IC50 dozlarmnin uygulanmasina bagli canli ve 6lii hiicreleri
hem gorintillemek hemde miktarlarini hesaplamak amaciyla TALI gorunti temelli

sitometre analizleri yapilmistir. Yapilan analizler asagida gosterilmistir.

4.4.1. Direngsiz DU-145 Hiicre Hattinda TALI GOruntd Temelli Sitometre

Analizleri

Direngsiz DU-145 hiicre hattina; 50 nM dosetaksel tek basina, 50 nM dosetaksel ve 35
nM 17-DMAG birlikte, 50 nM dosetaksel ve 500 uM ABA birlikte, 50 nM dosetaksel ve
35 nM 17-DMAG ve 500 uM ABA birlikte 24 saat siireyle uygulanmistir. 24 saat
sonunda TALI gorintl temelli sitometre analizleri yapilmistir. Analiz neticeleri Sekil
4.162. ve Sekil 4.163.’te gosterilmistir.
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b)  Direngsiz DU-145 50 nM ¢)  Direngsiz DU-145 50 nM

a) Direngsiz DU-145 Kontrol
100 %91 Dosetaksel Dosetaksel 35 nM 17-DMAG
- 80 %49 60 %50
ig %0 %40 20 %35
20 %6 %3 20 %11 20 %14
0 — —" 0 0
Canliik Oli  Apoptotik Canliik f) lii Apoptotlk Canlilk Oli  Apoptotik
d)  Direngsiz DU-145 50 nM e)  Direngsiz DU-145 50 nM
Dosetaksel 500 uM ABA Dosetaksel 35 nM 17-DMAG
60 %56 500 uM ABA
40 %33 100 %54
20 %11 so %37 -
) B , m B =
Canlilik Oli  Apoptotik Canlilk Oli  Apoptotik

Sekil 4.162. a) Kontrol, b) 50 nM dosetaksel, ¢) 50 nM dosetaksel ve 35 nM 17-DMAG,
d) 50 nM dosetaksel ve 500 uM ABA, e) 50 nM dosetaksel, 35 nM 17-DMAG ve 500
MM ABA 24 saat sireyle uygulanmig direngsiz DU-145 hiicre hattinda canli, 6lii ve

apoptotik hiicre miktarlari.

Sekil 4.162.’de goriildiigi gibi direngsiz DU-145 hiicre hatt1 iizerinde dosetaksel
ile 17-DMAG’1n birlikte %50 6lim, %14 apoptotik etkisi, dosetaksel ile ABA’nin birlikte
%56 6lim, %11 apoptotik etkisi varken ¢ maddenin birlikte uygulanmasina bagli %54
6lum ve %9 apoptotik etki gorilmektedir. 17-DMAG ile ABA’nin birlikte kullanilmasina
bagl 6liim etkisi, ABA’nin tek basina kullanilmasina bagli 6liim etkisinden daha diisiik
ve birlikte gosterdikleri apoptotik etki her iki maddenin ayr1 ayr1 kullanilmasina baglh

apoptotik etkiden daha diistiktir.
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Sekil 4.163. a) Kontrol, b) 50 nM dosetaksel, ¢) 50 nM dosetaksel ve 35 nM 17-DMAG,
d) 50 nM dosetaksel ve 500 uM ABA, e) 50 nM dosetaksel ve 35 nM 17-DMAG ve 500
MM ABA 24 saat sureyle uygulanmig direngsiz DU-145 hiicre hattinda canli hiicreler

koyu renkli, olii hiicreler kirmizi- sar1 renkli, apoptotik hiicreler yesil renkli

gorulmektedir.

4.4.2. MDR’li DU-145 Hiicre Hattinda TALI Goriuntu Temelli Sitometre Analizler

Direncli DU-145 hiicrelerine; 50 nM dosetaksel tek basina, 50 nM dosetaksel ve
35 nM 17-DMAG birlikte, 50 nM dosetaksel ve 500 uM ABA birlikte, 50 nM dosetaksel
ve 35 nM 17-DMAG ve 500 uM ABA birlikte 24 saat siireyle uygulanmistir. 24 saat
sonunda TALI goruntt temelli sitometre analizleri yapilmistir. Kontrol olarak direngsiz
DU-145 hiicre hattina madde uygulanmasi yapilmayan analiz neticesi kullanilmigtir.

Analiz neticeleri Sekil 4.164. ve Sekil 4.165.”te gosterilmistir.
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Sekil 4.164. a) Kontrol, b) 50 nM dosetaksel, ¢) 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG,
d) 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA, e) her ¢ maddenin 24 saat siireyle direncli DU-

145 hiicre hattina uygulanmasina bagli canli, 61l ve apoptik hiicre miktari.

Sekil 4.164.’te direngli DU-145 hiicre hatt1 {izerinde dosetaksel ile 17-DMAG
birlikte %50 6lim, %13 apoptotik etki, dosetaksel ile ABA birlikte %58 6lim, %6
apoptotik etkileri gosterilmistir. 17-DMAG ve ABA’nin birlikte kullanilmasiyla %58
6lim ve %4 apoptotik etki gorilmektedir. 17-DMAG ile ABA’nin birlikte kullanilmasina
bagli 6liim etkisi, ABA’nin tek bagina kullanilmasina baglh 6liim etkisiyle ayni ve birlikte
gosterdikleri apoptotik etki her iki maddenin ayri ayri kullanilmasina bagli apoptotik
etkiden daha diistiktiir.
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Sekil 4.165. a) Kontrol, b) 50 nM dosetaksel, ¢) 50 nM dosetaksel ve 35 nM 17-DMAG,
d) 50 nM dosetaksel ve 500 uM ABA, e) 50 nM dosetaksel ve 35 nM 17-DMAG ve 500
MM ABA 24 saat sureleyle uygulanmis direngli DU-145 hiicreleri.

4.5. Mikroskop Goruntileri

45.1. Dosetaksel ve Mitoksantronun Direngsiz DU-145 Hiicre Hatti Uzerindeki
Etkilerinin Isik Mikroskobunda Gosterilmesi

Direngsiz DU-145 hiicre hatt1 iizerinde 0-100 nM dosetaksel ile mitoksantronun birlikte
72 saat uygulanmasina bagli hiicre miktarinda meydana gelen degisimler Sekil 4.166.’da

verilmistir.
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Kontrol 0,39 nM 0,78 nM 1,56 nM 3,125 nM

6,25 nM 12,5nM 25 nM 50 nM 100 nM

Sekil 4.166. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 72 saat siireyle 0,39-100 nM dosetaksel ve
mitoksantronun birlikte uygulanmasi neticesinde hicre miktarlarinin 1s1k mikroskobunda

goruntilenmesi (20X).

MTT analizi sonuglarina gére dosetaksel ve mitoksantronun birlikte farkli dozlarinin 72
saat sureyle uygulanmasi neticesinde IC50 degeri 6,25 nM (Sekil 4.166. f) olarak tespit

edilmistir.

4.5.2. DU-145 Hiicre Hattinda Diren¢ Olusturma Calismalarimin Isik Mikroskobu
Goruntdleri

Direngsiz DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca dosetaksel ile mitoksantronun
6,25 nM’lik dozu birlikte uygulanmustir. 5. pasajin sonunda her iki ilacin birlikte
uygulanmasina bagli hiicre miktarinda meydana gelen degisimler Sekil 4.167.°da

gosterilmistir.
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Kontrol 0,78 nM 1,56 nM 3,125 nM

6,25 nM 12,5 nM 25 nM 50 nM 100 nM

Sekil 4.167. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca 6,25 nM dosetaksel ile
mitoksantron birlikte uygulanmistir. 5. pasaj sonunda 72 saat sireyle 0,39-100 nM
dosetaksel ile mitoksantronun birlikte direncli DU-145 hiicre hattina uygulanmasina bagli

hlcre miktarlarinin 151k mikroskobunda goriintiilenmesi (20 X).

MTT analizi sonuglarina gore direngsiz DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca
6,25 nM dosetaksel ve mitoksantronun birlikte uygulanmasindan sonra direncli hiicre
hattinda olusan IC50 dozu 50 nM (Sekil 4.167. 1) olarak hesaplanmuistir.

45.3. Direngsiz ve Direngli DU-145 Hucrelerinin  Floresan Mikroskop

Goruntulerinin Karsilastirilmasi

Direngsiz ve direncli DU-145 hiicrelerine madde uygulanmadan ve 48 saat sureyle
madde kombinasyonlarinin uygulanmasina bagli olarak sag kalim, apoptoz ve kaspaz

aktivitesini aragtirmak maksadiyla floresan mikroskop analizleri yapilmistir.

453.1. Madde Uygulamas1 Yapilmadan Direngsiz ve Direncgli DU-145

Hucrelerinin Floresan Mikroskop Gorintilerinin Karsilastirnlmasi

Direngsiz ve direncgli DU-145 hiicrelerine madde uygulamasi yapilmadan,
hicrelerin ¢ekirdek ve membran yapilarinin floresan mikrokop goruntuleri Sekil

4.168."de gosterilmistir.
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Madde Uygulamasi Cekirdek Yapisi Kas3/ Kas7 Aktivitesi  Hiicre Membrami/

Yapilmamis NucBlue ile Apoptoz Apoptotik Aktivite
EB/ AO

a) Direngsiz DU-145

b) Direngli DU-145

Sekil 4.168. Madde uygulamasi yapilmamis direngsiz ve direngli DU-145 hiicre

hatlarinin floresan mikroskop gorintdlerinin karsilastiriimas: (20X).

Sekil 4.168. a) ve b)’de birinci sirada hiicrelerin g¢ekirdek yapisini gosteren
Nucblue, ikinci sirada kaspaz aktivitesine bagli apoptozun meydana gelip gelmedigini
gosteren Kas 3/ Kas7, tiglincii sirada hlicre membran yapisinda meydana gelen apoptotik
aktiviteyi gosteren Ethidium Bromide/Acridine Orange (EB/AO) boyalariyla
boyanmistir. Hiicrelere herhangi bir madde uygulamasi yapilmadigi i¢in hem ¢ekirdek

yapisinin hemde hiicre membran yapsinin bozulmadigi goriilmektedir.

4.5.3.2. 50 nM Dosetaksel Uygulanmasi Neticesinde Direngsiz ve Direncli DU-

145 Hucrelerinin Floresan Mikroskop Goruntilerinin Karsilastirilmasi

Direngsiz ve direngli DU-145 hiicre hatlarina 50 nM dosetaksel 48 saat sureyle
uygulanmasina bagl hiicre yapilarinda meydana gelen degisimlerin karsilagtirilmasi

Sekil 4.169.’da gosterilmistir.
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50 nM Dosetaksel Cekirdek Yapisi Kas3/ Kas7 Aktivitesi Hiicre Membrani/
NucBlue ile Apoptoz Apoptotik Aktivite

Uygul
ygulanmig ERT D

a) Direngsiz DU-145

b) Direngli DU-145

Sekil 4.169. 48 saat siireyle 50 nM dosetaksel uygulamasi yapilmis direngsiz ve direncli

hiicre hatlarinin floresan mikroskobu goriintiilerinin karsilastiriimasi (20X).

Sekil 4.169 a)’da direngsiz DU-145 hiicre hattinda dosetaksel uygulamasina bagl
cekirdekte dagilmalar goriliirken b)’de c¢ekirdek yapisinin  korunmus oldugu
gorilmektedir. Bununla birlikte kaspaz aktivitesine bagli hiicre membran1 yapisinda hem

direngsiz hemde direngli hiicre hattinda bozulmalar goriilmektedir.

4.5.3.3. 50 nM Dosetaksel ve 35 nM 17-DMAG’mm Birlikte Uygulanmasi
Neticesinde Direncli ve Direngsiz DU-145 Hducrelerinin Floresan Mikroskop

Goruntulerinin Karsilastirilmasi

Direngsiz ve MDR’li DU-145 hiicre hatlarmna 50 nM dosetaksel ve 35 nM 17-
DMAG’1n birlikte 48 saat siireyle uygulanmasina bagli hiicre yapilarinda meydana gelen

degisimlerin karsilastirilmasi Sekil 4.170.’te gdsterilmistir.
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50 nM Dosetakselve Cekirdek Yapisi  Kas3/ Kas7 Aktivitesi  Hiicre Membrani/
Apoptotik Aktivite

35 nM 17-DMAG NucBlue ile Apoptoz
Uygulanmis

a) Direngsiz DU-145

b) Direngli DU-145

Sekil 4.170. 48 saat slreyle 50 nM dosetaksel ve 35 nM 17-DMAG’in birlikte
uygulamasina bagli direngsiz ve direncli DU-145 hicrelerinin floresan mikroskop

goriintiilerinin karsilagtiritlmasi (20X).

Direngsiz ve direngli DU-145 hiicre hatlarinda dosetaksel ve 17-DMAG’in
birlikte uygulanmasina bagli hem c¢ekirdek yapisinda hemde hiicre membraninda

meydana gelen bozulmalar gérilmektedir.

45.3.4. 50 nM Dosetaksel ve 500 pM ABA’min Birlikte Uygulanmasi
Neticesinde Direngsiz ve Direngli DU-145 Hucrelerinin Floresan Mikroskop

Goruntulerinin Karsilastirilmasi

Direngsiz ve direnclili DU-145 hiicre hatlarina 50 nM dosetaksel ve 500 uM
ABA’nin birlikte 48 saat siireyle uygulanmasina bagl hiicre yapilarinda meydana gelen

degisimlerin karsilastirilmasi Sekil 4.171.”de gosterilmistir.
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50 nM Dosetaksel ve Cekirdek Yapisi Kas3/ Kas7 Aktivitesi ~ Hucre Membrany/
NucBlue ile Apoptoz Apoptotik Aktivite

0,5 mM ABA pop

Uygulanmig

a) Direngsiz DU-145

b) Direngli DU-145

Sekil 4.171. 48 saat siireyle 50 nM dosetaksel ve 500 uM ABA’nin birlikte uygulamasina
bagli direngsiz ve direngli DU-145 hicrelerinin floresan mikroskop gorintilerinin
karsilastirilmasi (20X).

Sekil 4.171.’de direngsiz ve direncgli DU-145 hicre hatlarinda dosetaksel ve
ABA’nin birlikte uygulanmasina bagli hem c¢ekirdek yapisinda hemde hiicre

membraninda meydana gelen bozulmalar gorilmektedir.

4.5.3.5. 50 nM Dosetaksel, 35 nM 17-DMAG ve 500 pM ABA’nin Birlikte
Uygulanmasi Neticesinde Direngsiz ve Direncli DU-145 Hucrelerinin Floresan

Mikroskop Goruntulerinin Karsilastirilmasi

Direncsiz ve direncli DU-145 hiicre hatlarina 48 saat sureyle 50 nM dosetaksel,
35 nM 17-DMAG ve 500 uM ABA’nin birlikte uygulanmasina bagl hiicre yapilarinda

meydana gelen degisimlerin karsilastirilmasi Sekil 4.172.”de gosterilmistir.
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Hiicre Membrani/
Apoptotik Aktivite
EB/ AO

50 nM Dosetaksel Cekirdek Yapisi Kas3/ Kas7 Aktivitesi
35nM 17-DMAGve  NucBlue ile Apoptoz
0,5 mM ABA'nin
Uygulandigi

a) Direngsiz DU-145

b) Direngli DU-145

Sekil 4.172. 48 saat sureyle 50 nM dosetaksel, 35 nM 17-DMAG ve 500 uM ABA’nin
birlikte uygulanmasina bagli olarak direngsiz ve direncli DU-145 hiicrelerinin floresan

mikroskop goriintiilerinin karsilastiriimasi (20X).

Dosetaksel, 17-DMAG ve ABA’nin birlikte uygulanmasina bagh o6zellikle
direngsiz DU-145 hiicre hattinin hiicre membraninda bozulma gorilmekle birlikte bu
bozulma direncli hiicre hattinda daha az goriilmektedir. Buna karsin bu {i¢ maddenin
birlikte uygulanmasina bagli hem direngsiz hemde direngli hiicre hattinin ¢ekirdek

yapisindaki bozulmalar goriildiigli gibi son derece azdir.
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BOLUM 5

TARTISMA

Son zamanlarda bati iilkelerinde prostat kanseri teshisinde azalma olmasina
ragmen bu kanser tirli halen bes erkekte bir goriilmekte ve 6liime neden olmaktadir
(Siegel, Miller & Jemal, 2018). Diinyada prostat kanseri vakasi gelismekte olan tilkelerde
artarken, cografik bdlgelerde en az goriilme siklig1 Asya’ya aittir (Zhou vd., 2016).

Tipik olarak prostat kanserine ilk miidahale olarak androjenden yoksun birakma
tedavisi (ADT) uygulanmaktadir. Birgok hasta baglangicta ADT ye olumlu yanit verirken
sonradan bu tedaviye kars1 direng gelisimi ile kisir edici direngli prostat kanseri meydana
gelmekte ve bu hastalar i¢in diger tedavi metodlarmna ihtiyag duyulmaktadir (Bluemn vd.,
2017; Edlind & Hsieh, 2014; Pening, 2015; Zhu vd., 2015). Cogu zaman tedavi yontemi
olarak mikrotubulleri sabit hale getiren taksanlara bagvurulmaktadir. Taksanlar hiicre
dongusuni G2/M evresinde durdurarak apoptozu tesvik ederler (Fitzpatric & de Vit,
2014; Gan vd., 2009; Lee vd., 2007). Dosetaksel birinci sinif taksanlar arasinda yer
almaktadir. Dosetaksel, prednizon ile kombine edilerek prostat kanserli bireylerde yasam
sliresini uzatmak maksadiyla gelistirilmis bir taksandir (Tannock vd., 2004). Taksanlar
toksik (6zellikle noétropenya ve periferal noropatiye neden olduklarindan) etkili
olduklarindan ve bu ilaglara direng gelistirilebildiginden dolayr halen tedavide yeterli
etkiye sahip degildirler (Bumbaca & Li, 2018).

Mitoksantron prostat kanseri tedavisinde tamamlayict etkisinden dolayi
taksanlarla birlikte kullanilmaktadir. Ancak kanser hiicrelerinin zamanla mitoksantrona

kars1 direng gelistirmesinden (6zellikle P-gP araciligi ile mitoksantronu hiicre digina
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pompalama) ve son derece hepatotoksik etkiye sahip olmasindan dolay1 tedavi agisindan

her zaman yeterli olamamaktadir (Llesuy & Arnaiz, 1990).

Bu sebeplerden dolay1 calismamizda dosetaksel ve mitoksantrona karsi birlikte
coklu ilag direnci gelistirilmesi amaglanmistir. Bunun icin ilk énce dosetaksel ve
mitoksantronun DU-145 hiicreleri tizerinde ayr1 ayr1 ve birlikte Sliimcil etkileri

arastirilmastir.

Calismada DU-145 hiicre hattina 24, 48 ve 72 saat siireyle dosetakselin 0,39-200
nM araligindaki dozlar1 uygulanmistir. Uygulamalar sonunda yapilan MTT
analizlerinden elde edilen veriler probit istatiksel analiziyle degerlendirilmistir. Probit
analizine gore IC50 degerleri; 24 saatlik uygulama icin 326,94 nM, 48 saat icin 64,28 nM
ve 72 saat i¢in 54,57 nM olarak hesaplanmistir. Yapilan ¢alismalarda en uygun sirenin
72 saat olmakla birlikte IC50 dozunun bu g¢alismalara gore 0,47-8,2 nM araliginda
degistigi bildirilmistir (Kugukzeybek vd., 2008; Mansour vd., 2018; Tsakalozou, Eckman
& Bae, 2012). Calismaya, bu kaynaklarda belirtilen ortak stire olan 72 saat i¢in elde edilen

IC50 dozuyla devam edilmistir.

Mitoksantron igin de ayni sekilde 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalar yapilmistir.
IC50 dozu 24 saat i¢in 89,22 nM, 48 saat i¢in 52,85 nM ve 72 saat i¢in 51,12 nM olarak
hesaplanmistir. Hui-Ping ve arkadaslarinin, prostat kanseri hiicre hatlar1 olan LNCap,
PC3 ve DU-145 hiicre hatlar1 tizerinde mitoksantron, vinblastin, etopozid, paklitaksel,
AG1478, LY294002, sarakatinib ve BCL-2 inhibit6r ajanlarinin etkilerini arastirmak
tizere yaptiklar1 bir ¢alismada, mitoksantronun DU-145 hiicreleri icin 1C50 dozunu 72
saatlik uygulama igin 8,47 nM olarak hesaplamislardir (Hui-Ping vd., 2013).

Calismanin ilk amaci ¢oklu ilag direnci meydana getirmek oldugu i¢in her iki ilaca
kars1 da direng gelistirilmesi planlanmistir. Bunun i¢in doestaksel ve mitoksantronun her
birinin esit konsantrasyonda olacagi bir karisim hazirlanmistir. Karisim DU-145 hiicre
hattina 24, 48 ve 72 saat siireyle 0,39-100 nM doz araliginda uygulanmistir. 1C50
degerleri 24 saatlik uygulama i¢in 10,92 uM, 48 saat i¢in 47,55 nM ve 72 saat igin 6,39
nM olarak hesaplanmistir. Bu nedenle 6,25 nM dozu 5 pasaj boyunca Sekil 3.11.°de
belirtildigi bigimde DU-145 hiicre hattina uygulanilarak ¢oklu ilag direnci olusturulmasi
hedeflenmistir. 5. pasaj sonunda yapilan MTT analizi neticesinde dosetaksel ve

mitoksantronun birlikte uygulanmasina bagli IC50 degeri 54,87 nM olarak
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hesaplanmustir. 6,25 nM’dan 54,87 nM’a olan bu artis DU-145 hiicre hattinda ¢oklu ilag
direnci olusturuldugunu gdstermektedir. Mohr ve arkadaslar1 da DU-145 hiicre hattinda
dosetaksel ile ilag direnci gelistirmek amaci ile ilgili yaptiklar1 bir ¢alismada, ilk olarak
DU-145 hiicre hattina dosetakselin 1-1000 nM dozlarin1 72 saat siire ile uygulamalari
neticesinde IC50 degerini 5 nM olarak hesaplamislardir. Iki hafta boyunca 72 saatte bir
taze besiyeriyle degistirilmek tizere 5 nM dostaksel-besiyeri karisimint DU-145 hiicre
hattina uygulamislardir. Iki haftanin sonunda bir kez 24 saat siireyle 5 nM dosetaksel-
besiyeri karigimi uyguladiktan hemen sonra 2X IC50 degeri olan 10 nM dosetaksel-
besiyeri kargimi uygulamislardir. Bu igslemlerin sonunda direng olusturuldugu diisiiniilen
DU-145 hiicre hattina 72 saat siire ile 500 nM dosetaksel uyguladiklarinda %90, 1000 nM
uygulamada ise %20 canlilik gozlemlemislerdir (Mohr vd., 2017). Bu durum tez
calismamizda DU-145 hiicre hattina diizenli araliklar ile dosetaksel ve mitoksantron

uygulanmasina bagl gelisen direng ile benzerlik gostermektedir.

Olusturulan bu direncin siirekli olup olmadigim arastirmak i¢in direng
olusturulan DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca herhangi bir madde uygulanmamustir.
5. pasaj sonunda yapilan MTT analizi neticesinde IC50 degeri 50,7 nM olarak
hesaplanmistir. Ilag uygulamasina devam edilirken IC50 degerinin, ila¢ uygulamasi
birakildiktan sonraki IC50 degerine bu kadar yakin olmasi, hiicre hatinda meydana gelen
coklu ilag direncinin stirekli oldugunu goéstermektedir. Bu durumu ispatlamak i¢in ¢oklu
ilag direnci olusturulan DU-145 hiicre hattina 72 saat sureyle 1-500 nM dosetaksel ve
mitoksantron ayr1 ayri uygulanmistir. Yapilan MTT analizi sonucunda 500 nM dosetaksel
uygulamasinda %55,42 oraninda canlilik oldugu tespit edilmistir. Dosetakselin direng
meydana geldigi diistiniilen DU-145 hiicre hattinin IC50 degerini hesaplanmak igin probit
analizi yapilmistir. IC50 degeri 808,54 nM olarak hesaplanmistir. Mohr ve arkadaglar1 da
DU-145 hiicre hattina 72 saat siire ile dosetakselin farkli konsanrasyonlarini
uygulamislardir. Bu uygulama neticesinde IC50 degerinin 5 nM oldugunu, buna karsilik
direng olusturulan DU-145 hiicre hattina 500 nM dosetaksel uygulanmasinda %90 canl
hiicre varligini rapor etmislerdir (Mohr vd., 2017). Bununla birlikte direngsiz DU-145
hiicre hattinda mitoksantronun 72 saatlik uygulamasi neticesinde elde edilen IC50 degeri
51,12 nM iken ¢oklu ilag direnci gelistirildigi diistiniilen DU-145 hicre hattinda bu deger
61,53 nM’a yiikselmistir. Calcagno ve arkadaglart MCF-7 gogiis kanseri hiicre hattina

72 saat siire ile mitoksantron uygulamasina bagli IC 50 degerini 15,66 nM olarak
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hesaplamislardir. Calcagno ve ekibi tekrarli olarak MCF-7 hiicre hattina 72 saat sure ile
14 ve 21 nM mitoksantron uygulayarak direncli klonlar olusturmuslar ve bu klonlari; 14
nM clone 1, 14 nM clone 2, 14 nM clone 6, 14 nM clone 11,14 nM clone 13, 14 nM clone
16 ve 21 nM clone 1 olarak isimlendirmislerdir. Bu klonlarin IC50 degerlerini sirasiyla;
33,1, 15,4, 319,1, 158,6, 220,1, 172,4, 1407 nM olarak hesaplamislardir (Calcagno vd.,
2008). Gorildiigii gibi MCF-7 hiicre hattinda 14 nM clone 2 haricinde diger biitiin
uygulamalarda istatiksel olarak anlamli artislar mevcuttur. Tez ¢alismamizda da DU-145
hiicre hattina 72 saat siire ile 5 pasaj boyunca mitoksantron uygulamanmasina bagli 1C50
degerinde artis olmasina ragmen, bu artis miktarinin (51,12 nM’dan 61,53 nM’a).
Calcagno ve arkadaslarinin MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde yaptiklari ¢aligmalardan elde
edilen degerler kadar yiiksek olmadigi goriilmektedir. Bu durumun farkli kanser

hiicrelerinin mitoksantrona verdigi yanittan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Calismanin ikinci asamasinda direngsiz ve direngli DU-145 hiicre hatlarina
dosetaksel ve mitoksantron uygulanarak; coklu ila¢ direnci, sag kalim genleri ve

onkogenlerin ifadelerinde meydana gelen degisimler aragtirtlmistir.

Direngsiz DU-145 hiicre hattina dosetaksel ve mitoksantronun 24 saatlik
uygulamasi neticesinde ¢oklu ilag direnci genlerinden; BCRP/ MXR1’in (2,26£0,5 kat),
P-gP/MDR1’in (32,14+0,21 kat), MRP1’in (1,6440,28 kat), MRP2’nin (2,82+0,58 kat),
MRP3’lin (1,96+0,29 kat), MRP4’iin (1,58+0,78 kat), MVP/LRP’nin (2,06+0,48 kat)
ifadelerinde kontrole gore istatiksel olarak anlamli artiglar goriilmiistiir. Ayrica 6 saatlik
uygulama neticesinde P-gP/MDR’in (kontrole goére 2,15+0,39 kat) gen ifadesi
seviyesinde artig oldugu saptanirken; 0, 3 ve 6 saatlik uygulamalar neticesinde diger
direng genlerinin ifadelerinde anlamli degismeler olmamistir. Zuylen ve arkadaslarinin
yaptiklar1 bir ¢aligmada, rahim kanseri tiirii olan A2780 hiicrelerine 48 saat siire ile
dosetaksel ve mitoksantron uygulanmasina bagli P-gP/MDR1 ve MRP1 ¢oklu ilag direnci
genlerinin ifade seviyelerinde kontrole gore 2,4 kat artis oldugu rapor edilmistir (van
Zuylen vd., 2000). Machioka ve arkadaslar1 direngli DU-145 hiicre hattina 48 saat siire
ile dosetakselin farkli dozlarin1 uygulamalar1 neticesinde IC50 dozunu 7,06 nM olarak
hesaplamiglardir. Machioka ve ekibi, 7,06 nM dosetakseli hem direncli olmayan hemde
dosetaksele kars1 direngli olan DU-145 hiicre hattina 48 saat siire ile uygulayarak ¢oklu
ilag direnci genlerinin ifadelerinde meydana gelen degisimleri mikroarray calismalar

araciligi ile arastirmislardir. Yapilan ¢alismada direngsiz DU-145 hiicre hatti, kontrol
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hiicre hattiyla karsilastirildiginda; P-gP/MDR1 ifadesi’nin 0,02 kat, MRP1’in 1,24,
MRP2’nin 7,57 kat, MRP3’iin 5,45 kat, MRP4’iin 0,37 kat, MRP5’in 2,45 kat ifade
oldugu tespit etmislerdir. Buna karsilik dosetaksele karsi direngli olan DU-145 hiicre
hattinda kontrole gore; P-gP/MDR1’in 12,63 kat, MRP1’in 0,71 kat, MRP2’nin 0,22 Kat,
MRP3’iin 5,45 kat, MRP4’iin 0,45 kat, MRP5’in 1,61 kat ifade oldugu bildirilmistir
(Machioka vd., 2018). Buna karsilik kabazitaksel ile dosetakselin birlikte uygulamasina
bagl kontrole gore P-gP/MDR1’in 14,7 kat, MRP1’in 0,69 kat, MRP2’nin 1,22 Kat,
MRP3’iin 3,58 kat, MRP4’lin 0,47 kat ifade oldugu belirtilmistir (Machioka vd., 2018).
Bu c¢alismada oOzellikle MRP2 ve MRP3’lin ifadelerine bakildiginda; MRP2’nin
ifadesinde dosetaksel ve kabazitakselin birlikte kullanilmasina bagli bir artis mevcut iken
MRP3’te tam tersi bir etki oldugu sonucuna ulasilmistir. Bu veriler; DU-145 hiicre
hattinda ¢oklu ila¢ direnci olusturmak i¢in dosetaksel ile mitoksantronun birlikte,
dosetaksel ile kabazitakselin birlikte uygulamasina gore ¢oklu ilag direnci genlerini aktif

hale getirmesi agisindan daha etkili oldugunu gostermektedir.

Calismamizda direngsiz DU-145 hiicre hattina 5 pasaj boyunca 6,25 nM
dosetaksel ve mitoksantronun birlikte uygulandiktan sonra ¢oklu ilag¢ direnci genlerinin
ifadeleri arastinlmistir. 24 saatlik uygulama neticesinde kontrole goére BCRP/
ABCG2’nin (2,94+0,22 kat), P-gP/ MDR1’in (7,15+0,07 kat), MRP1’in (1,33£0,002
kat), MRP2’nin (3,22+0,1 kat), MRP3’{in (2,96+0,27 kat), MRP4’iin (3,78+0,54 kat),
MVP/LRP’nin (1,98+0,54 kat) gen ifadelerinde artig oldugu saptanmustir. Ayrica 6 saatlik
uygulama neticesinde kontrole gére P-gP’nin (3+0,07 kat), MRP2’nin (1,77+0,35 kat) ve
MRP4’tin (1,38+0,04 kat) gen ifadelerinde de istatiksel olarak anlamli artislar oldugu
goriilmistiir. Bununla birlikte kontrole gore P-gP/ MDR1’in (2,52+0,15 kat) 3 saatlik
uygulama neticesinde gen ifadesinde anlaml bir artis gozlemlenmistir. Direngli DU-145
hiicre hattinda goriildiigii gibi biitlin ¢coklu ilag direnci genlerinin ifadesinde artis mevcut
iken; Machiako ve ekibinin DU-145 hiicre hattina 72 saat dosetaksel uygulamasi
neticesinde; MRP1 gen ifadesini kontrole gére 0,71 kat, MRP2’yi 0,22 kat, MRP4°ii 0,45
kat olarak hesaplamiglardir (Machiako vd., 2018).

Coklu ilag direnci genlerinin ifadeleri incelendikten sonra; direngsiz, direng
olusturulan ve olusturulan direncin korundugu DU-145 hiicre hatlarinda; onkogen, sag
kalim ve apoptoz inhibitér genlerinin ifadeleri de arastirilmistir. Direngsiz DU-145 hiicre

hattina dosetaksel ve mitoksantronun 6,25 nM konsantrasyonunun 24 saat uygulanmasi
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neticesinde kontrole gore BCL-2 (3,24+0,5 kat), Survivin (3,01+0,64 kat), CIAP1
(12,88+4,28 kat) ve XIAP (9,69+2,97 kat) gen ifadesi seviyelerinde istatiksel olarak
anlamli artiglar olmustur. Buna karsilik kontrole gore Livin (0,34+0,14 kat) gen
ifadesinde azalma olmustur. Bununla birlikte 6 saatlik uygulama neticesinde kontrole
gore CIAP1 (3,19+0,3 kat) ve XIAP (5,12+0,71 kat) gen ifadelerinde artiglar olurken
Livin (0,62+0,18 kat) gen ifadesinde istatiksel olarak anlamli azalma meydana gelmistir.
Diren¢ olusturulan DU-145 hiicre hattina yapilan 24 saatlik uygulama neticesinde
kontrole gore BCL-2 (5,9+0,2 kat), Livin (4,87+0,42 kat), Survivin (4,04+0,23 kat),
CIAP1 (4,15%0,88 kat) ve XIAP (4,15+0,1 kat) gen ifadesi seviyelerinde istatiksel olarak
anlamli artiglar olmustur. Direncli DU-145 hiicrelerine yapilan 6 saatlik uygulamada
kontrole gore BCL-2 (3,8+0,1 kat), Livin (3,02+0,56 kat), Survivin (1,47£0,1 kat) ve
CIAP1 (1,47+0,05 kat) gen ifadelerinde istatiksel olarak anlamli artislar olmustur. 3
saatlik uygulamada kontrole gore BCL-2 (3,15+0,36 kat) ve Livin (1,52+0,13 kat) gen
ifadeleri artmistir. Direngsiz DU-145 hiicre hattina yapilan dosetaksel ve mitoksantron
uygulamasina bagli Livinin gen ifadesinde diislis gozlemlenirken diren¢ olusturulmus
DU-145 hiicre hattinda Livinin gen ifadesinin artmasi uygulanan maddelere kars1 sag
kalim genlerinin direngli hiicre hattinda daha etkin oldugunu gostermektedir. Direng
olusturulduktan sonra herhangi bir uygulama yapilmaksizin 5 pasaj boyunca direncli
hiicre hatt1 pasajlandiktan sonra dosetaksel ve mitoksantronun IC50 dozu 24 saat siireyle
uygulandiktan sonra; BCL-2’nin gen ifadesinde anlamli bir degisim saptanamamuistir.
Buna karsilik 24 saatlik uygulamaya bagli kontrole gore Livinin (24,94+0,82 Kat),
Survivinin (4,68+1,08 kat), CIAP1’1n (9,39+40,18 kat) ve XIAP’1n (4,06+0,12 kat) gen
ifadelerinde istatiksel olarak anlamli artislar gdzlemlenmistir. Ustelik bu artislar 3 ve 6
saatlik uygulamalar igin de benzer 6zellik gostermektedir. Yapilan ¢aligmalarda CIAP1,
XIAP ve Survivinin yakin iliski i¢inde oldugu ve bu {i¢ genin karsinogenezi tesvik ederek
kemoterapiye karsi direng olusturduklart ileri striilmiistiir (Arora, 2007; Nachimas,
Ashhab& Ben-Yehuda, 2004; Nomura vd., 2003). Bu ¢alisma, tez ¢calismamizda CIAP1,
XIAP ve Survivinin gen ifadelerindeki artiglarla benzerlik gostermektedir. Bununla
birlikte taksanlarla ilgili yapilan diger bir ¢alismada ilging olarak DU-145 hucrelerinin
paklitaksele kars1 dogal direncli olduklart ve BCL-2’nin gen ifadesinde bu ilaca karsi
herhangi bir degisim meydana gelmedigi belirtilmistir (Haldar, Chintapalli & Croce,

1996). Direng olusturulduktan sonra 5 pasaj herhangi bir madde uygulanmadiktan sonra
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direncli DU-145 hiicre hattina IC50 dozunun uygulanmasma bagli BCL-2’nin gen

ifadesinde herhangi bir degismenin olmamasi bu ¢alismayla benzerlik géstermektedir.

Direngsiz ve direng olusturulan DU-145 hiicre hattina 24 saat 0,39-100 nM
dosetaksel ve mitoksantronun uygulanmasindan sonra elde edilen 1s1k mikroskobu
goriintiileri Sekil 4.166. ve Sekil 4.167.’de karsilastirilmigtir. Bu goriintiilerde direngsiz
ve diren¢ olusturulan hiicre hatlarina ayni dozlarda uygulanan dosetaksel ve
mitoksantrona bagli hiicre miktarindaki degisimler mevcuttur. Buna gore direngsiz DU-
145 hiicre hatti i¢in IC50 dozunun 6,25 nM oldugu Sekil 4.166. f)’de, direng olusturulan
DU-145 hiicre hattinda IC50 dozunun 50 nM oldugu Sekil 4.167. 1)’da g0sterilmistir.

Yapilan ¢aligmalarda prostat kanseri tedavisinde kullanilan dosetakselin; ¢oklu
ilag direnci ailesi genlerinden olan P-gp’yi ve ABCC4 (MRP4)’un ifade seviyesini
arttirarak dosetaksele karsi direng olustugu gosterilmistir (Oprea-Lager vd., 2013;
Sissung vd., 2008). Fukushima ve arkadaslari, insan lemfoblast K-562 hcrelerine 0,2-
0,4 puM mitoksantron uygulamislardir. Bu uygulama neticesinde, hiicre icinde
mitoksantron birikmesinde kontrole gore 3- 43,9 kat azalma olmasina karsilik P-gp’nin
asirt ifade oldugunu bildirmislerdir (Fukushima vd., 2000). Bununla birlikte mirin
transgenik hicrelerinin alternatif topoizomeraz II aktivitesi olusturarak, P-gp/MDR1
tarafindan mitoksantronu hiicre disina pomalayarak ona kars1 direng gelistirdikleri rapor
edilmistir (Errington vd., 1999; Harker vd., 1995a; Harker vd., 1995b; Harker vd., 1991;
Zhou vd., 1999). Bu tez ¢alismasinda da; direngsiz DU-145 hiicre hattina 6,25 nM
dosetaksel ve mitoksantron birlikte uygulandiginda Sekil 4.39.’da gortildiigi gibi P-gp
ifadesi 6. ve 24. saattlerde artmistir. Buna karsilik Sekil 4.51.’de direncli DU-145 hiicre
hattinda 6. ve 24. saatlerde artis meydana gelmesiyle birlikte 3. saatte de P-gP’nin
ifadesinde artma olmustur. Ayrica Sekil 4.43.’te direngsiz DU-145 hiicre hattinda MRP4
ifade seviyesinde 24. saatte artis goriilmesine karsilik Sekil 4.55.°te direngli hiicre
hattinda 6. ve 24. saatlerde MRP4 ifadesinde artiglar gosterilmistir. Bu durumlar direngsiz
DU-145 hiicre hattinda IC50 dozunun 6,25 nM olmasina kars1 direngli DU-145 hiicre
hattinda bu dozun neden 50 nM’a yiikseldigini agiklamaktadir.

Sekil 4.169.’da direngsiz ve direng olusturulan DU-145 hiicre hattina 48 saat
stireyle 50 nM dosetaksel uygulanmasina bagl elde edilen floresan mikroskop géruntuleri

verilmistir. Direncsiz DU-145 hiicre hattinda apoptotik aktiviteye bagli olarak hem

188



cekirdek yapisinda, hem de hiicre membraninda dagilma goriiliirken direng olusturulan
hiicre hattinin ¢ekirdek yapisinin korundugu, buna karsilik hiicre membran yapilarinda

bozulmalar oldugu gosterilmistir.

Yapilan TALI gorintl temelli sitometre analizlerine gore Sekil 4.162.’de
direngsiz kontrol DU-145 hiicre hattinda %91 canlilik, %6 6lum, %3 apoptotik hiicre
miktarinin varligr gosterilmistir. Buna karsilik 48 saat sureyle 50 nM dosetaksel
uygulamasina bagh %49 canlilik, %40 6lim ve %11 apoptotik hiicre tespit edilmistir.
Gan ve ekibi DU-145 hiicre hatt1 {izerinde dosetakselin apoptotik etkilerini
arastirmuglardir. Ik olarak dosetakselin 48 saat siireyle DU-145 hiicre hattina
uygulanmasinda 20 nM i¢in %60, 100 nM’lik uygulamda ise %80 apoptoz tespit
etmislerdir. Daha sonra dosetakselin 10 nM sabit konsantrasyonunu 24, 48 ve 72 saat
streler ile DU-145 hiicre hattina uygulamiglardir. 24 saatlik uygulama igin %30, 48 saat
icin %40 ve 72 saat i¢in %70 apoptoz meydana geldigini gozlemlemislerdir (Gan, Wang,
Xu & Yang, 2011). Buna karsilik Liu ve arkadaslari, DU-145 hiicre hattina 48 saat siireyle
dosetakselin 2,5, 5 ve 7,5 nM sabit konsantrasyonlarinin uygulamislardir. Uygulama
sonunda uygulama sirasiyla %80, %70 ve %60 canli hiicre miktari gozlemlenmistir.
Ayrica 2,5 nM i¢in %10, 5 nM i¢in %10 ve 7,5 nM i¢in %15 apoptotik hiicre oldugu
tespit edilmistir (Liu vd., 2013). Kiiglkzeybek ve arkadaslar1 DU-145 hiicre hattina 72
saat stre ile 0,1-100 nM dosetaksel uygulamisina baglh IC50 degerini 8,2 nM olarak
hesaplamiglardir (Kucukzeybek vd., 2008). Mansour ve arkadaslar1 DU-145 hiicre hattina
72 saat siire ile dosetaksel uygulamalari neticesinde ise IC50 degerini 507,6 nM olarak
hesaplamiglardir (Mansour vd., 2018). Tsakalozou ve arkadaslarinin yaptiklart diger bir
calismada ise DU-145 hiicre hattina 72 saat siire ile dosetakselin farkli dozlarinin
uygulamasi neticesinde IC50 degerini 0,47 nM olarak hesaplamislardir (Tsakalozou vd.,
2012). Yapilan bu ¢alismalar sonucunda dosetakselin DU-145 hiicre hatti igin 6liimciil ve
apoptotik etkilerinde istatistiksel olarak anlamli farklarin olmasi dikkat ¢ekicidir. Bu
calismalarda goriildiigii gibi dosetakselin DU-145 hiicre hatt1 i¢in IC50 degerlerinde
anlamli farklar mevcuttur. Tez ¢alismamizda da DU-145 hiicre hatt1 i¢in yapilan MTT
analizi neticesinde dosetakselin IC50 degeri 54,57 nM olarak hesaplanmistir ve yapilan
diger c¢alismalar ile istatiksel olarak anlamli farklar goriilmektedir. Ancak tez
calismamizda TALI gorintl temelli sitometre analiziyle MTT analiz neticelerinin

birbirini dogruladig: goriilmektedir.
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Sekil 4.164.’te direng olusturulan DU-145 hiicre hattina 48 saat siireyle 50 nM
dosetaksel uygulanmasina bagli %65 canli, %20 6li ve %15 apoptotik hiicrenin mevcut
oldugu gosterilmistir. Direncgli DU-145 hiicre hattina 50 nM dosetaksel uygulanmasina
bagli %65 canlilik goriilmesine kars1 direngsiz DU-145 hattinda %49 canliligin olmasi
dosetaksele kars1 gelisen direnci kanitlamaktadir. Lee ve arkadaslar1 da direngsiz DU-145
hlicre hattina 24 saat siire ile dosetakselin; 1 nM uygulamasina bagli olarak %90, 10 nM
uygulamasina bagli %60, 100 nM uygulamasina bagli %40 canli hiicre varlig1 tespit
etmislerdir. Buna karsilik dosetaksel ile diren¢ olusturduklart DU-145 hiicre hattina 24
saat stireyle 10 nM dosetaksel uyglamasina bagli %80, 100 nM uygulamaya bagli %60
canlt hiicre varligini rapor etmislerdir (Lee vd., 2014). Zhao ve arkdaslar1 da direncsiz ve
direncli PC3 prostat kanseri hiicre hattina 48 saat siire ile dosetakselin 1-10000 nM
konsantrasyonunu uygulamiglardir. Direngsiz PC3 hiicre hattina; 1 nM uygulama
neticesinde %70, 10 nM igin %50, 100 nM i¢in %40, 1000 ve 10000 nM i¢in %35 canli
hiicre tespit etmislerdir. Buna karsilik direngli PC3 hiicre hattina; 1 nM uygulama
neticesinde %80, 10 nm i¢in %70, 100 nM igin %50, 1000 ve 10000 nM i¢in %40 canli
hiicre tespit etmislerdir (Zhao vd., 2009). Gerek tez c¢alismamizda DU-145 hiicre
haltarinda, gerekse Lee ve ekibinin DU-145 hiicre hatlarinda ve Zhao ve ekininin PC3
hiicre hatlarinda; direngsiz ve direngli canli hiicre sayis1 arasindaki farklar olusan direnci

gOstermektedir.

MTT, gen ifadesi, mikroskop goruntileri ve TALI goruntd temelli
sitometresinden elde edilen veriler dogrultusunda DU-145 hiicre hattinda ¢oklu ilag
direnci olusturuldugu belirlendikten sonra bu hiicre hatti tizerinde 17-DMAG ve ABA’nin
etkileri arastirtlmistir. Bunun icin ilk olarak direng olusturulan DU-145 hiicre hattina 48
ve 72 saat sureyle 1,95 nM-1 pM 17-DMAG uygulandiktan sonra MTT analizleri
yapilmustir. 17-DMAG’1n 48 saat slreyle uygulanmasina bagl IC50 degeri 338,82 nM
olarak hesaplanmistir. Buna karsilik 72 saat siireyle uygulanmasina bagli IC50 degeri
70,64 nM olarak hesaplanmistir. Yu vd tarafindan yapilan bir ¢alismada 17-DMAG’1n 72
saat sureyle farkli gogiis kanseri hiicre hatlarina uygulanmasi sonucunda IC50 degerleri
hesaplanmistir. Bu ¢alismaya gore direngli T47D hiicre hattina uygulanmasi neticesinde
IC50 degeri 327,7 nM, direngli MCF7 hiicre hattinda 119,8 nM, direncli olmayan MDA-
MB-231’de 45,7 nM, direngli olmayan BT549’da 17,1 nM, direngli olmayan Hs578T de
8,4 nM olarak hesaplanmistir (Yu vd., 2017). Baska bir ¢alismada ise PC3 hiicre hatti
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uzerinde 17-DMAG’1n 48 saat siireyle uygulanmasi ile IC50 degerinin 5 nM oldugu rapor
edilmistir (Bull vd., 2004). Yapilan bu ¢alismalarda 17-DMAG i¢in hem 48 saat hemde
72 saatlik uygulamalara bagli IC50 degerleri hesaplanmustir. Tez ¢alismamizda, 72 saatlik
uygulamada direncli DU-145 hiicrelerinin canlilik miktarinda meydana gelen azalma
(Sekil 4.27), 48 saatlik uygulanmaya (Sekil 4.29.) gore daha dogrusal oldugu i¢in 70,64

nM uygulama dozu olarak secilmistir.

Wilairat ve arkadaslari, ¢alismalarinda; en yiiksek konsantrasyonu 100 uM olacak
sekilde ABA’y1 seri sulandirilip 48 saat siireyle MCF-7 go6giis kanseri, NCI-H460 akciger
kanseri ve SF-286 merkezi sinir sistemi kanser hiicre hatlarina uygulamislardir. Bu
calisma neticesinde en yiiksek konsantrasyon olan 100 uM’da bile IC50 dozunu elde
edememislerdir (Wilairat vd., 2006). Suzuki ve arkadaglart L5178Y fare I6semi hiicre
hattinda yaptiklar1 bir calismada ABA’nin farkli dozlarinin 5 giin siireyle uygulanmasi
neticesinde IC10 degerini 60 uM, IC20 degerini 78 uM, IC30 degerini 92 uM, IC50
degerini 130 uM olarak hesaplamislardir (Suzuki, Ezure & Ishida, 1998). Bu verilerden
yola ¢ikilarak tez ¢alismamizda, direng olusturulan DU-145 hiicre hattina ABA’nin; 24,
48 ve 72 saat slrelerle 3,9 pM-2 mM doz araliginin uygulanmasina bagh etkileri
aragtirtlmistir. 24 saatlik uygulama neticesinde MTT analizlerine gore en ¢ok 6lim 500
uM i¢in %5,18 olarak hesaplanmistir. Buna karsilik 1 ve 2 mM’lik doz uygulamalarinda
oliim miktarinda azalma meydana gelmistir (Sekil 4.31.). 48 saatlik uygulamada en ¢ok
6lim 500 uM igin %25,22 oraninda hesaplanmistir. 1 ve 2 mM’lik uygulamalarda 61im
miktar1 24 saatlik uygulama ile benzer sekilde azalmistir (Sekil 4.32.). 72 saatlik
uygulama icgin en ¢ok 6lim 125 pM igin %9,59 oraninda hesaplanmistir. Daha yuksek
dozlara bagli uygulamalar igin liim miktarinda azalma goriilmiistiir. Oliim miktarinda (g
uygulama igin de doza bagimli dogrusal azalma gértlmemesinden dolay: probit analizi
araciligiyla IC50 degeri hesaplanamamistir. Bundan dolayr ABA igin en etkin sire ve

doz; 48 saatlik uygulama i¢in 500 UM olarak segilmistir.

Calismanin bundan sonraki asamalarina 17-DMAG, ABA ve prostat kanseriyle
mucadelede birinci sinif taksanlar arasinda yer aldig1 i¢in dosetaksel ile devam edilmistir.
Bunun i¢in 6nce dosetakselin direngsiz DU-145 hiicre hatt1 tizerindeki etkin dozu olan 50
nM ile ABA’nin etkin dozu olan 500 uM ve karsilastirmak maksadiyla iki kat1 olan 1 mM
ABA segilmistir. Siire olarak ABA’nin en etkili oldugu sure olan 48 saat se¢ilmistir. 50
nM dosetaksel ile 500 uM ABA’nin birlikte direngli DU-145 hiicre hattina 48 saat siireyle
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uygulanmasi sonucunda ortalama %35,6’lik 6liim meydana gelmistir. 50 nM dosetaksel
ile 1 mM ABA uygulanmasinda ise %31,32 oraninda 6liim goriilmistiir (Sekil 4.34.). Bu
verilere gore 50 nM dosectaksel ve 500 uM ABA’nin birlikte daha etkili oldugu
gorulmektedir. ABA’nin tek basina direngli DU-145 hiicre hattina 48 saat siireyle
uygulanmasina bagli 6liim oran1 %25,22 olarak hesaplandigi daha 6nceden belirtilmistir.

Buradan dosetaksel ve ABA’nin sinerjistik iliskili oldugu anlasilmaktadir.

Dosetaksel ve 17-DMAG arasindaki iliskiyi arastirmak i¢in; dosetakselin
direngsiz DU-145 hiicre hatt1 tizerindeki etkin IC50 dozu olan 50 nM ile 17-DMAG’n
IC50 dozu olan 70 nM ve 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG direngli DU-145 hiicre
hattina uygulanmistir. Bu kombinasyonlardan verimli olaninin daha sonra ABA ile
birlikte ti¢lii etkisi arastirilacagi i¢in uygulama siiresi, ABA’nin en etkili oldugu stire olan
48 saat se¢ilmistir. Yapilan MTT analizleri sonucunda 50 nM dosetaksel ve 35 nM 17-
DMAG’m birlikte uygulanmasina bagli %49,66, 50 nM dosetaksel ve 70 nM 17-
DMAG’m birlikte uygulanmasina bagli ise ortalama %50,84 6liim saptanmistir (Sekil
4.35.).

50 nM dosetakselin 35 nM ve 70 nM 17-DMAG ile direncli DU-145 hiicre hattina
uygulanmasina bagl 6liim miktarlar birbirine ¢ok yakin oldugu igin bu iki uygulama 500
UM ve 1 mM ABA ile birlestirilerek tiglii sinerjistik/antagonistik etki arastirilmistir.
Direncli DU-145 hiicre hattina 48 saat stireyle 50 nM dosetaksel, 35 nM 17-DMAG ile
500 pM ABA ve 50 nM dosetaksel, 70 nM 17-DMAG ile 1 mM ABA uygulanmistir. 50
nM dosetaksel, 35 nM 17-DMAG ile 500 uM ABA uygulamasina bagh %44,34, 50 nM
dosetaksel, 70 nM 17-DMAG ile 1 mM ABA uygulamasinda ise %39,92 hiicre 6limi
gozlemlenmistir (Sekil 4.36.). 17-DMAG ve ABA’nin birlikte uygulanmasinda
konsantrasyonun artmasina karsin 6lim miktarinda meydana gelen azalma dikkat
cekmektedir. 500 uM ABA’nin olmadigi durumda 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG’1n %49,66 6liim etkisi olmasina ragmen ABA nin varliginda bu oranin %44,34’a
diistiigti dikkat gekmektedir. Yine 1 mM ABA’nin olmadigi 50 nM dosetaksel ile 70 nM
17-DMAG uygulamasinda %50,84 6lim meydana gelirken ABA ilave edilince bu oranin
%39,92’ye diistiigli goriilmiistiir.

17-DMAG ile ABA arasindaki sinerjistik veya antagonistik iliskiyi
aciklayabilmek i¢cin CDI, BLISS (ClI) ve HSA istatiksel hesaplamalarindan
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yararlanilmigtir. Bu ii¢ hesaplama sonuncunda da 17-DMAG ile ABA arasinda
antagonistik iliski oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica TALI goriintii temelli sitometre
analizlerine gore direngsiz DU-145 hiicre hattina 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG
uygulandiginda %50 6li ve %14 apoptotik hiicre, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA
uygulandiginda %56 olii ve %11 apoptotik hiucre, 50 nM dosetaksel, 35 nM 17-DMAG
ile 500 UM ABA uygulandiginda %54 6li ve %9 apototik hiicre oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.162.). Her {i¢ maddenin uygulanmasindaki 6liim miktar1 dosetaksel ile ABA’ nin
birlikte uygulanmasindan daha az ve ii¢ maddenin uygulanmasina bagli apoptotik oran
ise dosetaksel ile 17-DMAG ve dosetaksel ile ABA’nin ikili uygulamalarindan daha az
oldugu i¢in 17-DMAG ve ABA’nin antagonistik iligkili oldugunu bir kez daha
aciklamaktadir. Direncli DU-145 hiicre hattindaki benzer durum Sekil 4.164.’te slitun
grafiginde gosterilmistir. Direngli DU-145 hiicre hattina 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG uygulandiginda %50 6l ve %13 apoptotik hiicre, 50 nM dosetaksel ile 500 pM
ABA uygulandiginda %58 610 ve %9 apoptotik hiicre, 50 nM dosetaksel, 35 nM 17-
DMAG ile 500 uM ABA uygulandiginda %58 61U ve %4 apoptotik hiicre tespit edilmistir.
Buna gore her ti¢ maddenin uygulanmasina bagl gézlemlenen apoptotik hiicre miktar
hem dosetaksel ile 17-DMAG hemde dosetaksel ile ABA ikili kombinasyonundan daha
azdir. U¢ maddenin uygulanmasina bagl 6liim miktar ise dosetaksel ile ABA’nin birlikte
uygulanmasina bagl 6liim miktariyla karsilagtirildiginda ise aditif etki gostermektedir.
Ayrica apoptoz ve kaspaz aktivitelerini aragtirmak maksadiyla yapilan ¢caligmalarda Sekil
4.170.”de dosetaksel ile 17-DMAG’n ve Sekil 4.171.’de dosetaksel ile ABA’nin birlikte
uygulanmasina bagli hem direngsiz hem direngli hiicre hatlarinda ¢ekirdekte ve hiicre
membraninda meydana gelen bozulmalar gosterilmistir. Sekil 4.172.’de dosetaksel, 17-
DMAG ve ABA’nin birlikte direngsiz ve direngli hiicre hatlarinda hiicre membrani
tizerinde yikim etkilerinin goérilmesine ragmen cekirdek yapisi tizerindeki etkileri daha

zayiftir.

Buna karsilik 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG’1n (Sekil 4.170.), 50 nM
dosetaksel ile 500 uM ABA’nin (Sekil 4.171) hem c¢ekirdek hemde hucre iskeletinde
yikim etkilerinin son derece yiiksek oldugu goriilmektedir. TALI gorintd temelli
sitometre analizlerinde de herhangi bir madde uygulamasi yapilmamis direngsiz DU-145
hiicre hatt1 kontrol olarak ele alindiginda %91 canli, %6 6lii, %3 apoptotik hiicre varligi

tespit edilmistir. Buna karsilik direngsiz DU-145 hiicre hattina 50 nM dosetaksel
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uygulandiginda %40 6l ve %11 apoptotik hiicre gozlemlenirken, 35 nM 17-DMAG
eklenince 6l %50’ye ve apoptotik hiicre miktart %14 e yiikselmistir. 50 nM dosetaksel
ile 500 uM ABA uygulamasinda 6liim miktar1 %56’ya yiikselmis ve apoptotik hiicre
miktar1 aym1 kalmustir (Sekil 4.162.). Direngli hiicre hattina 50 nM dosetaksel
uygulandiginda %20 6liim ve %15 apoptotik hiicrenin varlig1 tespit edilmistir. Ayni1 hiicre
hattina 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG uygulandiginda %50 &lii ve %13 apoptotik
hiicre belirlenmistir. 50 nM dosetaksel ile 500 UM ABA uygulanmasinda ise 6liim %58’¢
artmakta ancak apoptotik hiicre miktar1 %6’ya azaldig1 tespit edilmistir. 17-DMAG ve
ABA’nin bu verilerden direngsiz ve direngli DU-145 hiicre hatlar1 izerinde dosetaksele
katki sagladiklar1 belirgin bir sekilde goriilmektedir. Ancak apoptotik hiicre miktart heniiz
O0lmemis, apoptoza giden canli hiicreleri kapsadigindan ve TALI gorintl temelli
sitometre analizi yapilmadan Once maddeler 24 saat uygulandigindan bu siire iginde
apoptoza giden hiicrelerde 6liim meydana gelmis olabilecegi durumu goz Oniinde

bulundurulmalidir.

Coklu ilag direnci genlerinin ifade seviyelerindeki degisimler; MTT, TALI
gorintt temelli sitometre ve floresan mikroskobu araciligi ile apoptotik aktivitede
dosetaksel, 17-DMAG ve ABA’nin birlikte uygulanmasina bagli antagonistik iliskiyi
aciklar niteliktedir. Direngsiz DU-145 hiicre hattinda bu uygulamaya bagli kontrole gore
ABCB1/P-gP (2,11+0,07 kat), ABCC1 (1,89+0,05 kat), ABCC2 (1,78+0,1 Kkat),
BCRP/ABCG2 (2,16+0,1 kat), GST (2,16+0,19 kat) genlerinin ifadelerinde istatiksel
olarak anlamli artiglar meydana gelmistir. Direncli DU-145 hiicre hattinda kontrole gore
ABCB1/P-gP (7,17%0,24 kat), ABCC1 (3,16+0,11 kat), ABCC2 (2,79+0,04 kat), BCRP/
ABCG2 (6,73+0,45 kat), MVP/LRP (2,16+0,2 kat), GST (2,54+0,25 kat) genlerinin
ifadelerinde istatistiksel olarak anlamli artiglar meydana gelmistir. Januchowski ve
arkadaslar1 da yumurtalik kanseri A2780 hiicre hattindan; sisplatine direngli A2780CR1,
A2780CR2, paklitaksele direngli A2780PR1, A2780PR2, doksorubisine direncli
A2780DR1, A2780DR2 ve topotekana direncli A2780TR1, A22780TR2 hicre hatlar
olusturmuslardir. Bu hiicre hatlarina 72 saat siire ile ayr1 ayri; sisplatinin 0,1-100 nM,
paklitakselin 5-10000 nM, doksorubisinin 10-50000 nM ve topotekanin 5-10000 nM
dozlarin1 uygulayarak IC50 degerlerini ve P-gP/MDR1, MRP1, MRP2, BCRP,
MVP/LRP ifadelerini karsilastirmislardir. Sisplatin uygulamasina bagli IC50 degerini
A2780 hiicre hatt1 i¢in 1,83, A2780CR1 igin 7,49, A2780CR2 i¢in 4,09 nM, paklitaksel
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uygulamasina bagli A2780 i¢in 3,37, A2780PR1 i¢in 491, A2780PR2 i¢in 4052 nM,
doksorubisin uygulamasina bagli A2780 i¢in 6,34, A2780DR1 i¢in 1,08, A2780DR2 igin
58 nM, topotekan uygulamasina bagli A2780 i¢in 10,8, A2780TR1 i¢in 2,86, A2780TR2
icin 59,6 nM olarak hesaplamislardir. Bu c¢alismada, goriildiigi gibi direngli olmayan
A2780 hiicre hattiyla belirtilen ilaglara kars1 direng olusturulumus A2780 hiicre hatlarina,
diren¢ olusturulan maddeler uygulandiginda IC50 degerlerinde istatiksel olarak anlamli
artiglar bildirilmistir. Dogal olarak IC50 degerlerindeki bu artiglar ile birlikte direng
gelismekte ve bu gelisen dirence bagl, uygulanacak kemoterapi ajanlarina karsi1 daha
fazla canlilik tespit edilmesi kaginilmazdir. Ayrica doksorubisin uygulamasia baglh
A2780 hiicre hattiyla karsilagtildiginda; A2780DR1 hiicre hattinda 4000 kat, A2780DR2
hiicre hattinda 6000 kat, A2780TR1 hiicre hattinda 40 kat, A2780PR1 hiicre hattinda
5500 kat, A2780PR2 hiicre hattinda 14000 kat ifade artis1 tespit etmislerdir. Paklitaksel
uygulamasinda, MRP1 gen ifadesi incelendiginde ise A2780 hiicre hattina gére sadece
A2780PR1°de 1,2 kat artis gosterilmistir. Sisplatin uygulamasinda, MRP2 i¢in kontrole
gore A2780CR1°de 12 kat, A2780CR2’de 10 kat, A2780TR2’de 2 kat artis tespit
edilmistir. Topotekan uygulamasina bagli BCRP gen ifadesi icin kontrole gore
A2780TR1 ifadesi 1000 kat, A2780TR2 ifadesi 500 kat artmistir. Bu dort maddenin
A2780 hiicre hattina uygulanmasiyla olusturulmus direngli A2780 hiicre hatlarina, ilgili
maddelerin uygulanmasina bagli MVP/LRP ifadesi i¢in kontrole gére A2780CR1 2 kat,
A2780CR2 2,5 kat, A2780TR1 2,5 kat, A2780TR 2 kat, A2780PR1 6 kat, A2780PR2 5,5
kat arttig1 bildirilmistir (Januchowski vd., 2016). Tez ¢alismamizda da Januchowski ve
arkadaglarinin bulgularina benzer olarak; dosetaksel, 17-DMAG ve ABA’nin beraber
kullanilmasma bagli olarak, bunlarin ayri ayr1 kullanilmasina gore daha az olim
gorulmesinin nedeni, bu ¢ maddeye gore direnc genlerinin ifadelerinde meydana gelen

anlaml artiglardan kaynaklanmaktadir.

Direngsiz ve direngli DU-145 hiicre hatlarina madde uygulanmasi neticesinde
oksidatif stres genlerinin ifade seviyeleri karsilastirildiginda; 50 nM dosetaksel
uygulamasina bagli direngli hiicre hattinda CuZn-SOD (2,18+0,13 kat), Mn-SOD
(1,49+0,14 kat) ve GS (3,41+0,19 kat) ifadelerinde kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli artiglar olurken direngsiz hiicre hattinda bu artiglar gézlemlenememistir.
50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG’m birlikte uygulanmasina bagl direngli hiicre
hattinda kontrole gére GS (0,35+0,06 kat) hari¢ diger biitiin genlerin ifadelerinde hem
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direngsiz hem direngli hiicre hatt1 igin istatistiksel olarak anlamli artiglar olmustur.
Gastrik kanserlere 17-DMAG’1n 10, 25, 50, 100, 200 nM dozlarimin uygulamasi {izerine
yapilan bir ¢alismada, doza bagimli olarak Mn-SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz
antioksidan enzim genlerinin ifadelerinde degisimler saptanmistir (Kim vd., 2017). Bu
calismada 17-DMAG’in konsantrasyonu arttik¢a bu ii¢ enzimin ifadesinde azalma
oldugu, ancak 25 nM doz uygulamasinda kontrole gore her ii¢ enziminde ifadesinin
yaklasik 4 kat arttig1 bildirilmistir. Bu ¢alisma sonuglari, tez ¢alismamizda 17-DMAG’1n
35 nM dozunun kullanilmasiyla direngli DU-145 hiicre hattinda GS (0,35+0,06 kat) hari¢
diger biitiin oksidatif stres genlerinin ifadelerindeki artiglarla benzerlik gostermektedir.
50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA’nin birlikte uygulanmasina bagli direngsiz ve direngli
DU-145 hiicre hatlarinda, direngli DU-145 GS ( kontrole gore 0,58+0,1 kat) hari¢ bitlin
oksidatif stres genlerinin ifadelerinde anlamli artislara neden olmustur. Guan ve ekibi
ABA’nin antioksidan savunma sisteminde aktivasyona neden oldugunu rapor etmistir
(Guan, Zhao & Scandalios, 2000). Calismamizdan elde edilen veriler Guan ve ekibinin
calismasindan elde edilen verilerle benzerlik gostermektedir. Bununla birlikte 50 nM
dosetaksel, 35 nM 17-DMAG ve 500 uM ABA’nin birlikte kullanilmasina bagli direngsiz
ve direngli DU-145 hiicre hattinda tiim oksidatif stres genlerinin ifadelerinde kontrole
gore artis olmakla birlikte bu artislar hem dosetaksel ile 17-DMAG kombinasyonuna goére
hemde dosetaksel ile ABA kombinasyonuna goére daha fazladir. Bu durum CuZn-SOD,
Mn-SOD, CAT ve GS oksidatif stres genleri i¢cin 17-DMAG ile ABA’nin sinerjistik

iligkili oldugunu gostermektedir.

Uygulanan kemoterapik ajanlara karsi DNA tamir mekanizmast genlerinin
ifadelerindeki degisimlere bakildiginda XRP1 geni i¢in direngsiz DU-145 hiicre hattinda
50 nM dosetaksel uygulamasi hari¢ diger biitiin uygulamalar i¢in gen ifadesi seviyesinde
anlamli artiglar mevcutken direncli hiicre hattinda ise dosetaksel uygulamasi hari¢ diger
ikili ve ti¢lii madde kombinasyonlarina bagl gen ifadesi seviyesinde istatiksel olarak
anlamli azalmalar tespit edilmistir. Buna karsilik dosetaksel uygulamasi hari¢ diger tim
kemoterapik ajan kombinasyonlarinin uygulanmasina bagli hem direngsiz hemde direngli
hicrelerde EXO1 geninin ifadesinde istatiksel olarak anlamli artiglar gézlemlenmistir.
17-DMAG’in HSP90’1, ABA’nin da hem HSP70’i hemde HSP90’1 hedef almasindan
dolay1r ortamda katlanmamis veya hatali katlanmig proteinler olusup, bu proteinler

oksidatif strese neden olmakta ve DNA hasarlari meydana getirebilmektedirler. HSP90
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ve HSP70 kosaperonunun inaktif hale gelmesiyle ya DNA tamir genleri aktif hale
gelmekte ve hicreleri apoptozdan kurtarmakta ya da bu genler yetersiz kalip hiicreler
apoptoza gitmektedir (Dezwaan & Freeman, 2008; Echtenkamp vd., 2011; Kumar vd.,
2012). Tez calismamizda direncli DU-145 hiicre hattina 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-
DMAG (0,36+0,07 kat), 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA (0,38+0,06 kat) ve 50 nM
dosetaksel, 35 nM 17-DMAG ve 500 uM ABA (0,4+0,03 kat) uygulamalarina bagl
XRP1 geninin ifadesinde kontrole gore istatiksel olarak anlamli azalamalar tespit
edilmistir. Buna karsilik 50 nM dosetaksel uygulamasi hari¢ diger biitiin uygulamalara
bagli hem direngli hemde direngsiz DU-145 hiicre hattinda XRP1 ve EXO1 geninin
ifadelerinde anlamli artislar olmustur. Direngli DU-145 hiicre hattinda XRP1 geninin
ifadesinde meydana gelen anlamli azalmalar, bu hiicre hattin1 apoptoza gotiirmek icin
veya direngsiz DU-145 hiicre hattinda uygulamalara bagli XRP1 geninde ve hem
direngsiz hem direncli hiicre hattina yapilan uygulamalara bagli EXO1 geninin ifadesinde
meydana gelen anlamli artislarin bu hiicre hatlarin1 apoptozdan kurtarmak i¢in yeterli
olup olmayacaklar1 ancak apoptoz, apoptoz inhbitdr/sag kalim, 1s1 soku protein ailesi
genlerinin ifadeleriyle birlikte yorumlanmalidir. Bu bilgilere ek olarak PI3K/Akt yolagi
XRP1 geni ile siki bir iligki halindedir. Herhangi bir DNA hasar1 durumunda XRP1 gen
ifadesini duzenlemek igin PI3K/Akt, MAPK yolagini aktive etmektedir (Toulany vd.,
2008). Direncli DU-145 hiicre hattinda dosetaksel uygulamasi hari¢ diger biitiin
uygulamalara bagli XRP1 gen ifadesi azalirken, yine ayni uygulamalara bagli PI3K ve
Akt genlerinin ifadelerinde anlaml artislar gézlemlenmistir. Bu durum ayni zamanda
dosetaksel ile birlikte kullanilan 17-DMAG ve ABA’nin direng¢li DU-145 hiicre hatlarini
6lime gotiirdiiklerine de ispat olugturmaktadir. Ayrica tez ¢alismamizda VEGF ve CD1
gibi buylime ve hiicre boltinmesinden sorumlu genlerin ifadelerine bakildiginda anlaml
artiglar goriilmektedir. Bu artiglar da aslinda hiicre biiylime ve boliinmesinden degil,
dosetaksel ile birlikte uygulanan 17-DMAG ve ABA’ya karsi meydana gelen DNA
hasarlarina kars1 PI3K/Akt’'nin XRP1°1 aktif hale getirebilmesi i¢in uyardiklart MAPK

yolaginin ayni zamanda bu genleri de uyarabilecegi ihtimalini dogurmaktadir.

Is1 soku protein ailesi gen ifadeleri incelendiginde uygulanan 50 nM dosetaksel
ile 35 nM 17-DMAG’a kars1 direngsiz DU-145 hiicre hattinda kontrole gére HSP70
(0,83+0,2 kat), HSP90 (0,59+0,07 kat) ve direncli DU-145 hiicre hattinda HSP90
(0,53+0,07 kat), Bip/Grp78 (0,004+0,001 kat) ve GRP94 (0,19%0,03 kat) genlerinin
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ifadelerinde istatistiksel olarak anlamli azalmalar meydana geldigi goriilmiistiir. 50 nM
dosetaksel ile 500 uM ABA uygulamasinda ise direngsiz DU-145 hiicre hattinda kontrole
goére HSP70 (0,64+0,21 kat) ve GRP94 (0,33+0,007 kat) ve direncli DU-145 hicre
hattinda HSP70 (0,63+0,07 kat), Bip/ Grp78 (0,007+0,001 kat), GRP94 (0,33+0,07 kat)
genlerinin ifadelerinde istaitksel olarak anlamli azalmalar goriilmiistiir. Wu ve ekibi insan
adrenal kanseri hiicre hatti olan NCI-H295 (zerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada ABA
uygulanmasina bagli olarak HSP70 ve HSP90 genlerinin ifadelerinde azalama meydana
geldigini gostermislerdir (Wu vd., 2009). Ayrica iyi bir HSP90 inhibitorii oldugu bilinen
17-DMAG’n (Kim vd., 2017) ¢alismamizda direngsiz ve direncli DU-145 hiicre hatlarina
uygulanmasina bagli HSP90 gen ifadesi seviyesini baskiladigi tespit edilmistir.

Calismamizda endoplazmik retikulum stresi genlerinden ATF4 ve CHOP hari¢
diger biitiin genlerin ifade seviyeleri, uygulanan maddelere bagli hem direngsiz hemde
direncli hiicre hatlar1 i¢in artmistir. Bu durum 17-DMAG’m HSP90’1, ABA’nin da
HSP70’i baskiladigin1 gostermektedir. Ancak ATF4 ve CHOP igin direncli hiicre hattina
uygulanan 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA
ve 50 nM dosetaksel, 35 nM 17-DMAG ile 500 uM ABA’a bagl gen ifadesi seviylerinin,
dosetaksel uygulanmasina bagli gen ifadesi seviyesinden az oldugu belirlenmistir.
Katlanmamis proteinlerin endoplazmik retikulumda yliksek miktarda bulunmasi,
endoplazmik retikulum membraninda bulunan PERK’in ifade seviyesinin artmasina
neden olmaktadir. Endoplazmik retikulumdan PERK araciligi ile gonderilen fosfatlanmis
elF2a sinyali, hiicre ¢ekirdeginde ATF4/CHOP kompleksine ulagmaktadir. ATF4/CHOP
hiicrelerin homeostazini dengeleyerek sag kalimi tesvik etmektedir (Rozpedek vd., 2016).
Calismamizda PERK seviyesinin artmasina ragmen ATF4/CHOP seviyesindeki azalma
direngli hiicrelerin homeostaz1 saglayamayip olime gittiklerini disiindiirmektedir.
Bununla birlikte hem usXBP1 (X-Box Binding Proteinl) hemde totalXBP1’in direngsiz
ve direngli hiicre hatlarina 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG, 50 nM dosetaksel ile
500 uM ABA ve 50 nM dosetaksel, 35 nM 17-DMAG ile 500 uM ABA uygulamalarina
bagli gen ifadelerinde artis goriilmektedir. XBP1 proteinleri endoplazmik retikulum
stresinin artmasina bagli aktive olan transkripsiyon faktorleridir ve gorevleri katlanmamis
veya hatali katlanmis proteinlerin diizenlenmesine yardimci olmaktir (lwakoshi vd.,
2003). Bundan dolay1 tez calismamizda HSP90’1n ve HSP70’in baskilamasi neticesinde

kanser hicre hatlarinda proteinler katlanamayip, bu proteinleri katlamak icin XBP1
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ifadesinin artmis olacag diistiniilmektedir. Sabnis ve arkadaslarmin yaptiklari bir
calismada; HSP70 inhibitorii olan MAL3-101 ile HSP70’in hedef alinmsina bagli gen
ifadesinin azaldig1 buna karsilik XBP1’in ifadesinin arttig1 gézlemlenmistir (Sabnis vd.,
2016). Bu durum da tez ¢alismamizda HSP70 ve HSP90’1n ifadelerini azalmasina karsi

neden XBP1’in ifade seviyesinin arttigini aciklar nitelikte 6rnek teskil etmektedir.

Apoptoz ve 6lim sinyali genleri incelendiginde; direngli hiicre hattinda 50 nM
dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA ve 50 nM dosetaksel,
35nM 17-DMAG ile 500 uM ABA uygulamalarina bagli BAX ve Bid’in gen ifadelerinde
anlamli artig goriiliirken, bunlarin mitokondriden sitokrom C salinmasi {izerine zayif
etkileri 50 nM dosetaksel, 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA ve 50 nM dosetaksel, 35
nM 17-DMAG ile 500 uM ABA uygulamalarina bagli gen ifadelerinden anlagilmaktadir.
Salinan sitokrom C, Apaf-1 ile birleserek apoptozomu olusturmaktadir (Safa & Pollok,
2011). Olusan bu kompleks sitozolde prokaspaz 9’u aktif kaspaz 9’a doniistiirmektedir.
Kaspaz 9 da prokaspaz 3’i aktif kaspaz 3’e ¢evirmektedir. Aktif kaspaz 3 dogrudan
apoptozu tetiklemektedir (Mehri vd., 2011). Tez ¢alismamizda kaspaz 3’ Un en ylksek
gen ifadesi seviyesinin direncli hiicre hattina 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG
uygulamasina bagli olarak kontrole gore 1,93+0,2 kat arttig1 tespit edilmistir. Bu durum
mitokondriyal apoptoz aktivitesinin diisiik seviyede oldugunu gostermektedir. p21, p27,
p53 ¢ekirdek apoptoz yolagi genlerinin ifadesine bakildiginda en yuksek degerler hem
direncsiz hemde direncli hiicre hatt1 icin 50 nM dosetaksel ile 35 nM 17-DMAG ve 50
nM dosetaksel, 35 nM 17-DMAG ile 500 uM ABA uygulamalarinda kontrole gore
1,41+0,07- 4,26+0,14 kat ile sinirli kalmistir. Apoptotik genlerin ifadelerinin boyle sinirl
olmasina ragmen nekroz yolaklarinda bulunan genlerden Nf-kB’de istatiksel olarak
anlamli artiglar goriilmez iken Tnf-a’nin direngsiz hiicre hattina 50 nM dosetaksel ile 500
uM ABA (9,37+0,5 kat), 50 nM dosetaksel, 35 nM 17-DMAG ile 500 uM ABA
(21,84+0,5 kat) uygulanmasina bagli gen ifadesinde kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli artiglar olmustur. Direncgli hiicre hattina; 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA
(6,35+0,28 kat) ve 50 nM dosetaksel, 35 nM 17-DMAG ile 500 uM ABA (13,35+0,46
kat) uygulandiginda yine Tnf-a’nin gen ifadesi seviyesinde istatistiksel olarak anlamli
artiglar gézlemlenmistir. Bu durumlar TALI goruntt temelli sitometrede 17-DMAG ve
ABA uygulamalarina baglh apoptotik hiicre sayisinin diisiik olmasina karsilik hiicre 6l1im

miktarlarinin ytiksek olmasini da agiklamaktadir.
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IkBA, Nf-kB inhibitoridur. Direngsiz DU-145 hiicre hattina 50 nM dosetaksel ile 500
MM ABA (4,59+0,2 kat) ve 50 nM dosetaksel, 35 nM 17-DMAG ile 500 uM ABA
(2,23+0,07 kat) uygulanmasina bagli IkBA geninin ifadesinde kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli artiglar olmustur. Direncli DU-145 hiicre hattina; 50 nM dosetaksel ile 35
nM 17- DMAG (1,83+0,1 kat), 50 nM dosetaksel ile 500 uM ABA (1,96+0,2 kat) ve 50
nM dosetaksel, 35 nM 17-DMAG ile 500 pM ABA (2,83+0,14 kat) uygulanmasina bagl
IkBA geninin ifadesinde yine istatistiksel olarak anlamli artislar olmustur. DU-145 ve
PC3 prostat kanseri hiicre hatlar1 izerinde yapilan bir ¢calismada dosetaksel uygulamasina
bagli IkBA’nin, Nf-kB’ye karsi hassas hale geldigi gozlemlenmistir (Domingo-
Domenech vd.,, 2006). Ayrica dosetaksele ilaveten 17-DMAG ve ABA
kombinasyonlarinda Nf-kB gen ifadesi seviyesinde meydana gelen artisa yanit olarak
IkBA’nin ifadesinin de artmasi beklenen bir durumdur. Ancak apoptoz inhibitor faktorii
olan XIAP i gen ifadesi seviyesi 50 nM dosetaksel uygulamasi hari¢ diger biitiin
uygulamalara bagli hem direngsiz hemde direngli DU-145 hiicre hattinda artmistir. XIAP
bir apoptoz inhibitor faktoriidiir ve ayn1 zamanda kaspaz kaskadiyla sitokrom C yolagini
inhibe etmektedir (Chiou, Jones & Tarnawski, 2003; Duckett vd., 1996; Liston vd.,1996).
Bu veriler ile benzer bi¢imde ¢alismamizda dosetaksel, 17-DMAG ve ABA’nin ikili ve
tclii uygulamalarma karsi; p21, p27 ve p53, kas3, kas8 ve sitokrom C gen ifadesi
seviyelerinde 6nemli artislarin olmamasina karsilik, hicresel 6lumlerin daha cok Nf-
kB’nin etkisiyle oldugunu bu genin ifade seviyesinde meydana gelen istatiksel olarak

anlamli artislardan anlagilmaktadir.

Dosetaksel ve mitoksantron prostat kanseriyle miicadelede kullanilmaktadir.
Ancak zaman icinde her ikisine karsti coklu ilag direnci gelismesiyle birlikte
mitoksantronun dozu arttirllmak suretiyle kanser hiicreleri tizerindeki oldiiriicti etkisi
devam etmektedir. Ancak mitoksantron yiksek dozlarda sitotoksik etkiye sahiptir.
Bundan dolay1 da belli bir dozun {istiinde saglikli hiicrelere de zarar vermektedir. Bunun
icin ¢alismamizin ilk asamasinda direngsiz DU-145 prostat kanseri hiicre hattina,
dosetaksel ve mitoksantronun diisiikk dozlart uygulanilarak direngli hiicre hatti
olusturulmustur. Coklu ila¢ direncinin stirekliligi saglandiktan sonra, yiksek sitotoksik
etkisinden dolayr mitoksantrondan vazgegilerek calismaya dosetaksel, 17-DMAG ve
ABA ile devam edilmistir. Bu ti¢ maddenin hem diren¢siz hemde direncgli hiicre hatti

uzerindeki 6lim etkileri MTT analizleri, 1s1k ve floresan mikroskobu, TALI gorinti
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temelli sitometre yontemleri ile arastirildiktan sonra gen ifadeleri Uzerine etkileri de
incelenmistir. MTT, 151k ve floresan mikroskobu ve TALI goriintl temelli sitometre
analizleri neticesinde ABA’nin 17-DMAG’a gore daha diisiik olmakla birlikte direngsiz
ve direncli DU-145 hiicre hatlar lizerindeki 6liim etkileri ispatlanmistir. Ayrica direngsiz
DU-145 hiicrelerinde ¢oklu ilag direnci olusturulduktan sonra, bu direnci olusturmak i¢in
kullanilan kemoterapi ilaglarinin 1C50 degerlerinde istatiksel olarak anlamli artiglarin
olmasi, olusan direncin siirekli oldugunu da gostermektedir. Calismada birinci siif
taksanlar grubundan olan dosetaksele, 17-DMAG ve ABA ile destek olunmustur ve
direncli DU-145 hiicre hattinda dosetaksel hemen hemen direngsiz DU-145 hiicre
hattinda uygulanan dozuna yakin dozlarda benzer etkiler gostermistir. Bununla birlikte
gen ifadesi caligmalarinda 17-DMAG ile ABAnin birlikte uygulanmasi ¢oklu ilag direnci
genlerinin olusturdugu yaniti arttirmistir. Bu veriler; bu iki maddenin direngli DU-145
hiicre hatt1 lizerinde etkili olduklarini ancak daha sonra yapilacak ¢aligsmalarda ayr1 ayri
uygulanmalarimin ve baska kemoterapik ajanlarla birlikte kullanilmalarinin (6zellikle
coklu ilag direnci genlerini aktif hale gegirmeyecek maddelerle) kanser ¢aligmalari

acisindan ¢ok daha olumlu sonuglar doguracagini gostermektedir.
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	4.5.3.4.  50 nM Dosetaksel ve 500 µM ABA’nın Birlikte Uygulanması Neticesinde Dirençsiz ve Dirençli DU-145 Hücrelerinin Floresan Mikroskop Görüntülerinin Karşılaştırılması
	Şekil 4.171.  48 saat süreyle 50 nM dosetaksel ve 500 µM ABA’nın birlikte uygulamasına bağlı dirençsiz ve dirençli DU-145 hücrelerinin floresan mikroskop görüntülerinin karşılaştırılması (20X).

	4.5.3.5. 50 nM Dosetaksel, 35 nM 17-DMAG ve 500 µM ABA’nın Birlikte Uygulanması Neticesinde Dirençsiz ve Dirençli DU-145 Hücrelerinin Floresan Mikroskop Görüntülerinin Karşılaştırılması
	Şekil 4.172. 48 saat süreyle 50 nM dosetaksel, 35 nM 17-DMAG ve 500 µM ABA’nın birlikte uygulanmasına bağlı olarak dirençsiz ve dirençli DU-145 hücrelerinin floresan mikroskop görüntülerinin karşılaştırılması (20X).
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