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SIMGE VE KISALTMALAR
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BCL2 : B-Cell Lymphoma 2/ B Hiicreli Lenfoma 2

BCL-xL : B-Cell Lymphoma-Extra Large/ B Hiicre Lenfoma ekstra biiyiik

BH3 : B Hiicre Lenfoma 2 Homoloji Bolgesi 3

BPH : Benign Prostat Hiperplazisi

BPSA : BPH ile Iliskili PSA

cDNA : Complementary DNA/ Komplementer DNA

CREB : Cyclic amp-Response Element Binding Protein

DACH : Diaminosikloheksan

DD : Death Domain/ Oliim Alan

DED : Death Effector Domain/ Oliim Efektor Alani

DISC :Death Inducing Signaling Complex/ Olime Neden Olan Sinyal
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GIRIS VE AMAC

Kanser, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6liimii dengesinin bozulmasimna yol agan gen
ekspresyonlarindaki ¢oklu degisikliklerin sebep oldugu anormal bir hiicre biiytimesidir (1).
Kanser insidansi ve kansere bagl oliimler diinya ¢apinda hizla artmaktadir. Prostat kanseri,
akciger kanserinden sonra erkeklerde en sik goriilen malignitedir (2). Erken evre prostat
kanserinde aktif siirveyans, lokal radyoterapi veya prostatektomi gibi tedavi yontemleriyle
sagkalim siiresi uzatilabilmektedir (3,4). Ileri evre veya metastatik prostat kanserinde ise
siklikla tedaviye direng gelismekte, kanser niiks etmektedir. Bu durumda gogunlukla
kemoterapiye basvurulmaktadir ancak kemoterapinin orta diizey etkinligi sebebiyle yeni

tedavi seceneklerine ihtiyag duyulmaktadir (4).

Oxaliplatin tgilincii nesil bir platin antitimor analogudur (5), DNA’da eklentiler
olusmasimi saglayarak replikasyonu inhibe etmekte, hiicre dongiisiinii durdurmakta ve
apoptoza yol agmaktadir (6). Platin bazli diger kemoterapi ajanlarina gore daha yiiksek
etkinlik ve daha diisiik toksisite gostermektedir (7). Oxaliplatin’in ¢esitli kanser tiirlerindeki
etkinligi in vitro ve in vivo olarak gosterilmis olmakla birlikte (5), son yillarda da kastrasyona

direngli prostat kanserindeki etkileri arastirilmaktadir (4).

Dontistiiriicti Bliylime Faktorii B (TGF-B) sinyal yolagi, hiicre proliferasyonunun
inhibe edilmesi ve embriyogenez dahil olmak {izere birgok fizyolojik siiregte rol
oynamaktadir. Kanserde ise gelisim asamasina ve tiimor tipine bagli olarak onkojen veya
timor baskilayici olarak islev gérmektedir (8). Prostat kanserinde TGF-p sinyal yolaginin
bozulmasimin metastazla iligkili oldugu bildirilmistir (9). In vivo calismalar, TGF-B'nin

prostatin timor baskilayicisi olarak islev gordiigiinii desteklemektedir (10).
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Piceatannol, resveratroliin hidroksile analogu olan fenolik bir bilesiktir (11-13) ve
antioksidan, antitimor ve antiinflamatuar o6zellikleri nedeni ile dikkat ¢ekmektedir (11).
Piceatannol’iin hiicre proliferasyonu, anjiyogenez gibi birgok onkolojik siireci kontrol eden
Sinyal Doniistiiriicii ve Transkripsiyon Aktivatorii (STAT) 3’1 inhibe ettigi daha 6nce yapilan
calismalarla gosterilmistir (12,14,15).

Bu bilgiler dogrultusunda yaptigimiz ¢alismada, Oxaliplatin’in Piceatannol ile
kombine uygulamasinin insan prostat kanseri PC-3 hiicre hattinda TGF- sinyal yolagi aracili

sitotoksik etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.



GENEL BIiLGILER

PROSTAT BEZI
Insan prostat;, en biiyiik erkek aksesuar bezidir (16). Prostatin birincil islevi,

ejakiilatin bir kismin1 olusturan, spermin hareketliligine ve beslenmesine yardimci olan bir
alkali sivi salgilamaktir (17). Prostat bezi, pelvik diyafram ile periton boslugu arasindaki
subperitoneal bolgede bulunmakta; simfizis pubisin arkasinda, rektumun Oniinde ve
mesanenin altinda yer almaktadir. Ceviz biiyiikliiglinde ve koni seklinde olan prostat bezi

mesaneden ¢ikarken proksimal liretray1 ¢cevrelemektedir (Sekil 1).

= Prostat

N A& Skrotum

e~

Sekil 1. Prostat bezinin anatomisi (18)

McNeal, giincel olarak da en g¢ok kullanilan sekliyle prostati farkli embriyolojik
kokeni olan santral zon, periferal zon, transizyonel zon olmak iizere ii¢ bolgeye ayirmistir
(Sekil 2) (16). Periferal zon, apeksteki tiim prostatik glandiiler dokuyu ve ayrica kapsiiliin
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arkasina yerlesmis tiim dokuyu icermektedir. Bu bdolgede karsinom, kronik prostatit ve
postinflamatuar atrofi diger bolgelere gore nispeten daha yaygindir (19), tiim prostat
kanserlerinin %70’i periferal zon kaynaklidir (16,20). Santral zon, prostat tabaninin bir
boliimiinii olusturmakta ve ejakiilator kanallar1 ¢evrelemektedir (19). Prostat kanserinin %1-
5’1 bu bélimden kaynaklanmaktadir (21). Transizyonel zon, bezin ortasinda tiretra lateralinde
iki esit glandiiler doku pargasindan olusmaktadir. Prostatin bu kismi ¢ogunlukla yasa bagh
benign prostat hiperplazisinin gelistigi kisimdir (19). Tiimérlerin yaklasik %20°si bu boliimde
olusmaktadir (21).

/fx ransizyonel Zon o
\_J_\'/"?;}_\ “::. " = /

Santral Zon

Periferal Zon

Sekil 2. Prostat bezinin zonlar1 (19)

PROSTAT KANSERI

Epidemiyoloji

Prostat kanseri, Kiiresel Kanser Gozlemevi (GLOBOCAN)’nin 2020 verilerine gore
1.414.259 vaka ile diinya ¢apinda kanserlerde %7,3 oranla 4. sirada, erkeklerde %14,1 oranla
2. sirada yer almaktadir (22). Tirkiye istatistiklerine bakildiginda ise 19.444 yeni vaka ile
%8,3 oranla en sik goriilen 4. kanser tiirii olurken (Sekil 3), erkeklerde %14,6 oranla akciger
kanserinden sonra 2. sirada bulunmaktadir (Sekil 4) (23). Prostat kanseri sebebiyle 2020 yili
igerisinde tiim diinyada 375.304 (22), Tirkiye’de ise 5.464 kisi hayatini kaybetmistir (23).

Prostat kanserinin goriilme oranlar1 bolgelere ve popiilasyonlara gore degismektedir.

Yasa gore normallestirilmis oranlara bakildiginda sirasiyla en fazla Okyanusya, Kuzey
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Amerika ve Avrupa’da goriilmektedir. Afrika ve Asya’da ise gelismis iilkelere oranla daha az
sikliktadir (24).

Akciger
41264 (17.6%)

Meme
24175(10.3%)

Kolorektal
21191 (9.1%)

Diger Kanserler
114 078 (48.8%)

Prostat
19 444 (8.3%)

Tiroid
13 682 (5.9%)

Sekil 3. GLOBOCAN 2020 Tiirkiye kanser verileri (23)

Akciger
34 207 (25.8%)
Diger Kanserler
48 513 (36.5%)
Mide Prostat
8 187 (6.2%) 19 444 (14.6%)
Mesane Kolorektal
10476 (7.9%) 11989 (9%)

Sekil 4. GLOBOCAN 2020 Tiirkiye erkekler i¢in kanser verileri (23)

Risk Faktorleri

Prostat kanserinin etiyolojisi diger yaygin kanserlerle karsilastirildiginda biiytik
Olclide bilinmemektedir. Belirlenen risk faktorleri ileri yas, irk ve aile Oykiistidiir. Prostat
kanseri ile iligkili oldugu disiiniilen diger faktorler beslenme tarzi, obezite, fiziksel
hareketsizlik, inflamasyon, hiperglisemi, enfeksiyonlar ve kimyasallara g¢evresel maruziyettir
(24).



1-Yas: Yas ile prostat kanseri riski arasinda giiglii bir iliski vardir. 40 yasin altindaki
erkeklerde nadir goriilmektedir (25). Prostat kanseri vakalarinin yaklasik %851 65 yasindan
sonra teshis edilmektedir. Otopsi c¢alismalarina gore 30-39 yas araligindaki erkeklerin
%30’unda, 50-59 yas araligindakilerin %50’sinde ve 85 yas iizerindekilerin %75’ inden

fazlasinda prostat kanseri lezyonlar1 bulunmustur.

2-1rk: Prostat kanseri insidansi irklar arasinda biiyiik farliliklar gostermektedir (26).
Afrika kokenli Amerikalilar 100.000’de 275.3 ile diinyadaki en yiiksek prostat kanseri
oranina sahiptir (20). Amerika Birlesik Devletleri'nde, Avrupa kokenli beyaz erkeklerle
karsilastirildiginda, Afrika kokenli siyah erkekler %58 daha fazla prostat kanseri ve %144
daha fazla 6liim oranina sahipken, Hispanik erkekler %14 daha diisiik insidansa ve %17 daha

diisiik 61iim oranina sahiptir (27).

3-Aile oyKkiisii: Prostat kanseriyle aile dykiisii arasindaki iliski vaka-kontrol ve kohort
calismalariyla dogrulanmistir (26). Babasinda veya kardesinde prostat kanseri olan kisilerde
kanser riski iki katina ¢ikmaktadir (20,25), her ikisinde de olan kisilerde ise prostat kanseri
riski neredeyse 9 kat yiiksektir (25). Epidemiyolojik c¢aligmalar, pozitif aile dykdisii olan
erkeklerde olmayanlara gore ortalama 6-7 yas daha erken prostat kanseri teshisi konuldugunu
gostermektedir. Bu c¢alismalara gore tiim prostat kanseri vakalarinin %35-10'unun ve 55
yasinda meydana gelenlerin %40'min kalitsal bir temele sahip olabilecegi tahmin

edilmektedir (20).

4-Beslenme tarzi: Beslenme tarzi prostat kanseri gelisiminde Onemli bir rol
oynamaktadir. Gelismekte olan tilkelerden (diisiik riskli) sanayilesmis tilkelere (yiiksek riskli)
go¢ eden gbecmenlerde bati tarzi beslenmeye gecilmesiyle birlikte prostat kanseri vakalarinin
arttig1 belirlenmistir. Ayni sekilde Afrika’dakilerle karsilastirildiginda Afrikali Amerikanlar
arasinda prostat kanseri goriilme oranin 40 kat yiiksek oldugu ve Amerika’da yasayan Cinli
erkeklerde Cin’dekilere kiyasla riskin 16 kat yiiksek oldugu bulunmustur. Tiim bu ¢aligmalar

cevresel faktorlerin onemini gostermektedir (24).

Bati tarzi beslenmenin en belirgin 6zellikleri yiiksek kalori ve yag igermesidir.
Caligsmalar, kisi basina diisen yag tiiketimi ile prostat kanseri 6liim orani arasinda giiglii bir
korelasyon oldugunu gostermistir (28). Doymus hayvansal yag alimi ile prostat kanseri riski

arasinda yer aldig1 diisiiniilen birkag biyolojik mekanizma vardir, bunlar: 1) androjen yoluyla
6



prostat karsinojenezinin tesvik edilmesi 2) reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerinin artmasi ve
lipid metabolizmasindan kaynaklanan 16kotrienler ile prostaglandin seviyelerinin artmasi 3)
bazal metabolizmanin, insiilin biiylime faktoriiniin ve timdr proliferasyonunun artmasi

seklinde bildirilmistir.

Diyetle et alim1 da prostat kanseri ile iligkilendirilmistir. Haftada bes porsiyon veya
tizerinde islenmis et tiiketen erkeklerin, haftada bir veya daha az tiiketenlere gére daha yiiksek
prostat kanseri riski tagidiklar: gosterilmistir. Ayrica yliksek sicakliklarda pisirilmis kirmizi et

tiiketenlerde prostat kanseri riski %20 artmistir (24).

Prostat kanseri ile siit iriinleri arasinda, total ve doymus yag alimina katkisindan
bagimsiz olarak, pozitif bir iliski oldugu bulunmustur. Arastirmalar son zamanlarda kalsiyum
alimima odaklanmistir. Saglik Uzmanlar1 Takip Caligmasi’na gore, takviyelere bagli olarak
daha fazla kalsiyum (>2000 mg/giin) alan erkeklerde diisiik kalsiyum alanlara gore prostat
kanseri riski 4,6 kat artmaktadir (24,28). Bunun sebebinin, yiiksek kalsiyum aliminin
antikarsinojenik Ozellikler sergileyen D vitamini metaboliti 1,25-dihidroksi D vitaminini

baskilamasi olabilecegi rapor edilmistir (28).

D vitamininin prostat kanserinde koruyucu oldugunu gosteren c¢alismalar, D
vitamininin apoptozda artig, hiicre dongiisiiniin inhibisyonu ve metastatik potansiyelde azalma

yoluyla prostat kanseri hiicre biiylimesini inhibe ettigini géstermistir (26).

Prostat kanserini &nlemeye yonelik Selenyum ve E Vitamini Kanseri Onleme
Denemesi (SELECT), en az 7 yillik bir faz III, randomize, plasebo kontrollii, selenyum ve E
vitamini takviye denemesidir. Denemeye yaklagik %20’si beyaz olmayan 35.000'den fazla
erkek katilmistir. Ortalama 5.5 yillik bir ara analize gore, 200 pg/giin I-selenometiyonin ve
400 IU/glin E vitamininin (tek basina veya kombinasyon) plaseboya kiyasla daha disiik
prostat kanseri insidansi ile iligkili olmadigi belirlenmistir (26). Bazi ¢aligmalar ise selenyum
tikketimi yiiksek olanlarda diisiik olanlara gore prostat kanseri gelisiminde %50-60 oraninda
bir azalma oldugunu gostermistir. Bu farkliliklarin, ¢alismalarda farkli selenyum formlari

kullanilmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir (24).

Domates bazli iriinlerin sik tiiketimi prostat kanseri riskinin azalmasi ile
iliskilendirilmistir ¢linkii domates gii¢lii bir antioksidan ve karotenoid olan likopen
igermektedir (29). Saglik Uzmani Takip Calismasi, haftada 2-4 porsiyon domates sosu ile
prostat kanseri riskinin azaldigin1 gostermistir (24). Serum veya plazmadaki likopeni
degerlendiren ¢alismalarda da daha yiiksek likopen konsantrasyonlarmmin %25 daha diistik
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prostat kanseri riski ile iligkili oldugu bulunmustur (25). Diger taraftan ilerlemis prostat
kanserinde yapilan likopenin faz II calismasi, bu ajanin herhangi bir klinik yararini
gosterememistir. Epidemiyolojik birka¢ calismada da benzer sonuglar gorilmiistiir. Bu
nedenle, domates ile prostat kanseri riski arasindaki iliskinin daha fazla arastirilmasi
gerekmektedir (24).

Asya'daki diisiik prostat kanseri insidansinin yiiksek fitodstrojen tiikketimi ile ilgili
olabilecegi diisiintilmektedir. Soya fasulyesi, prostat kanseri lizerinde profilaktik etkisi olan
fitoostrojenlerden zengindir. Insan androjene duyarli prostat kanseri hiicrelerine sahip
farelerde yapilan bir ¢alismada, ¢cavdar ekmegi ve soya proteinine dayali bir diyetle timor

boyutu azalmis, apoptoz artmis ve prostat spesifik antijen (PSA) salgilanmasi azalmigtir (29).

5-Sigara ve alkol kullanim: Sigaraya aktif veya pasif maruziyet bir¢ok kanser tiirii
icin kanserojen olarak kabul edilmektedir. Epidemiyolojik ¢aligmalarin ¢ogunda sigara ile
prostat kanseri insidansi arasinda bir iligki bulunmadigi rapor edilmesine ragmen, bazi kohort
calismalar1 giinde 1 paket ve iizerinde sigara igenlerin igmeyenlere gore 2-3 kat daha fazla
risk altinda bulundugunu gdstermistir. Sigara ile prostat kanseri 6liimlerini inceleyen ¢ogu
calisma ise sigara igenlerin igmeyenlere kiyasla kanserden 6lme riskinin 2 kat fazla oldugunu
rapor etmistir (24). Sigara ve prostat kanseri riski arasinda doza bagimli bir iliski
gosterilmemis olmakla birlikte sigaranin igerisinde bulunan kadmiyumun oksidatif stresi
artirmasi ve dolagimdaki androjen seviyelerini yiikseltmesi nedeni ile prostat kanserine neden

oldugu bildirilmistir.

Yine prospektif bir kohort ¢alismasinda, giinde ligten fazla alkollii igecek tiiketen
erkeklerde prostat kanseri riskinin arttigi gosterilmistir. Bununla birlikte, yiiksek alkol
alimiyla prostat kanseri riskinde bir artis olmadigin1 ve haftada 1-3 kadeh sarabin koruyucu

bir etkisinin oldugunu rapor eden ¢alismalar da mevcuttur (26).

6-Obezite: Diinya ¢apinda erkekler arasinda asir1 kilo ve obezite prevalansi sirasiyla
%39 ve %]11'dir. Obezite, cesitli hormonal yollarin diizensizliginde rol oynamakta ve daha
yiikksek seviyelerde insiilin, estradiol ve enflamatuar sitokinlere; daha diisiik seviyelerde
adiponektin, testosteron ve seks hormonu baglayici globiilin salgilanmasina yol agmaktadir.
Obezite, artmis prostat kanseri mortalitesi ve niiks etme riski ile iliskilidir. Prostat kanseri

teshisinden sonra erkeklerde yapilan ¢alismalarin bir meta-analizinde, viicut kitle indeksinde



5 kg/m?lik bir artista prostat kanserinden &liimlerin %20 oraninda arttig1 belirtilmistir (25).

Obezite, ozellikle fiziksel hareketsizlikle birlestiginde insiilin direncinin gelismesine
yol agmakta ve boylece kanda kronik olarak yiiksek seviyelerde insiilin bulunmasina neden
olmaktadir. Insiilin, biiyiimeyi ve proliferasyonu destekleyen bir hormondur, bu nedenle
prostat kanserinin baslamasini1 ve/veya ilerlemesini tesvik eden risk faktorlerine dahil

edilebilmektedir. Ek olarak, adipoz hiicreleri bir inflamasyon kaynagidir (24).

Semptomlar

Prostat kanseri olan ¢ogu hasta, dzellikle hastaligin erken evrelerinde asemptomatiktir.
Tipik olarak Benign Prostat Hiperplazisi ile iliskilendirilen idrar debisinde zayiflama, idrar
akisinin baglamasinin zaman almasi, sik idrara ¢ikma, noktiiri, idrar tutmada zorlanma, idrar
akiginin aralikli olmasi, mesanenin tam bosaltilamamasi ve idrar kagirma gibi alt idrar yolu
semptomlar1 prostat kanseri olan erkeklerde de gozlenebilmektedir. Hastaligi ilerlemis
olanlarda, metastazin veya agiklanamayan aneminin neden oldugu kalca, sirt ve pelviste

kemik agris1 da goriilebilmektedir (17).

Tam Yontemleri

Prostat kanseri genellikle yavas ilerlemektedir ve erken evrelerde asemptomatiktir; bu
da hastaligin erken teshisini zorlagtirmaktadir (30). Prostat kanseri tan1 yontemleri arasinda
dijital rektal muayene, prostat spesifik antijen (PSA) taramasi, transrektal ultrasonografi

(TRUS) ve biyopsi bulunmaktadir.

1-Dijital rektal muayene: Dijital rektal muayene (DRE), prostat bezindeki herhangi
bir sislik veya sertlesmeyi tespit etmek igin kullanilan rutin bir tarama testidir (30). Uzun
yillar boyunca, prostat kanseri i¢in birincil tarama testi olmustur. (31). DRE yararl bir tarama
aracidir ancak spesifik olmamasi, kesin sonu¢ vermemesi nedeniyle prostat kanserini tek
basina teshis edemez. Ayni zamanda muayeneyi yapip yorumlayan hekimin becerilerine
baglidir (30).

2-Prostat spesifik antijen (PSA) taramasi: PSA, seminal siviya salinan bir serin
proteazdir. PSA {iretimi prostatik epitel ile sinirlidir ve transkripsiyonu androjenler tarafindan

kontrol edilmektedir. Kandaki PSA seviyeleri tipik olarak diisiiktiir ancak kanser gibi malign
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stireclerle veya benign prostat hiperplazisi, iltihaplanma, enfeksiyon, travma gibi siireglerle

normal prostat yapisinin bozulmasi sonucunda artabilmektedir (32).

Serum PSA igin normal referans araligi <4 ng/ml, tanisal gri bdlge ise 4-10 ng/ml
olarak belirlenmigtir. Benign epitelden PSA {iretimi yasla birlikte arttigi igin, testin
Ozgilligini iyilestirecek yasa 6zgli kesme noktalart gelistirilmistir (Tablo 1). Yasa 6zgi
seviyeler, daha geng erkeklerde kanseri saptamak i¢in PSA'nin duyarliligini artirirken, yash

erkeklerde erken evre ve tedavi edilebilir hastalik i¢in test duyarliligini azaltmaktadir (33).

Kan dolagimindaki PSA’nin %70-90’1 al-antichymotrypsin veya a2- macroglobulin
ile kompleks haldedir, kalan1 serbest PSA (fPSA) olarak adlandirilmaktadir. fPSA'nin da
farkli formlarda oldugu bilinmektedir, bunlardan biri benign prostat hiperplazisi (BPH) ile
iliskili PSA (BPSA)'dir. BPSA, 6zellikle BPH ve transizyonel zon ile iliskilidir. PSA'nin bir
oncli formu olan proPSA, kanserle daha ¢ok iliskilidir. proPSA 2-4 ng/ml aralifinda
ol¢iildiigiinde, kanser tespitinde fPSA veya toplam PSA'dan daha fazla uyaricidir. Tek basina
toplam PSA i¢in %23 olan test ozgilliigii, toplam PSA, fPSA ve proPSA kombinasyonu
kullanildiginda %44'e yiikselmektedir (33). 4-10 ng/mL arasinda PSA konsantrasyonlarina ve
palpe edilebilen benign bir prostat bezine sahip erkeklerde, hem %fPSA hem de yasa 6zgii
PSA kesim noktalari, kanser tespiti icin toplam PSA'nin 6zgiilliigiinii artirmistir ancak
%fPSA’nin 6nemli 6l¢iide daha yiiksek duyarlilik gosterdigi belirlenmistir. Yasa 6zgii PSA
kesim noktalari, 60 yasin tizerindeki erkeklerin %20-60'inda kanser tespitinde basarisiz

olmustur (34).

Tablo 1. Yasa 6zgii serum PSA Konsantrasyonlari (35)

Yas Araligi Serum PSA Konsantrasyonu
(ng/ml)

40-49 >2.5

50-59 >3.5

60-69 >4.5

70-79 >6.5

PSA, tek basina bir belirte¢ olmasa da prostat kanserinin tan1 ve takibi i¢in hala en ¢ok
kullanilan klinik belirtectir. Serum PSA radikal prostatektomi, radyasyon tedavisi, yiiksek
yogunluklu odaklanmis ultrason ve kriyoterapi sonrasi azalmali ve diisiikk seviyelerde

kalmalidir, art arda yiikselmeler kanser niiksiiniin bir gostergesi olabilmektedir (30).
10



3-Transrektal ultrasonografi (TRUS) ve biyopsi: Prostat kanseri i¢in yaygin
kullanilan tant yontemlerinden biri TRUS'tur. TRUS, 2,5 ¢m ¢apinda 7.5 mHz ¢ift diizlemli
bir rektal i¢i prob kullanarak prostat ve seminal vezikiillerin goriintiilenmesini saglamaktadir.,
Prostatin ana hatlarim1  goriintiileyebilmekte, prostat igindeki kistleri, apseleri,
kalsifikasyonlar1 ve prostat hacmini belirlemek i¢in kullanilabilmektedir. Bununla birlikte
erken evre prostat kanserinin saptanmasi ig¢in 6nerilmemektedir. Anormal DRE, yiiksek veya
artan PSA seviyeleri, prostatik epitelyal neoplazi ve atipik kiigiik asiner proliferasyon

gosteren biyopsiler sonucunda TRUS biyopsisi yapilabilmektedir (33).

Prostat Kanseri Evresinin Belirlenmesi

Prostat kanseri evrelemesi PSA degeri, DRE bulgulari, prostat biyopsi sonuglar1 ve
Gleason skoruna gore belirlenmektedir ve Amerikan Kanser Komitesi tarafindan gelistirilen
TNM evreleme sistemini baz almaktadir (17). Prostat Adenokarsinomu 2002 TNM
evrelemesinde T (primer timor), N (lenf nodu) ve M (metastaz) kategorileri bulunmaktadir. T
kategorisi klinik muayene, goriintiileme, endoskopi, biyopsi ve biyokimyasal testlere; N
kategorisi klinik muayene veya goriintillemeye; M kategorisi klinik muayene, goriintiileme,
kemik sintigrafisi ve biyokimyasal testlere dayanmaktadir (33). Timoér yayilimi T1-T4
arasinda degerlendirilmektedir ve daha yiiksek T degerleri prostat ve ¢evresindeki yapilarin
daha fazla tutuldugunu gostermektedir. Lenf nodu kategorisi drnek degerlendirilemez (X),
lenf nodu tutulumu yok (0), lenf nodu tutulumu var (1) seklinde gosterilmektedir. Metastaz
kategorisi ise metastaz degerlendirilemez (X), metastaz yok (0), metastaz var (1) olarak alt

kategorilere ayrilmaktadir (17) (Tablo 2).

Tablo 2. TNM evreleme sistemi (33)

Primer Tiimor

TX Primer tiimor degerlendirilemez

T0 Primer tiimor bulgusu yok

T1 Palpe edilemeyen ve goriintiilenemeyen, klinik olarak belirsiz timor

Tla Rezeke edilen dokunun %>5’inde rastlanan palpe edilemeyen tiimor

T1b Rezeke edilen dokunun > %5’inde rastlanan palpe edilemeyen timor

Tic Igne biyopsisi ile tespit edilen, palpe edilemeyen tiimor, yiiksek serum PSA

11



Tablo 2 Devam. TNM evreleme sistemi (33)

T2 Palpe edilebilen, gortintiilenebilen veya radikal prostatektomi 6rneginde

gosterilebilen, prostat icinde sinirl tiimor (prostatik apeks, prostat kapsiilii dahil)

T2a Bir lobun yarisinda veya daha azinda bulunan timor

T2b Bir lobun yarisindan fazlasini tutan ancak her iki lobda da olmayan timéor

T2c Her iki lobta da bulunan tiimor

T3 Prostat kapsiilii boyunca uzanan timor

T3a Kapsiil digina yayilmis timor

T3b Seminal vezikiillere yayilmis timor

T4 Mesane, dis sfinkter, rektum, levator kaslar ve pelvik duvar gibi yakin yapilara

yayilmis tiimor

Bolgesel Lenf Nodlar:
NX Bolgesele lenf nodlar1 degerlendirilemez
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1 Bolgesel lenf nodu metastazi
Metastaz
MX Uzak metastazlar degerlendirilemez
MO Uzak metastaz yok
M1la Bolgesel olmayan lenf nodu metastazi
M1b Kemik metastazi
M1lc Diger boliimlere metastaz

Tedavi

Tedavi secenekleri, hastaligin derecesine ve tekrarlama riskine, ayrica yas,
komorbidite ve kisisel tercihler gibi hasta 6zelliklerine bagli olarak degismektedir. Diislik
riskli, lokalize kanser veya daha yash ve/veya baska ciddi saglik sorunlar1 olan hastalar i¢in
acil tedavi yerine aktif siirveyans yaygin olarak onerilmektedir. Ileri evreler igin, androjen
yoksunlugu tedavisi (ADT), kemoterapi, kemige yonelik tedavi (Zoledronik Asit veya
Denosumab gibi), radyasyon veya bu tedavilerin bir kombinasyonu kullanilabilmektedir.
Abirateron ve Enzalutamid gibi daha yeni hormon tedavisi bigimleri, geleneksel hormon
tedavisine yanit vermeyen ilerlemis prostat kanserini tedavi etmek i¢in son yillarda
onaylanmistir (36).

Prostat kanseri hiicrelerinin androjen stimiilasyonuna bagimli oldugu ilk olarak
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Huggins ve Hodges tarafindan agiklanmistir. Androjen, androjen reseptoriine (AR) baglanarak
cekirdege gecmektedir ve bu kompleksin androjene duyarli elementlere baglanmasi,
androjenle diizenlenen genlerin transkripsiyonunu etkilemektedir. Bunun sonucunda prostat
kanseri hiicrelerinin proliferasyonu uyarilmakta ve apoptoz inhibe edilmektedir. Bu nedenle,
kimyasal ve cerrahi kastrasyon yoluyla uygulanan androjen yoksunlugu tedavisi, erken
metastatik prostat kanseri tedavisinin temel dayanagi olmustur. Bununla birlikte tiim hastalar
bir noktada, tiimorleri androjenden yoksun ortama uyum sagladigi i¢in "kastrasyona direngli"
hale gelmektedir (37). Son yillarda yapilan faz 3 caligmalarina bakildiginda Dosetaksel:
Abirateron, Enzalutamid, Kabazitaksel, Radyum-223 ve Sipuleucel-T gibi tedavi se¢enekleri

umut vadeden sonuglar vermektedir (38).

METASTAZ

Metastaz, en basit tanimiyla, malign hiicrelerin primer tiimdorden uzak bolgelere
yayilmasidir (39). Kansere bagli oOliimlerin  %90'indan sorumlu olan metastaz, kanser
patogenezinin en az anlasilan bileseni olmaya devam etmektedir. Metastatik yayilim sirasinda
primer timor kanser hiicresi, bir¢cok karmasik adimi yerine getirmektedir: Lokal olarak
cevreleyen dokuya invaze olur, lenf sistemi ve kan damarlarina girer (intravazasyon), hayatta
kalir ve genellikle kan dolasimi yoluyla uzak dokularin mikrodamarlarina gecer, kan
dolagimindan ¢ikar (ekstravazasyon), uzak dokularin mikrogevresinde hayatta kalir ve sonunda
hiicre proliferasyonunu ve makroskopik sekonder tiimoér olusumunu (kolonizasyon)

kolaylastiracak sekilde bu dokularin yabanci mikrogevresine uyum saglar (40,41) (Sekil 5).
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Prostat Kanseri Kemik Metastazi

Kat1 malignitelerin ¢ogu gibi prostat kanseri de karaciger, akcigerler ve beyin gibi
uzak organlara metastaz yapabilmektedir ancak kemige metastaz yapma egilimi alisilmadik
derecede yliksektir. Lokalize prostat kanserli hastalarda 5 yillik sagkalim %100'e yakinken, uzak
metastaz gelisen hastalarda %3 1'e diismektedir (37).

Erken evrelerde prostat kanseri hiicreleri, ince bir kapsiil i¢cinde olan prostat beziyle
simirhdir.  Hastalik  ilerledikce bazi  kanser hiicreleri, genetik yatkinlik, c¢evresel
etkilesim/uyarilma veya her ikisinin kombinasyonu sonucunda daha agresif hale gelmekte ve
gevre yapiyl bozmaya baslamaktadir. Bu hiicreler ya dogrudan ¢evre dokuyu istila etmekte ya da
lenfatik ve hematojen yollarla yayilmaktadir. Dogrudan invazyon, kanser hiicrelerinin prostatin
yakininda bulunan erektil sinirlere, seminal vezikiillere, mesaneye ve rektuma dogrudan
yayilmasina neden olabilmektedir. Ancak lenfatik ve vaskiiler yollar siklikla kanser hiicrelerinin
kemikler, akcigerler ve karaciger dahil olmak iizere uzak organlara sistemik yayilmasiyla
sonuclanmaktadir (43).

Stephen Paget, 1889'da yaptig1 ¢calismada, metastazin "tohumlar" (kanser hiicreleri) ve
"toprak” (konak¢i mikrogevresi) arasindaki etkilesime dayandigi goriisiinii savunmustur (44).
James Ewing, metastazin primer tiimorle iliskili vaskiiler ve lenfatik kanallarin anatomisi ile
belirlendigini 6ne siirerek Paget’in teorisine karsi ¢ikmistir. Ewing’in goriisii daha sonra Isaiah
Josh Fidler tarafindan yapilan seminal ¢alismalarla, tiimor hiicrelerinin tiim organlarin damar
sistemine ulagmasina ragmen, metastazlarin segici olarak bazi organlarda gelistigini kesin olarak
gosterene kadar gegerliligini korumustur. Bdylece metastatik “toprak™ teorisi goriisii tekrar
dikkate alinmaya baslanmis ve bu konuda ¢ok sayida arastirma yapilmistir (45-47). Elde edilen
bulgular, uzak bélgelerde uygun mikrogevresel kosullarin olusumundan primer tiimorlerin
kendilerinin sorumlu oldugunu ve yeni koloninin kurulmasindan once kanser hiicrelerinin
hayatta kalmasinin ve ¢ogalmasinin siirdiiriilmesinde belirleyici oldugunu ortaya koymaktadir.
Giliniimiizde, bu 6zel mikrogevreye genellikle "pre-metastatik nis" denmektedir. Metastatik nis
teorisi, uygun bir mikro ortamin (pre-metastatik nis), timor hiicrelerinin yerlesmesini
(metastatik nig) ve sekonder bolgelerde (mikrodan makrometastatige gegis) cogalmasini
destekledigini One siirmektedir. Pre-metastatik nig, endojen organ mikrogevresi ile primer
timorler tarafindan salgilanan spesifik faktorler arasindaki sinerjik etkilesim sonucu
olusmaktadir. Kanser progresyonu durumunda, kemik homeostazi genellikle degismekte ve
kanserin kokenine ve tipine bagli olarak osteoblastik, osteolitik veya karigik metastatik

lezyonlara yol a¢gmaktadir. Prostat kanseri hastalarinda yaygin olarak bulunan osteoblastik
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metastazda; metastatik kemik, oncesinde kemik rezorpsiyonunun olmadigi, asir1 ve diizensiz

kemik olusumu ile sonuglanan yeni doku birikimi ile karakterize edilmektedir (42).

TGF-p SINYALI

TGF-B ilk olarak, sican fibroblast hiicre hatlarinin biiylimesini uyarma yetenegi ile
kesfedilmistir. Son otuz yilda, TGF-B'nin hemen hemen tiim hiicre tipleri tarafindan iiretildigi,
kemirgenlerde ve insanlarda etkili oldugu bulunmustur (48). TGF-B sinyalinin hiicre
farklilagmasi, embriyogenez ve kemigin yeniden sekillenmesi dahil olmak {izere ¢esitli biyolojik
stireglerde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir (49). TGF-B, hiicre yiizeyi serin-treonin kinaz
reseptorleri (TGFBR1 ve TGFBR2) ve hiicre i¢i sinyal doniistiiriiciiler SMAD2 ve SMAD3'lin
heteromerik kompleks olusturmasi araciligiyla sinyal vermektedir. TGF-p ligandlarina yanit
olarak TGFPR2, TGFBRI1'l transfosforile etmekte ve bdylece SMAD2 ve SMADS3'in
fosforilasyonuna aracilik etmektedir (50). Aktive edilen SMAD2/3, reseptorden ayrilmakta ve
SMAD4 ile heterotrimerik bir yap1 olusturarak c¢ekirdege ge¢mektedir. Burada yiizlerce hedef
geni aktive ederek veya baskilayarak DNA transkripsiyon faktorlerine ve kofaktorlerine
baglanmaktadirlar (48) (Sekil 6).

TGF-B, tiimor mikrogevresinde duruma gore ikili rol istlenebilmektedir (48,49) ve
buna "TGF-B Paradoksu" denmektedir. Erken evre tiimorlerde TGF-B yolagi apoptozu
indiiklemekte ve bir tiimor baskilayict olarak karsinom hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe
etmektedir. Buna karsilik ileri evrelerde, genomik kararsizligi, epitelyal-mezenkimal gegisi, neo-
anjiyogenezi, immiin kacinmayi, hiicre hareketliligini ve metastazi modiile eden tiimor 6ncesi
etkileri bulunmaktadir (48).

Normal, stressiz dokuda TGF-B'nin siirekli bazal salinimi homeostazin korunmasi igin
yeterli olabilmektedir. Bununla birlikte doku hasar1 kosullar1 altinda TGF-B, kontrolsiiz
rejeneratif hiicre cogalmasini ve iltithaplanmay1 6nlemek i¢in kan trombositleri ve ¢esitli stromal
bilesenler tarafindan bol miktarda salinmaktadir. Bu durum tiimorlerde de goriilmektedir. TGF-
B, timor mikrocevresinde, baslangicta premalign ilerlemeyi dnlemek icin bir sinyal olarak ancak
sonrasinda malign hiicrelerin kendi avantajlar1 i¢in kullanabilecegi bir faktor olarak siklikla
bulunmaktadir. TGF-f'nin varligi bir¢ok tiimor alt grubunda belgelenmistir, bu da kanserle
belirgin bir sekilde iliskili oldugunu gostermektedir (51).

TGF-B sinyalinin, timor olusumunun baskilanmasindan baglatilmasina otonom
gecisinden sorumlu olan bir¢ok genetik ve epigenetik degisiklik tanimlanmistir. TGF-8
ekspresyonu, timor ilerlemesi sirasinda belirgin sekilde daha yiliksek bir seviyede ortaya
¢ikmaktadir ve kotii prognoz ile iligkilidir (48). Bir¢ok calisma, bir¢ok tiimor tipinde SMAD?2,
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SMAD3, SMAD4, TGFBR1ve TGFBR2'nin genetik mutasyonlar veya delesyonlar ile inaktive
oldugunu gostermektedir (52). Serumdaki yiikselmis TGF-f konsantrasyonu, TGF-f yolaginda

yer alan anahtar bilesenlerin fonksiyon kayb1 mutasyonlart ile tutarlidir (48).

||||||||||||||||||||||||||

TGF-pile
indiiklenen
yvamtlar

DNA baglayic: transkripsiyon faktori

Sekil 6. TGF-p sinyal yolag: (48)

TGF-p sinyal yolagi, normal prostat epitelinin diizenlenmesinde de 6nemli bir role
sahiptir. Prostat kanseri olusumu sirasinda, ¢ogu prostat kanseri hiicresi, TGF-f'nin homeostatik
etkilerine karsi direncli hale gelmektedir. TGFBR1 veya TGFBR2 ekspresyon kaybi, prostat
kanserlerinin yaklasik %30'unda belgelenmis olmasina ragmen ¢ogu prostat kanseri, TGFBR1,
TGFBR2, SMADZ2-3-4lin mutasyonu veya silinmesi olmaksizin TGF-f'ye direngli hale
gelmektedir ve bu nedenle, direng mekanizmasi tanimlanmay1 beklemektedir (53). TGF-f sinyal
aracilari, ozellikle SMAD 2, 3 ve 4, ¢ogu androjen reseptorii gibi dokuya 6zel bir sekilde
eksprese edilen oldukc¢a karmagsik bir sinyal molekiilleri agiyla secici olarak birlesmekte ve
capraz etkilesime girmektedir. Andorejen reseptorii yanitlarinin, TGF-f ile indiiklenen hiicre
Oliimiiniin baskilanmasiyla fonksiyonel olarak birlesmesi muhtemel oldugundan, karsinojenez
sirasinda  TGF-B'ya karsi bu tiir bir direng, androjen bagimmliliginin kaybina katkida
bulunabilmektedir. Prostat epitel hiicrelerinde TGF-B tarafindan apoptoz indiiksiyonunun
molekiiler temelinin daha iyi anlagilmasi, prostat kanseri terapétikleri tizerinde 6nemli bir etkiye

sahip olacaktir (10).
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JAK/STAT SINYAL YOLAGI

Janus Kinaz (JAK)/ Sinyal Déoniistiiriici ve Transkripsiyon Aktivatorii (STAT) sinyal
yolagi, evrensel bir hiicre i¢i sinyal iletim yoludur; hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi, apoptoz
ve immiin regiilasyon dahil olmak {izere bircok Onemli siire¢te yer almaktadir. JAK/STAT
yolaginin mekanizmasi basit olsa da diger yolaklarla capraz etkilesiminden dolay1 sonuglari
karmagiktir (54).

JAK/STAT yolu, ilgili transmembran reseptorlerine baglanan interlokinler,
interferonlar ve Epidermal Biiylime Faktorii (EGF) ailesi tyeleri gibi ¢esitli sitokinler ve
biiyiime faktorleri tarafindan aktive edilebilmektedir. Bu reseptorlerin bazilarinin sitoplazmik
kuyruklari, reseptorlerin ligand ile indiiklenen konformasyonel degisikligi iizerine aktive olan
JAK'lar ile iligkilidir. Aktive edilen JAK'lar daha sonra reseptdriin sitoplazmik kuyrugundaki
tirozin kalintilarin1  fosforilleyerek STAT'lar igin kenetlenme alanlar1 yaratmaktadirlar.
Reseptore baglandiktan sonra STAT'lar JAK'lar tarafindan fosforillenerek aktiflesmekte ve
dimerler olusturmaktadirlar. Dimerlesen STAT’lar daha sonra hiicre ¢ekirdegine yer
degistirmektedirler (Sekil 7) (55).

Tirozin kinazlar tarafindan fosforile edilen reseptorler toplu olarak tirozin kinaz
reseptorleri olarak bilinmektedirler ve JAK’lar, transmembran olmayan tirozin kinaz grubudur.
JAK ailesi esas olarak dort iiyeden olusmaktadir: 1000'den fazla amino asit ve 120 ila 140 kDa
arasinda molekiiler agirliga sahip JAK1, JAK2, JAK3 ve Reseptor Olmayan Tirozin Kinaz 2
(Tyk2). JAKI1, JAK2 ve Tyk2 her yerde eksprese edilirken JAK3'in esas olarak hematopoietik
hiicrelerde eksprese edildigi kabul edilmektedir.

Molekiil agirliklar1 79 ila 113 kDa arasinda degisen STAT'lar, ndéronal ve sitokin
aracil1 sinyal yollarinda 6nemli rol oynamaktadirlar. insan STAT protein ailesi, STAT1, STAT2,
STAT3, STAT4, STATSA, STATSB ve STAT6 olmak iizere yedi iiyeden olusmaktadir. STAT
proteinlerinin yapisal olarak islevsel boliimleri; N-terminali korunan alan, DNA-baglama alani,
Src Homoloji 3 (SH3)-benzeri alan, Src Homoloji 2 (SH2) alanlar1 ve C-terminal transkripsiyon
alamdir. Her biri benzersiz ve kritik bir islevden sorumludur. N-terminal alan1 korunmaktadir ve
STAT fosforilasyonu ve dimer-dimer etkilesimleri i¢in ¢ok 6nemlidir. DNA baglanma alani
genellikle 400 ve 500 amino asitleri arasinda yer almakta ve bir DNA ve STAT protein
kompleksi olusturmaktadir. SH2 alaninin diger protein-protein etkilesimlerinde 6nemli oldugu
bulunmustur (54). Farkli STAT'larin SH2 alanlarindaki farkliliklar, ¢esitli sitokin reseptorlerine
STAT baglanmasimin segiciligini belirlemektedir (56). Yiiksek oranda korunmus fosforile

edilmis tirozin ve serin kalintilarina sahip C-terminal transkripsiyon alani, STAT'larin
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aktivasyonu i¢in gereklidir (54).

STAT3’lin, prostat kanseri de dahil olmak iizere, gesitli kanserlerin ilerlemesinde
vazgecilmez bir rol oynadigr bilinmektedir. STAT3, timor hiicresi biiyiimesini destekleyen
mikrogevreyi olusturan bagisiklik hiicrelerinin  ve stromal hiicrelerin farklilagsmasinda,
aktivasyonunda, migrasyonunda ve enflamatuar kapasitesinin belirlenmesinde Onemlidir.
STAT3'in ana sinyal diigiimii olarak gorev aldigi prostat kanseri tiimor hiicrelerindeki sinyal
yollarinin ¢esitliligi, onun sadece tiimor proliferasyonu ve hayatta kalmasinda degil, aym
zamanda hiicre fenotipini, davranisini, stromal hiicreler ve bagisiklik sistemi ile etkilesimini
belirlemede de itici bir giic oldugu anlamina gelmektedir. Bu yiizden STAT3, ozellikle

kastrasyona direngli prostat kanserinde terapdtik bir hedef olarak arastirilmaktadir (57).

Ligand
Hiicre Membram

Sitoplarma

*Hiicre biiytimesi (STA
*Artmmng rejenerasyon i Al
*Anjiyogenez

*Invazyon ve metastaz

Sekil 7. JAK/STAT sinyal yolu (55)

STAT3 VE SMAD3 CAPRAZ ETKILESIMI

TGF-B sinyal yolu Hippo, Notch, Wnt ve JAK/STAT sinyal yolaklar1 ile gapraz
etkilesim halindedir. Biyolojik siireclerdeki rolleri karmasik goriinen TGF-f sinyal yolunun
sonuglarinin dogru yorumlanabilmesi i¢in diger yolaklar da dikkate alinmalidir (58).

STAT3 ve SMAD2/3 sinyal yollart hem benzer hem de farkli 6zelliklere sahiptir. Tk
olarak her iki yolda da, ligandla uyarilan reseptér kompleksleri, fosforilasyon yoluyla gizli
sitoplazmik transkripsiyon faktorlerini dogrudan aktive etmektedir. STAT3, esas olarak
reseptorle iliskili kinazlar tarafindan tirozin fosforilasyonu ile aktive edilirken, SMAD2/3, tip |

reseptorlerinin intrinsik kinaz aktivitesi yoluyla serin fosforilasyonu ile aktive edilmektedir.
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Ikincisi, aktive transkripsiyon faktorleri, kompleks olusumundan sonra cekirdege yer
degistirmektedir. Tipik olarak, STAT3 homodimerize olurken, iki SMAD2 ve/veya SMAD3
molekiilii, bir SMAD4 molekiilii ile trimerik bir kompleks olusturmaktadir. Cekirdekte, SMAD
kompleksi, DNA ile basarili etkilesim i¢in diger DNA baglayici transkripsiyon faktorlerine
ihtiya¢ duyarken, STAT3 kompleksi, bazen Cyclic amp-Response Element Binding Protein
(CREB), Niiklear Faktor Kappa B (NF-kB), c-Jun ve Glukokortikoid Reseptorii (GR) dahil
olmak tizere diger transkripsiyon faktorleri ile isbirligi yapmasia ragmen, genellikle gerek
duymamaktadir (59).

SMAD3 ve STAT3in karsilikli inhibisyonuna, negatif diizenleyicilerin indiiksiyonu,
efektor molekiillerin veya yukart akis aktivator(ler)inin (JAK'lar) asagi regiilasyonu aracilik
etmektedir (59). Ek olarak SMAD3 ve STAT3, dogrudan fizksel etkilesim yoluyla da gapraz
etkilesime girebilmektedir (60). Her ikisi de proteinlerin igsel islevlerinde ¢ok onemli roller
oynayan SMAD3 MH2 alan1 ve STAT3 DNA-baglama alani araciligiyla birlesmektedirler, bu
da fiziksel bir etkilesimin hem SMAD3 hem de STAT3 sinyal yollarini etkileyecegini
diisiindiirmektedir (60,61). Aktive edilmis STAT3 hem fosforile edilmis hem de edilmemis
SMAD3 ile etkilesime girebilmektedir (60).

TGF-f ve diger sitokinler arasindaki c¢apraz etkilesimler, TGF-B'nin g¢esitli
fonksiyonlarinda 6nemli bir rol oynayabilmektedir. TGF-3 ve STAT3 sinyal yollar1 arasindaki
capraz etkilesimi bildiren calismalar bulunmaktadir. TGF-B, STAT3'in fosforilasyonunu
azaltmakta ve ardindan asagi akis genlerinin ekspresyonunu asagi regiile etmektedir. STAT3
tikenmesinin hiicreleri belirgin sekilde TGF-B aracili apoptoza duyarli hale getirdigi
belirlenmistir. STAT3, SMAD3-SMAD4 kompleks olusumunu bozmakta ve SMAD3'in
kromatine baglanmasini azaltmaktadir, béylece SMAD3 aracili transkripsiyonel aktivasyon
inhibe edilmektedir. STAT3'in TGF-B sinyalini inhibe etmesi icin SMAD3'e baglanmasi
gereklidir (50).

APOPTOZ

Hiicre 6liimii, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisimi, doku homeostazi ve biitiinliigiinde
onemli bir stiregtir. Hiicre proliferasyonu ve eliminasyonu, yetiskin organizmada fizyolojik bir
homeostaz siirecini siirdiirmek igin gereklidir. Metamorfoz, embriyogenez, patogenez ve doku
dongiisii siirecinde istenmeyen hiicreler yok edilmektedir. Hiicre oliimii tipik olarak iki
mekanizma igermektedir: programlanmis hiicre dliimii (apoptoz, otofaji, nekroptoz, apoptoz
benzeri programlanmis hiicre 6liimii) ve nekroz. Belirli sinyallere yanit olarak, genetik olarak
programlanmig bir hiicre intihari silirecini igeren hiicre Oliimiine programlanmis hiicre Oliimii
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denmektedir. Programlanmis hiicre 6liimii, farkli morfolojik ozelliklere sahip olmasi, doku
homeostazini siirdiirmesi ve istenmeyen hiicreleri ortadan kaldirarak ¢ok hiicreli organizmalarda
uygun hiicre sayisini diizenlemesi nedeniyle hiicre nekrozundan ayrilmaktadir (62). Programli
hiicre oliimiinde hiicreler, ¢evre dokularda minimum hasar yaratarak temizlenirken, nekrozda
hiicre igerigi ¢evre dokulara dagilarak zarar vermektedir (63). Cesitli arastirma gruplari siklikla
programlanmis hiicre 6liimiinii apoptoz ile esdeger gorse de son ¢alismalar, apoptotik olmayan
programlanmis hiicre 6liim bi¢imlerinin de var oldugunu kanitlamistir (62).

Apoptoz, hiicrenin biiyiimesinin ve boliinmesinin  durdugu, hiicrenin kontrollii
olimiiyle sonuglanan bir siiregtir (63). Gereksiz veya istenmeyen hiicrelerin ortadan kaldirildigi,
yiiksek diizeyde diizenlenmis bir islemdir. Gelisimde ve homeostazda kritik bir rol oynadigi igin
ozellikle uzun 6miirlii memelilerde 6nemlidir. DNA hasar1 veya kontrolsiiz ¢ogalma dahil olmak
izere apoptotik yolun aktive olmasina neden olacak ¢ok ¢esitli kosullar vardir. Apoptotik yol,
hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 sinyaller tarafindan aktive edilebilmektedir. Apoptoza yol agan
iki farkli yol vardir: sinyal tipiyle iligkili olan i¢sel yolak (mitokondriyal yolak) ve dissal yolak
(6liim reseptodrii yolagi) (64). Igsel yolak, hasara yanit olarak hiicrenin kendisi tarafindan
baslatilirken; digsal yolak, bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan uyarilan 6liim reseptorleri
araciligiyla baslatilmaktadir. Her iki yol da Kaspaz 3 aktive edildiginde birlesmekte ve hiicre
oliimiiyle sonuglanmaktadir (63) (Sekil 8).

Fizyolojik kosullarda, apoptoz siireci pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler
arasindaki bir denge ile diizenlenmektedir. Bununla birlikte, apoptoz siirecindeki herhangi bir
kusur veya diizensizlik patolojik sorunlara neden olmaktadir. Apoptotik yolaklardaki
diizensizlik, Parkinson, Alzheimer, Huntington, otoimmiin hastalik ve AIDS gibi apoptozun
fazla oldugu c¢esitli hastaliklarin ayirt edici 6zelligi olarak kabul edilebilmektedir. Bunlarin
aksine kanser ise apoptozun az olmasma en belirgin Ornektir (65). Kanserin Onlenmesi,
apoptozun ana islevlerinden biridir. Apoptotik kontroliin kaybi, kanser hiicrelerinin daha uzun
stire hayatta kalmasina izin vermektedir. Boylece kanser hiicreleri; timor ilerlemesi sirasinda
invazivligi artirabilen, anjiyogenezi uyarabilen, hiicre proliferasyonunu diizensizlestiren ve
farklilasmaya miidahale edebilen mutasyonlarin birikmesi i¢in daha fazla zaman kazanmis
olmaktadir (64). Klinik olarak kansere karsi en iyi terapdtik strateji, kanser hiicrelerinde

apoptozun baskilanmasina neden olan kusurlu bilesenleri hedeflemektir (65).
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I¢sel Apoptotik Yolak (Mitokondriyal Yolak)

Adindan da anlasilacagi gibi, intrinsik yol hiicre i¢inde baglatilmaktadir. Onarilamaz
genetik hasar, hipoksi, asir1 yiiksek sitozolik Ca?* konsantrasyonlar1 ve siddetli oksidatif stres
gibi i¢ uyaranlar igsel mitokondriyal yolun baglatilmasi saglayan bazi tetikleyicilerdir.
Uyaranlardan bagimsiz olarak bu yol, artan mitokondriyal geg¢irgenligin ve sitoplazmaya
sitokrom-C gibi proapoptotik molekiillerin saliniminin sonucudur (66). Tiim yolak, B Hiicreli
Lenfoma-2 (BCL2) protein ailesi tarafindan diizenlenmektedir (64). BCL2 proteinlerinin iki ana
grubu vardir, bunlar: pro-apoptotik proteinler (BCL2 iliskili X protein (BAX), BCL2 homolog
antagonisti (BAK), BCL2 iliskili 6lim promotdrii (BAD) gibi) ve anti-apoptotik proteinlerdir
(BCL2, B Hiicre Lenfoma ekstra biiyiik (BCL-XL) gibi). Anti-apoptotik proteinler sitokrom-
C'nin mitokondriyal salinimini bloke ederek apoptozu diizenlerken, pro-apoptotik proteinler bu
salimmmi indiiklemektedir. Apoptozu baslatan asil olay, pro- ve anti-apoptotik proteinler

arasindaki dengenin bozulmasidir (66).
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Cesitli apoptotik uyaranlar, daha sonra hem BAX hem de BAK' aktive eden BH3
proteinlerinin yukari regiilasyonu ile sonug¢lanmaktadir. BAX, bir tiimor baskilayict gen olan
Timor Siipresor Protein 53 (p53) tarafindan diizenlenmektedir. Aktive edildiginde, BAX ve
BAK oligomerize olmakta, bu da mitokondriyal dis membran gegirgenligine (MOMP) yol
acmaktadir. MOMP, ig¢sel apoptozun tanimlayici olayidir ve geri doniisii olmayan nokta olarak
kabul edilmektedir (64). MOMP ile; sitokrom-C, Apoptoz Indiikleyici Faktdr (AIF), ikincil
Mitokondri Tiirevi Kaspaz Aktivatorii/ Disiik PI ile Dogrudan IAP Baglayici Protein
(Smac/Diablo) ve Omi/yiiksek sicaklik gereksinimli protein A2 (Omi/HtrA2) sitoplazmaya
salimmaktadir (66). Sitokrom-C, apoptozom iiretmek i¢in Apoptotik Proteaz Aktive Edici
Faktor-1 (Apaf-1) ve prokaspaz-9 ile birlesmektedir. Apoptozom, Kaspaz-9'u aktive eden, yedi
kollu halka seklinde ¢ok proteinli bir komplekstir (62). Aktive edilen Kaspaz-9 enzimleri, cellat
olarak da adlandirilan Kaspaz 3 ve 7’yi aktiflestirmektedir. Cellat kaspazlar, hiicre 6liimiine yol
acan proteinleri hizla parcalamaya baglamaktadir. Hiicre 6liimiini saglayan i¢sel apoptoza ek
adimlar vardir. Omi, kaspaz fonksiyonunun endojen bir inhibitorii olan Apoptoz Proteinlerinin
X’e Bagl Protein Inhibitorii (XIAP) nii inhibe etmektedir. Smac/Diablo, Apoptoz Proteinlerinin
Inhibitérii (IAP)’nii inhibe etmek i¢in apoptoz sirasinda salimmaktadir, bdylece apoptozom

olusturulduktan sonra apoptoz ilerlemektedir (64).

Digsal Apoptotik Yolak (Oliim Reseptorii Yolagr)

Hiicrelerin ¢ogu sitoplazmik zarlarinda 6liim reseptorlerine sahiptir. Bu reseptorler,
Tiimo6r Nekroz Faktorii Reseptor Stiper Ailesi (TNFRSF) ne aittir. Bu reseptorler ilgili ligandlar
tarafindan uyarildiginda kaspaz kaskadini aktive etmekte ve apoptozu indiiklemektedir. Bu
stiper ailenin 6zelligi, hiicre disinda zengin bir sistein alaninin ve hiicre i¢inde de 6liim alaninin
bulunmasidir (65). Oliim alam yaklasik 80 aminoasitten olusmaktadir ve &liim sinyalinin hiicre
yiizeyinden hiicre igi sinyal yollarina iletilmesinde kritik bir rol oynamaktadir (67). En bilinen
olim reseptorleri Fas Hiicre Yiizeyi Oliim Reseptorii (Fas), Tiimor Nekroz Faktorii Reseptor
Siiper Ailesi 1 (TNFR1), Tiimdr Nekroz Faktdrii Reseptor Siiper Ailesi 2 (TNFR2), Oliim
Reseptorii 3 (DR3), Oliim Reseptorii 4/TNF ile iliskili Apoptoz Indiikleyici Ligand Reseptérii 1
(DR4/TRAIL-R1), Oliim Reseptdrii 5/TNF ile iliskili Apoptoz Indiikleyici Ligand Reseptdrii 2
(DR5/TRAIL-R2) ve Oliim Reseptorii 6 (DR6)’dir (65).

Oliim reseptorii kendi dzel ligandlar1 tarafindan aktive edilmektedir. Béylece reseptdr
trimerizasyonu gergeklesmekte ve reseptdriin sitozolik bdlgesinde 6liim kiimesinin olusmasina
neden olan adaptor proteinler kullanilmaktadir ve buna bagli olarak adaptoér molekiil, Fas ile
Mliskili Oliim Boélgesi (FADD), reseptdre baglanabilmektedir. FADD'nin C-terminal 8liim alani
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(DD), DD-DD etkilesimleri yoluyla trimerize reseptore baglanmaktadir. FADD'nin N-terminal
bolgesinde, Kaspaz 8 prodomaininde ayni bolgeye baglanan olim efektor alani (DED)
bulunmaktadir. Bu protein kompleksi (0liim reseptorii-ligand kompleksi, adaptér protein ve
prokaspaz), Oliime Neden Olan Sinyal Kompleksi (DISC) olarak adlandiriimaktadir (65).
Prokaspaz 8 ve 10, DISC tarafindan aktiflestirilmektedir. Cellat kaspazlar 3, 6 ve 7
etkinlestirilince, proteinleri ve hiicre iskeletini parcalamaya baglayarak hiicre oliimiine neden

olmaktadirlar (64).

OXALIPLATIN

Son 20 yilda, binlerce platin kompleksi sentezlenmistir. Bunlar arasindan g¢apraz
direng gelistirmeyen ve toksisitesi az olanlar segilerek klinik deney siirecine gegilmistir. Bir
diaminosikloheksan (DACH) tasiyici ligand bazli platin bilesigi olan Oxaliplatin (Sekil 9), bu
ozelliklerin her ikisine de sahiptir ve genis bir antineoplastik aktivite spektrumu gostermektedir
(68). Tam kimyasal adi, oxalato(trans-L-1,2-diaminosikloheksan) platin’dir; "ayrilan grup"
oksalat ve DACH tasiyici ligandini ifade etmektedir. Sisplatinden farkli olarak plazmadaki
Oxaliplatin, farmakokinetik profilini karmasiklastiran bir siire¢ olan oksalat grubunun yer
degistirmesi nedeniyle hizla enzimatik olmayan bir donisiimle reaktif bilesiklere
doniismektedir. Bilesiklerin cogu farmakolojik olarak inaktif goriinmektedir ancak dikloroplatin

kompleksleri hiicreye girerek sitotoksik dzellik gostermektedirler (69).

Oxaliplatin

Sekil 9. Oxaliplatin’in kimyasal yapisi (68)

Oxaliplatin’in kesin etki mekanizmas1 belirsizligini korusa da, platin bilesiklerinin
sitotoksisitesinin DNA sentezinin inhibisyonundan kaynaklandigina inanilmaktadir. Baslica
sitotoksik lezyonlar, aktif platin tiirleri ile spesifik baz dizileri, 6zellikle iki bitisik guanin
rezidiisii veya iki bitisik guanin-adenin bazi arasinda, ¢apraz baglanmayla olusturulan iplik i¢i

platin-DNA eklentileridir. Oxaliplatin tarafindan olusturulan eklentilerin tipi ve yeri, diger platin
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bilesikleri ile olusturulanlarla ayn1 gérinmektedir. Bununla birlikte, Cisplatin ve Carboplatin
tarafindan olusturulan cis-diamin-platin eklentileri ile karsilastirildiginda, Oxaliplatin’in DACH-
platin eklentilerinin daha gii¢lii bir sekilde DNA sentezi inhibisyonu olusturdugu ve sitotoksisite
yarattig1 belirlenmistir. Oxaliplatin’in biiylik DACH tasiyici ligandinin, bu gelismis aktiviteye
ve Oxaliplatin ve Cisplatin arasinda g¢apraz direng olmamasina katkida bulundugu
disiiniilmektedir. DACH ligandi, yanlis eslesme onarim enzim kompleksi gibi spesifik hasar
onarim proteinlerinin  baglanmasim1  Onleyerek veya azaltarak DNA onarimim1i da
engelleyebilmektedir, boylece platin-DNA eklentilerinin replikatif bypassini azaltabilmektedir
(68).

Oxaliplatin, in vitro ve in vivo olarak ¢ok ¢esitli insan tiimorlerinde genis bir aktivite
spektrumu gostermistir. Oxaliplatin ayrica gilivenli bir toksisite profili sergilemekte ve ¢esitli
klinik durumlarda daha az toksik olmasi ve Cisplatin’e direngli tiimorlere karsi aktivitesini
koruma 6zelligi ile Cisplatin’den tistiindiir (5).

Droz ve ark. (70) tek basina veya 5-Florourasil ile kombinasyon halinde Oxaliplatin
almak {lizere randomize edilmis, 54 kastrasyona direngli prostat kanserli hastada bir faz II
calismas1 gerceklestirmistir. Calisma sonucunda Oxaliplatin’in kastrasyona direngli prostat

kanserinde aktif bir ajan olarak kulanilabilecegi diistintilmiistiir.

PICEATANNOL

Piceatannol (trans-3,3',4’,5-tetrahidroksistilben) fenolik bir bilesiktir (stilbenoid) ve
resveratrol’iin  hidroksillenmis bir analogudur (11) (Sekil 10). ilk olarak Euphorbia
lagascae’den izole edilen Piceatannol’in diger kaynaklarindan bazilari iiziim, carkifelek
meyvesi (Passiflora edulis) ve beyaz cay agac1 (Melaleuca leucadendron)’dir (71). Uziim ve
saraplardaki Piceatannol seviyesi resveratrol’den daha diisiik oldugu icin resveratrol ile
karsilastirildiginda ¢ok daha az aragtirmaya konu olmustur (11).

Piceatannol; hiicre dongiisii durdurma, antioksidan, pro-apoptotik, anti-inflamatuar,
anti-anjiyojenik ve anti-metastatik etkileri sayesinde kanser onleyici 6zelliktedir (14). Yapilan
caligmalar Piceatannol'iin mesane, prostat, kolorektal ve melanom gibi ¢esitli kanserleri tedavi
etmek i¢in kullanilabilecegini gostermektedir (72). Pro-apoptotik proteinlerin seviyelerini
yiikselterek, anti-apoptotik proteinlerin seviyelerini diisiirerek ve Protein Kinaz B/ Mammalian
Target of Rapamycin (AKT/mTOR), NF-kB ve JAK-STAT3 sinyal yollarint diizenleyerek hem
icsel hem digsal apoptotik yollarla apoptozu indiiklemektedir. Ayrica, Epidermal Biiylime
Faktorii Reseptorii (EGFR) fosforilasyonunun veya EGFR ekspresyonunun baskilanmasiyla
EGFR sinyal yolunun modiilasyonu yoluyla antikanser potansiyelini gdstermektedir. Bunun
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yaninda antidiyabetik, kardiyoprotektif, noroprotektif, anti-obez ve anti-alerjik gibi, hastaliklar

Onleyici ve sagligi gelistirici islevleri ¢alisilmaktadir (11).

HO

HO

OH

Sekil 10. Piceatannol’iin kimyasal yapis1 (11)

Piceatannol'iin antioksidan aktivitesi, stilben halkalarindaki hidroksil gruplarindan
kaynaklanmaktadir. Lipid peroksil radikallerini etkili bir sekilde siipirmektedir. Antioksidan
aktivitesi, B16 melanom hiicrelerinde melanin tiretimini baskilama yetenegi ile kanitlanmistir
(73).

Biyolojik bilesiklerin ¢ogu, biyoyararlanimini azaltan zayif absorpsiyon, dagilim, hizl
metabolizma ve atilima sahiptir. Bir bilesigin aktivitesini gostermesi i¢in, fizyolojik olarak ilgili
minimum konsantrasyonu gereklidir. Piceatannol’iin biyoyararlanimimi anlamak igin bugiine
kadar herhangi bir klinik ¢alisma yapilmamis olsa da, in vitro ve in vivo g¢aligmalardan elde
edilen bilgiler dogrultusunda biyoyararlaniminin zayif olmasi nedeni ile yapisint degistirerek
veya nanopartikiil ve lipid kompleksleri sentezleyerek Piceatannol’iin farmakokinetigini ve

biyoyararlanimini gelistirmek i¢in ¢alismalar yapilmaktadir (11).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alismanin deneyleri Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dal1 laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Deneyler sirasinda kullanilan cihazlar Tablo 3°te ve

kullanilan malzemeler Tablo 4’te verildi.

Tablo 3. Calismada kullanilan cihazlar

Malzeme Marka Ulke
Biyogiivenlik Kabini Heraeus Almanya
Karbondioksitli Inkiibator Heal Force Cin
Santrifiij Centurion Scientific Ingiltere
Invert Mikroskop Nikon Japonya
Otomatik Pipet Seti RAININ Almanya
Dijital Pipetor Thermo Fisher Scientific ABD
Serolojik Pipet Tabancasi RAININ Almanya
Mikroplate Okuyucu Thermo Fisher Scientific ABD
Mini Santrifiij Daihan Scientific Kore
Sogutmali Santrifiij Hettich Almanya
Nanodrop Optizen Kore
PCR Cihazi Applied Biosystems ABD
Gergek Zamanli PCR Cihazi Applied Biosystems ABD
Vorteks WiseMix Kore
Karistiric1 Blok Bioer Cin
Calkalayic Wisemix Kore
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Tablo 3 Devam. Calismada kullanilan cihazlar

Malzeme Marka Ulke
Elektronik Tarti A&D Company Japonya
4°C Buzdolabi Vestel Tiirkiye
-20°C Derin Dondurucu Vestel Tiirkiye
-80°C Derin Dondurucu Wisd Kore
Distile-Ultra Saf Su Cihaz1 TKA ABD
Tissue Lyser LT Qiagen Almanya
Mini Jel Tank1 Invitrogen ABD
Gii¢ Kaynagi Cleaver Ingiltere
Blotlama Cihazi iBlot2 Invitrogen ABD
Micro ChemiDoc Jel Goriintiileme Dnr Bioimaging Systems Israil
Tablo 4. Calismada kullanilan malzemeler
Malzeme Marka Ulke
Dulbecco’s Modification of Eagle’s ~ Wisent Bioproducts Kanada
Medium (DMEM)/F-12 50/50 MIX
%0.25 Tripsin EDTA Wisent Bioproducts Kanada
Penisilin/Streptomisin Gibco ABD
Fetal Si1gir Serumu Gibco ABD
Etanol Merck ABD
Dimetil Stilfoksit Merck ABD
MTT (3-(4,5-dimetitiyazol-2-yl)- Gold Biotechnology ABD
2,5 Difenil Tetrazolyum Bromid)
DPBS Diagnovum Almanya
Dnaz/Rnaz Igermeyen Su Invitrogen ABD
Ploxal-S (Oxaliplatin) Kocak Farma Tiirkiye
Piceatannol Acros Organics ABD
25-75 cm?’lik Hiicre Kiiltiir Flaski Nest ABD
96 Kuyucuklu Hiicre Kiiltiir Plakas1 ~ Nest ABD
384 Kuyucuklu PCR Reaksiyon Applied Biosystems ABD
Plakasi1
5-10 mI’lik Serolojik Pipet Nest ABD
Kriyojenik Vial Corning Meksika
0,2 mI’lik PCR Strip Ttipleri AXxygen Meksika
15-50 mI’lik Falkon Tiipler Nest ABD
1.5 ve 2 mI’lik Tiipler Eppendorf Almanya
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Tablo 4 Devam. Calismada kullanilan malzemeler

Malzeme Marka Ulke
RNA izolasyon Kiti Life Technologies ABD
cDNA Revers Transkripsiyon Kiti Applied Biosystems ABD
BrightGreen 2X qPCR Master Mix-  abm Kanada
Low Rox

Western Blot Kiti Life Technologies ABD
WesternBreeze Chemiluminescent Invitrogen ABD
Kit

iBlot2 NC Regular Stacks Kit Invitrogen ABD
20X MES Yiiriitme Tamponu Life Technologies ABD
Bolt 4-12 % Bis-Tris Plus Jel Invitrogen ABD
Seeblue Plus 2 Prestained Invitrogen ABD
MagicMark XP Invitrogen ABD
Bolt LDS Sample Buffer (4X) Life Technologies ABD
Bolt Sample Reducing Agent (10X)  Life Technologies ABD
Anti-TGF betal Antibody abm Kanada
(Y058105)

Anti-TGFp RII Antibody abm Kanada
(Y413545)

Anti-SMAD2 Antibody (Y400093)  abm Kanada
Smad3 Antibody (NB100-56479) Novus Biologicals ABD
Phospho-SMAD?2/3 (Thr8) Elabscience ABD
Polyclonal Antibody (E-AB-21040)

Jak2 Antibody (53B7) (NBP2- Novus Biologicals ABD
59451)

Jak2 [p Tyr1007, p Tyr1008] Novus Biologicals ABD
Antibody (SY24-03) (NBP2-67429)

STAT3 Antibody (9D8) (NBP2- Novus Biologicals ABD
22471)

STATS3 [p-Tyr705] Antibody Novus Biologicals ABD
(NBP2-24463)

beta Actin Monoclonal Antibody Thermo Fisher Scientific ABD
(15G5A11/E2) (MA1-140)

beta-Actin Antibody (nb600-503) Novus Biologicals ABD
Steril Eldiven Dolphin Tiirkiye
Cam Malzemeler Lamtek Tiirkiye
0.2 mm Capinda Ince Bilye Next Advance ABD
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HUCRE HATTI
Calismada Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)’ndan temin edilen insan prostat
kanseri hiicre hatt1 PC-3 (ATCC® CRL-1435 ™) kullamild: (Sekil 11). PC-3, 62 yasindaki

Kafkas bir erkegin 4. derece prostat adenokarsinomunun kemik metastazindan koken alan bir
hiicre hattidir (74).

Sekil 11. PC-3 hiicre hattimin mikroskobik goriintiisii (10X)

HUCRELERIN KULTURE ALINMASI, PASAJLANMASI VE SAKLANMASI

Hiicre Besiyerinin Hazirlanmasi
PC-3 hiicreleri; %5 Fetal Sigir Serumu (FBS), %1 Penisilin/Streptomisin, 2 mM L-
glutamin igeren DMEM/F12 besiyerinde kiiltiire alindi. Hazirlanan besiyeri, kontaminasyonu

onlemek i¢in 50 ml hacimli falkon tiiplere boliinerek 4°C buzdolabinda saklandi.

Donmus Hiicrelerin Kiiltiire Alinmasi

Calisma boyunca hiicrelerle, hiicre kiiltiirii laboratuvarinda bulunan laminar kabin
icinde ¢alisildi. Donmus hiicrelerin kiiltiire alinmasi i¢in ilk olarak, -80°C derin dondurucuda
bekleyen PC-3 hiicreleri 37°C’de ¢ozdiiriildii. Hiicreler, 6nceden etiivde bekletilerek sicakligi
37°C’ye getirilen 12 ml besiyerine eklendi. Tiip icerisinde bulunan hiicreler, yavasga alt st
edilerek karistirildiktan sonra serolojik pipet yardimiyla 75 cm®’lik (T75) flasklara ekildi.
Hiicre ekimi yapilan flasklar 37°C’de %5 CO:2 igeren steril inkiibatdrde kiiltiire alindi.
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Hiicreler birkac saat sonra flask tabanina tutundugunda, dondurulma igleminde kullanilan
Dimetil Siilfoksit (DMSO)’in ortamdan uzaklastirilmasi igin flasktaki besiyeri degistirildi.

Hiicrelerin durumu belirli araliklarla invert mikroskopta kontrol edildi.

Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler flask tabanini kapladiginda, devamliligin saglanabilmesi i¢in pasaj yapildu.
Flask kabin i¢ine alindiktan sonra, igindeki besiyeri dokiildii. Flask tabani bir miktar fosfat
tamponlu tuzlu su (PBS) ile yikand1 ve PBS uzaklastirildi. Ardindan flaska 37°C sicakliktaki
Tripsin-EDTA (Etilendiamin tetraasetikasit) eklendi. Hiicreler, flask yiizeyinden kalkmalari
icin etiivde 5 dk inkiibe edildi. Hiicrelerin flask yiizeyinden tamamen kalkmasinin ardindan
hiicreler serolojik pipetle yavas bir sekilde besiyerine eklendi. Hiicre-besiyeri karisimi iyice
karistirildiktan sonra yeni bir flaska ekildi. Hiicreler, invert mikroskopta yogunlugu kontrol
edildikten sonra, 37°C’de %5 COz inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

Hiicrelerin Dondurulmasi

Caligmada kullanilan PC-3 hiicre hatti, ihtiyag duyuldugunda tekrar kullanabilmek
amaci ile donduruldu. Dondurma islemi yapilacak hiicreler yeterli yogunluga ulasip T75
flaskin tabanini kapladig1 zaman flasktaki besiyeri bosaltildiktan sonra, tabana yapisik haldeki
hiicreler PBS ile yikandi ve flaska 37°C sicakliktaki Tripsin-EDTA eklendi. Etiive kaldirilan
flask, hiicreler yiizeyden kalkana kadar 5 dk inkiibe edildi. Tamamen yiizeyden kalkan
hiicreler 1250 rpm’de 1:30 dakika santrifiijlendi. Santrifiijden sonra elde edilen hiicre
pelletinin iizerine %5 DMSO igeren besiyeri eklendi ve homojen hale gelen hiicreler
kriyojenik tiiplere esit bir sekilde boliinerek -80°C’de saklanmak {izere derin dondurucuya

kaldirildi.

ILAC DOZLARININ BELIRLENMESI

fla¢ Stoklarimin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan, etken maddesi Oxaliplatin olan Ploxal-S (Kogak Farma,
Tiirkiye) s1v1 halde 50 mg/10 ml (12,58 mM) konsantrasyonda temin edildi, oda sicakliginda
saklandi.

Piceatannol (Acros Organics, ABD) toz halde temin edildi ve 4°C’de saklandi.

Molekiiler agirligi 244,24 g/mol olan Piceatannol’den 20 mM stok soliisyonu hazirlamak i¢in
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hassas terazide 24,42 mg tartild1, {izerine ¢6ziicli olarak 5 ml DMSO eklendi. Vortekslenerek
homojen hale getirilen ana stok, 1,5 ml hacimli tiiplere porsiyonlanarak -20°C’de muhafaza
edildi.

Hiicrelere yapilacak uygulamalarda Oxaliplatin’i seyreltmek icin %5 Etanol,
Piceatannol’ii seyreltmek i¢in %5 Etanol, %5 DMSO (pH:3) karisimi hazirlandi ve her ikisi
de 4°C’de saklandi.

MTT Hiicre Canhlik Testi

Calismada kullanilacak olan Oxaliplatin ve Piceatannol’iin PC-3 hiicrelerinin canliligi
tizerindeki etkisi MTT Hiicre Canlilik Testi ile belirlendi.

Hiicreler daha once anlatildigi gibi tripsin ile kaldirildi. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plakasinin her bir kuyucugunda ~10.000 hiicre olacak sekilde ¢oklu dijital pipetle 90 ul ekim
yapildi. Hiicreler, plakaya yapigmasi i¢in gece boyu inkiibasyona birakildi ve ertesi sabah ilag
uygulamalar1 yapildi. 96 kuyucuklu plakanin dig tarafindaki kuyucuklar uygulama dist
birakildi. Her bir doz 6 kuyucuga denk gelecek sekilde 10 pl ilag uygulandi. Kontrol grubuna
sadece ilaglarin tagit maddeleri uygulandi.

Oxaliplatin %5 Etanol ile, hiicrelere uygulandiginda her kuyucukta %0,5 Etanol
olmasina dikkat edilerek, son konsantrasyonlari 400 uM, 200 uM, 100 uM, 50 uM, 25 uM,
12,5 uM, 6,25 uM, 3,125 uM olacak sekilde hazirlandi.

Piceatannol, %100 DMSO ile hazirlanan 20 mM’lik ana stoktan %5 Etanol, %5
DMSO (pH:3) karigimu ile, hiicrelere uygulandiginda her kuyucukta %0,5 Etanol, %1 DMSO
olmasina dikkat edilerek, son konsantrasyonlar1 120 uM, 100 uM, 80 uM, 60 uM, 40 uM, 20
uM, 10 uM, 1 uM olacak sekilde hazirlandi.

flag uygulamalarindan 24, 48 ve 72 saat sonra 96 kuyucuklu plakanm her bir
kuyucuguna 10 ul MTT soliisyonu (5 mg/ml) eklendi. Plakalar 4 saat inkiibasyona birakildi ve
sonrasinda kuyucuklardaki sivi uzaklastirilarak her bir kuyucuga 180 pl DMSO eklendi.
Formazan kristallerinin DMSO’da ¢6ziinmesi igin plakalar 1 saat etiivde inkiibe edildi.
Ardindan, her bir kuyucugun 492 nm dalga boyundaki absorbans degerleri mikroplaka
okuyucu cihaz (Multiskan GO) ile belirlendi. Belirlenen absorbans degerlerine gore her
grubun % canliliklar1 ve hiicrelerin %50’sinin canli kaldigi doz (ICso) degerleri SPSS 20

istatistik paket program ile probit analizi kullanilarak hesaplandi.
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UYGULAMA GRUPLARI

Tez ¢alismasinda kullanilacak olan uygulama gruplart MTT Hiicre Canlilik Testi’ne
gore belirlendi ve uygulama gruplar1 asagidaki gibi olusturuldu. Bundan sonraki ¢aligmalarin

timiinde belirlenen 1Cso degerleri ile 48 saatlik uygulamalar yapildi.
1. Grup: Kontrol (%0,3 DMSO)
2. Grup: 64 uM Oxaliplatin
3. Grup: 57 uM Piceatannol

4. Grup: 64 uM Oxaliplatin + 57 uM Piceatannol

RNA iZOLASYONU ve ¢cDNA SENTEZI
RNA izolasyonu

Her uygulama grubu i¢in birer T75 flaska PC-3 hiicreleri ekildi ve hiicreler
inkiibatorde gece boyu inkiibasyona birakildi. Ertesi sabah invert mikroskopta hiicrelerin
durumu ve yogunlugu kontrol edildikten sonra ilag uygulamalar1 yapildi. Flastaki besiyeri
ilach besiyeri ile degistirildi. Uygulama yapilan hiicreler 48 saat inkiibasyona birakildi. Bu
stirenin sonunda hiicrelerin durumu kontrol edildi ve RNA izolasyonu i¢in toplandi. Flask
kabin i¢ine alind1 ve ilagh besiyeri uzaklastirildi. Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra tripsin
ile flask yiizeyinden kaldirildi ve 2 ml’lik tiiplere boliinerek ve 2.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen hiicre pelleti izolasyon yapilincaya kadar -
80°C’de bekletildi ve donmus hiicre pelletlerinden RNA izolasyonu PureLink® RNA Mini
Kit (Life Sciences, USA) ile kit protokoliine uygun olarak asagidaki sekilde yapildi.

Kontrol ve uygulama gruplarindan elde edilen hiicre pelleti lizerine 0.2 mm c¢apinda
ince bilye (Next Advance, USA) konuldu ve doku pargalayici ile 1 dk 50 rpm’de pargalama
yapildi. Parcalanan hiicrelerin tizerine 350 pl %1 (2)-merkaptoetanol igeren lizis tamponu
eklendi ve doku pargalayici ile tekrar pargalandi. Ardindan tiipler ¢alkalayici blokta 24°C, 400
rpm’de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicre lizatinin iizerine 350 pl %70
etanol eklendi ve vakit kaybetmeden vortekslendi. Elde edilen homojen karisim, kit igerisinde
bulunan spin kolonlara aktarildi ve oda sicakliginda 12.000 g’de 30 saniye santrifiij edildikten
sonra yikama asamasina gecildi. Bu asamada 700 pl birinci yikama tamponu eklenen spin
kolon, oda sicakliginda 12.000 g’de 30 saniye santrifiij edildi ve altta kalan s1v1 bosaltild1. 500

ul ikinci yikama tamponu eklenen kolon ve oda sicakliginda 12.000g’de 30 saniye santrifiij
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edildi, santrifiij sonras1 atik bosaltildi (bu adim 2 kez tekrarlandi). Kolon, kurutma asamasi
icin bos bir sekilde 12.000 g’de 2 dakika santrifiij edildi ve 1,5 ml hacminde tiip igerisine
yerlestirildi. Kolonun tam ortasina 50 ul DNaz-RNaz igermeyen su pipetlendi ve oda
sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra, 24°C 12.000 g’de 2 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi tiip ig¢erisinde bulunan RNA’larin miktarlar1 ve safliklar1 Optizen Nano Q

(Mecasys, Korea) ile ng/ul cinsinden 6lgiildii. RNA’lar -80°C’de muhafaza edildi.

cDNA Sentezi

PC-3 hiicrelerinden izole edilen RNA orneklerinden cDNA sentezi, High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Sentez Kiti (Invitrogen; USA) ile kit protokoliine uygun olarak
yapildi. izole edilen RNA’lar, DNA/RNA icermeyen ultra saf su ile her bir reaksiyona 1000
ng konulacak sekilde esitlendi. Soguk blok igerisine yerlestirilen 200 pl’lik PCR tiiplerine
esitlenen orneklerden 10 pl pipetlendi ve her bir 6rnegin lizerine Tablo 5°te verilen cDNA
karisimindan 10 ul eklendi. Tiipler PCR cihazina (Applied Biosystems® ProFlex™ PCR
System, ABD) yerlestirildi ve Tablo 6’da verilen kosullarda sentezleme islemi
gerceklestirildi. Sentezlenen c¢DNA’lar sonraki analizlerde kullanilmak iizere -20°C’de

saklandi.

Tablo 5. cDNA sentezi i¢in gereken malzemeler ve miktarlar: (1 reaksiyon i¢in)

Malzeme Miktar
10X Ters Transkripsiyon Tamponu 2 ul
25X dNTP karigimi (100mM) 0,8 ul
10X Ters Transkripsiyon Rastgele 2 ul
Primerleri
Multi Scribe™ Ters Transkriptaz 1l
Niikleaz igermeyen H,0 4,2 ul
Toplam 10 pl

Tablo 6. cDNA sentezi PCR kosullar:

Sicaklik Siire Dongii
25°C 10 dakika 1
37°C 3 dakika 40
85 °C 5 dakika 1
4°C 0
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GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONU (qRT-PCR)

PC-3 hiicre hattinda Kontrol, Oxaliplatin, Piceatannol ve Oxaliplatin+Piceatannol
gruplarinda, arastirilan sinyal yolaklarina ait genlerin ekspresyon seviyeleri Tablo 7’de verilen

primerler kullanilarak gRT-PCR yontemi ile belirlendi.

Tablo 7. gRT-PCR i¢in kullanilan primerler ve baz dizileri

Primer Baz Dizisi (5° — 3°)
Jak/STAT Sinyal Yolag
IL6 Interlokin 6 F: ATGAACTCCTTCTCCACAAG

R: AGAGCCCTCAGGCTGGACTG

IL6R Interldkin 6 Reseptdr F: ATTGCCATTGTTCTGAGGT
R: TAGTCTGTATTGCTGATGTC
JAK1 Janus Kinaz 1 F: ACAATTGGCATTCATTTTCCTG
R: CCTGGGCCCAAACTTCCTA
JAK?2 Janus Kinaz 2 F: CAGTGGTCAAGAGGGAAACA
R: TGTCTGAGCGAACAGTTTCC
STAT3 Sinyal Dontistiiriicti ve F: GGAGGAGTTGCAGCAAAAAG
Transkripsiyon Aktivatorii 3 R: TGTGTTTGTGCCCAGAATGT
EGFR Epidermal Biiyiime Faktori F: GCCAAGGCACGAGTAACAAGC
Reseptorii R: AGGGCAATGAGGACATAACC
TGF-p Sinyal Yolag:
TGF-p Dontistiirici  Buiyiime  Faktori F: GGCCAGATCCTGTCCAAGC
Beta R: GTGGGTTTCCACCATTAGCAC

: GTAGCTCTGATGAGTGCAATGAC
: CAGATATGGCAACTCCCAGTG

TGFB-R2  Doniistliriicii  Biiylime  Faktort
Beta Reseptorii 2

M

SMAD?2 SMAD Aiilesi Uyesi 2 : CGTCCATCTTGCCATTCACG

: CTCAAGCTCATCTAATCGTCCTG

Pyl

SMAD3 SMAD Ailesi Uyesi 3 F: TGGACGCAGGTTCTCCAAAC
R: CCGGCTCGCAGTAGGTAAC
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Tablo 7 Devam. qRT-PCR i¢in kullanilan primerler ve baz dizileri

Primer Baz Dizisi (5° — 3°)

Apoptoz Sinyal Yolag:

P53 Tlimor Siipresor Protein 53 F: CACGAGCGCTGCTCAGATAGC
R: ACAGGCACAAACACGCACAAA

F: ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA
BCL2 B Hiicreli Lenfoma-2 R: ACAGTTCCACAAAGGCATCC

BAX BCL2 iliskili X protein F: ATGGACGGGTCCGGGGAG
R: TCAGCCCATCTTCTTCCA

Kaspaz 3 Apoptoz iligkili sistein peptidaz 3 F: AGAGTCTGTGCCCAAATCAAC
R: GCTGCTTCTCTCTTTGCTGAA

Kaspaz 8 Apoptoz iligkili sistein peptidaz 8 F: AGAGTCTGTGCCCAAATCAAC
R: GCTGCTTCTCTCTTTGCTGAA

Endojen Kontrol

p-actin Beta-Aktin F: GTCCACCGCAAATGCTTCTA
R: TGCTGTCACCTTCACCGTTC
GAPDH Gliseraldehit 3-Fosfat F: CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT
Dehidrogenaz R: AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC
18S 18S F: CGCTTCCTTACCTGGTTGAT

R: GAGCGACCAAAGGAACCATA

*F: Forward, R: Reverse

“RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi” boliimiinde anlatildigi sekilde elde edilen
cDNA’lar BrightGreen 2X gPCR MasterMix-Low ROX (abm, Kanada) ile kit protokoliine
uygun olarak, segilen spesifik primerler ile ¢ogaltildi. Her bir primer 2 uM forward ve 2 uM
reverse primer icerek sekilde niikleaz icermeyen su ile sulandirildi. Hazirlanan primer
karisimindan 384 kuyucuklu plakanin her bir kuyusuna dijital ¢oklu pipetle 6 pl pipetlendi.
Her bir reaksiyon i¢in 0,3 pul cDNA ve 5,7 ul master mix igeren karisim pcr tiiplerinde
hazirland1 ve dijital ¢oklu pipetle primerlerin {izerine 6 pl pipetlendi. Cogaltma islemi
QuantStudio™ 5 Real-Time PCR (384-Well Block) (Applied Biosystems, ABD) cihazinda
Tablo 8’de verilen PCR kosullarinda gerceklestirildi.
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gRT-PCR sonucunda elde edilen veriler 22T metodu kullanilarak, endojen kontrol

ile normalize edilip kontrolle kiyaslanarak ifade edildi.

Tablo 8. qRT-PCR kosullari

Sicaklik | Siire Dongii
Enzim Aktivasyonu 95 °C 10 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 15 saniye
. - . o o . 48
Primer Baglanmasi ve Zincirin 60 °C 1 dakika
Uzamasi
Erime Egrisi 95 °C 15 saniye
60 °C 1 dakika 1
95°C 15 saniye

WESTERN BLOT PROTEIN ANALIZLERI

Protein izolasyonu

Kontrol ve uygulama gruplarinin her biri i¢in birer T75 flaska hiicreler ekildi ve
hiicreler flask tabanina yapistiktan sonra ilag uygulamalari yapildi. Flastaki besiyeri dokiilerek
ilach besiyeri ile degistirildi. Uygulama yapilan hiicreler 48 saat inkiibasyona birakildi. Bu
stirenin sonunda kontrol edilen hiicreler protein izolasyonu igin toplandi. Flask kabin igine
alindi1 ve ilagh besiyeri uzaklastirildi. Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra tripsin ile
kaldirilarak 2.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 elde edilen hiicre pelleti
analizler yapilincaya kadar -80°C derin dondurucuda bekletildi. izolasyon sirasinda soguk
zinciri kirmamaya 6zen gosterildi.

Kontrol ve uygulama gruplarindan elde edilen hiicre pelletinden protein izolasyonu
icin ilk olarak lizis tamponu hazirlandi. Bunun i¢in her 1 ml RIPA lizis tamponuna 10 pl Fenil
Metil Siilfonil Florid (PMSF) Soliisyonu, 10 pul Sodyum Ortovanadat Soliisyonu, 10 ul
Proteaz Inhibitérii eklendi ve izolasyonda kullamlana kadar 4°C’de saklandi. Doku
parcalayici cihazin bashgi deneyden once -20°C’de sogutuldu. -80°C’den ¢ikarilan hiicre
pelletlerine 0.2 mm ¢apinda ince bilye (Next Advance, ABD) konuldu ve doku pargalayicida
1 dk 50 rpm’de pargalama yapildi. Daha sonra tiiplere 350 pl RIPA lizis tamponu eklendi ve
hiicreler doku pargalayicida 50 rpm’de 1 dakika pargalandi, bu adim 2 kez tekrar edildi. Bu
asamadan sonra tiipler ¢alkalayic1 blokta 4°C 350 rpm’de 5 dk inkiibe edildi. inkiibasyondan
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sonra hiicre lizatlar1 4°C 14.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar yeni 1,5 ml
hacminde tiiplere alind1 ve protein miktarlari Optizen Nano Q (Mecasys, Korea) ile mg/ml

cinsinden 6l¢iildii. Izole edilen proteinler kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

Denatiirasyon

Izole edilen proteinler niikleaz igermeyen su ile esitlendi. PCR tiiplerine esitlenen
protein orneklerinden 40 ul, LDS Sample Buffer (4X) Bolt™’tan 16 pl, Sample Reducing
Agent (10X) Bolt™"tan 6,5 pl pipetlendi. lyice vortekslenen karisim PCR cihazinda 80°C’de
12 dakika denatiire edildi. Ornekler denatiirasyondan sonra sogutuldu ve diger asamaya

gecildi.

Jele Yiikleme ve Elektroforez

1X Yiiriitme Tamponu hazirlamak i¢in 50 ml 20X MES Running Buffer, deiyonize su
ile 1 litreye tamamlandi. Elektroforez tanki hazirlanan yiiriitme tamponu ile dolduruldu.
Bolt™ 4-12 % Bis-Tris Plus jeller paketten cikarildi, taraklarin kuyucuklara zarar vermeden
jelden ayrilmasi saglandi ve jeller arkalarindaki bantlar ¢ikarildiktan sonra tanka yerlestirildi.
Jellerin ilk kuyucuklarma 7 pl Magic Marker XP, 6. Kuyucuklarma 5 pl See Blue Plus 2,
kalan kuyucuklara da sirasiyla 12 pl protein 6rnegi yliklendi. Tank, giic kaynagina baglandi
ve ornekler 80 Volt’ta yaklagik 90 dakika yiirtitildii.

Jelden Membrana Aktarma

Yiiriitme islemi bitince jel kasetleri tanktan alindi ve spatula yardimi ile yanlarindan
dikkatlice a¢ildi. Kesilen jel, kurumamasi i¢in saf su bulunan kabin igine alind1 ve yavas
hareketlerle kasetten ayrilarak iBlot® 2 NC Regular Bottom Stack iizerine konuldu. Bottom
Stack cihaza yerlestirildi, jellerin iizerine 1slatilan filtre kagidi konuldu ve rulo ile {izerinden
gecerek hava kabarciklar uzaklastirildi. Filtre kagidinin iizerine iBlot® 2 NC Regular Top
Stack yerlestirildi, tekrar rulo ile gecildi ve iist kismma iBlot® 2- Absorbent Pad
yerlestirildikten sonra cihazin kapagi kapatilarak 20 Volt 7 dk programinda aktarma iglemi
gerceklestirildi. Aktarma islemi bittikten sonra membran belirlenen yerlerden kesildi ve

kurumamasi igin hemen su dolu kaplara alindu.
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Blotlama ve Birincil Antikor Baglanmasi

Blocking Solution 28 ml ultra saf su, 8 ml Blocking Diluent Past A ve 4 ml Blocking
Diluent Past B karistirilarak hazirlandi. Membranlarin bulundugu kaptaki su bosaltildi ve
membran yiizeyini kaplayacak sekilde 10 ml Blocking Solution eklendi. Membranlar 1 saat
boyunca calkalayicida 250 rpm’de c¢alkalanmaya birakildi ve siirenin sonunda Blocking
Solution tiiplere toplandi. Ultra saf su ile 5 dk yikanan membranlarin iizerine birincil
antikorlar eklendi. Calismada kullanilan TGF betal, TGFp RII, p-SMAD2/3, SMAD?2,
SMAD3 1:550; JAK2, fosforile-JAK2 (p-JAK2), STATS3, fosforile-STAT3 (p-STAT3) 1:600;
B-aktin antikoru ise 1:120000 oranlarinda Blocking Solution ile seyreltilerek hazirlandi.
Membranlar bir gece boyunca 4°C karanlik inkiibatorde, ¢alkalayict lizerinde 250 rpm’de

inkiibe edildi. Ertesi sabah yikama ve ikincil antikor baglanmasi asamasina gegildi.

Yikama ve Ikincil Antikor Baglanmasi

Yikama soliisyonu, 20 ml Antibody Wash Solution (16X) ile 300 ml ultra saf su
karistirilarak hazirlandi. Birincil antikorlar tiiplere toplandi ve -20°C dondurucuda muhafaza
edildi. Membranlar 3 kez yikama soliisyonuyla 1 kez de ultra saf su ile 250 rpm’de 5’er dk
yikandi. Su bosaltildiktan sonra membranlarin iizerine ikincil antikorlar eklendi ve
membranlar 4°C karanlik inkiibatérde 1 saat 250 rpm’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
stiresi sonunda ikincil antikorlar tiiplere toplandi ve membranlar 3 kez yikama soliisyonuyla 1

kez de ultra saf su ile yikandi.

Kemiliiminesans Baglanmasi ve Goriintiilleme

Protein ifadelerinin belirlenmesi icin uygun antikorlar ile muamele edilen
membranlarin her biri i¢in 2,375 ml Chemiluminescen Substrat ve 0,125 ml Enchancers
karisimi hazirlanarak karanlikta 4°C’de bekletildi. Membran, karanlik ortamda goriintiileme
cthazinin tablasimna yerlestirildi. Kemiliiminesans soliisyonu membranin tiim yiizeyini
kaplayacak sekilde pipetle ve 4 dakika inkiibe edildikten sonra Micro ChemiDoc jel

goriintiileme cihazi ile goriintiileme gergeklestirildi.

ISTATIKSEL ANALIiZLER
Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar, Trakya Universitesi lisansli SPSS 20 (IBM, ABD)
programi ile analiz edildi. MTT Hiicre Canlilik Testi sonucunda ICso degerleri “Probit” analizi

ile; Western Blot analizinde yazilim ile elde edilen degerler, qRT-PCR’da 224t yontemi ile
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belirlenen gen ifadesi degerlerinin ortalamalari arasindaki fark tek yonli ANOVA ile; gruplar
arasindaki farklilar “Bagimsiz Gruplar t-Testi” ile belirlendi. Elde edilen veriler p<0.05 ise

istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

MTT HUCRE CANLILIK TESTi

Oxaliplatin
Calisgmamizda insan prostat kanseri PC-3 hiicre hattinda platin bazli kemoterapétik bir
ajan olan oxaliplatinin, doza ve zamana bagli olarak hiicre canliligina etkisi 24, 48 ve 72

saatlik MTT testleri ile belirlendi.

Oxaliplatin 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalarin tiimiinde hiicre canliliginin kontrol
grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli diizeyde azalmasina neden oldu (p<0.001). En
yiiksek uygulama dozu olan 400 uM konsantrasyonda hiicre canliliginin 24 saat sonunda %30
(Sekil 12), 48 saat sonunda %8 (Sekil 13) ve 72 saat sonunda %7 (Sekil 14) oldugu saptandi.
Probit analizi ile hesaplanan ICso degerleri ise 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalar i¢in sirasiyla
250 uM, 64 uM ve 51 uM olarak belirlendi (Sekil 15).
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Oxaliplatin - 24. saat
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Sekil 12. PC-3 hiicre hattinda 3,125-400 pM doz arahiklarinda 24 saat
siireyle Oxaliplatin uygulamasinin hiicre canhihigina etkisi ve MTT

plakasi, n=5, veriler % canhlik ortalama + standart sapma
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Oxaliplatin - 48. saat
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Sekil 13. PC-3 hiicre hattinda 3,125-400 pM doz araliklarinda 48 saat

siireyle Oxaliplatin uygulamasinin hiicre canhhgina etkisi ve MTT

plakasi, n=5, veriler % canhlik ortalama * standart sapma
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Oxaliplatin - 72. saat

= =
o o
o o

[e3]
(=]

Hiicre Canlihgi (%)
& 8

[
(=]

[=]

Sekil 14. PC-3 hiicre hattinda 3,125-400 pM doz araliklarinda 72 saat
siireyle Oxaliplatin uygulamasinin hiicre canhhgina etkisi ve MTT

plakasi, n=5, veriler % canllik ortalama + standart sapma
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Sekil 15. PC-3 hiicre hattinda 3,125-400 pM doz arahklarinda 24, 48 ve 72

saatlik Oxaliplatin uygulamasimin MTT testi verileriyle yapilan probit

analizi ve I1Cso degerleri

Farkli doz ve siirelerde Oxaliplatin uygulamasi yapilan PC-3 hiicrelerinde belirlenen %
canlilik oranlar1 Tablo 9°da verildi. Tablo 9 incelendiginde 24 saatlik uygulamada en diisiik

iki dozun (3,125 uM ve 6,25 uM) hiicre canliliginda bir artisa neden oldugu goriildi. En
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yiiksek canlilik oraninin 24 saatlik uygulamada 3,125 pM dozunda, en diisiik canlilik oraninin
ise 72 saatlik uygulamada 400 uM konsantrasyonda oldugu belirlendi. 48 saatlik uygulamada
tim uygulama dozlar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu saptandi. 24
saatlik uygulamada hiicre canliliginda istatiksel olarak anlamli bir azalma olsa da en etkili
sonucun 48 ve 72 saatlik uygulamalarda oldugu belirlendi. Oxaliplatin uygulama dozlari ve
uygulama siireleri arasindaki iliski Pearson Korelasyonu ile analiz edildi (Tablo 10). Tablo
10°da verilen sonuglar degerlendirildiginde, uygulama dozlar1 ve tiim uygulama siireleri

arasinda yiiksek diizeyde, negatif ve anlaml bir iliski oldugu bulundu.

Veriler bir biitiin olarak ele alindiginda, Oxaliplatin uygulamasi PC-3 hiicrelerinde doza

ve zamana bagli bir 6liime neden oldu. En etkili uygulama siiresi 48 saat olarak belirlendi.

Tablo 9. PC-3 hiicre hattinda 3,125-400 pM doz araliklarinda 24, 48, 72 saatlik
Oxaliplatin uygulamasinin hiicre canhihigina etkisi

% Canh Hiicre

Doz n 24 saat 48 saat 72 saat
Kontrol 5 100,00 + 1,62¢F 100,00 + 0,64' 100,00 + 0,909
3,125 uM 5 111,45+ 4,259  93,37+211" 99,61 + 2,469
6,25 uM 5 105,06 + 6,767 88,18 +1,96° 94,00 + 0,63
12,5 uM 5 96,82+ 1,42¢  81,28+1,93" 88,59+ 3,67°
25 uM 5 9427 +1,29°  7291+2,18° 77,17 +0,59¢
50 uM 5 87,37+1,09 6754+0,68¢ 5143+277°
100 uM 5 79,91+1,02° 5295+212° 26,12 +1,31°
200 uM 5 60,65+0,88°  1550+1,53° 10,50+ 0,70?
400 M 5 29,88 + 2,10° 7,71+0,17° 6,89 + 0,20°

Ortalama+standart sapma, ANOVA-Duncan Test, p<0.05. Aym siitundaki farkli harf ile gosterilen

ortalamalar istatistik olarak farklidir.
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Tablo 10. Oxaliplatin doz-zaman iliskisine ait Pearson korelasyon tablosu

24 Saat 48 Saat 72 Saat Doz

Pearson Korelasyon 1 ,946** ,897** - Q75**
24 Saat  Sjg. (2-tailed) <0.0001 <0.0001 <0.0001
N 45 45 45 45
Pearson Korelasyon ,946** 1 ,957** - 925**
48 Saat  Sig. (2-tailed) <0.0001 <0.0001 <0.0001
N 45 45 45 45
Pearson Korelasyon ,897**  Q57** 1 -,851**
7233t sjg. (2-tailed) <0.0001 <0.0001 <0.0001
N 45 45 45 45
Pearson Korelasyon - 975** - 925*%* - 851** 1
Doz Sig. (2-tailed) <0.0001 <0.0001 <0.0001
N 45 45 45 45

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamlidir (2-tailed).

Piceatannol

Dogal fenolik bir bilesik olan Piceatannol’iin insan prostat kanseri PC-3 hiicre
hattindaki sitotoksik etkisi incelendi. 96 kuyucuklu plakalara ekilen hiicrelere 1-120 uM
araliginda 8 farkli dozda Piceatannol uygulandi ve 24, 48, 72 saatlik MTT testi ile hiicre

canlilig1 belirlendi.

Piceatannol 24, 48 ve 72 saatlik siirelerin tiimiinde hiicre canliliginda doza bagli bir
sekilde istatiksel olarak anlamli bir azalmaya neden oldu (p<0.001). Hiicre canliliginin 24,
saatte %48 (Sekil 16), 48. saatte %13 (Sekil 17), 72. saatte %7 (Sekil 18) oldugu belirlendi.
Kontrole kiyasla belirlenen hiicre canlilik oranlar1 kullanilarak yapilan probit analizinde ICsg
degerleri 24 saat uygulama ig¢in 112 uM, 48 saat i¢in 57 uM, 72 saat i¢in 44 uM olarak
saptand1 (Sekil 19).
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Sekil 16. PC-3 hiicre hattinda 1-120 pM doz araliklarinda 24 saat siireyle

Piceatannol uygulamasimin hiicre canlihigina etkisi ve MTT plakasi, n=5,

veriler % canlilik ortalama + standart sapma
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Piceatannol - 48. saat

Sekil 17. PC-3 hiicre hattinda 1-120 pM doz araliklarinda 48 saat siireyle

Piceatannol uygulamasinin hiicre canlih@ina etkisi ve MTT plakasi, n=5,

veriler % canlilik ortalama + standart sapma
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Piceatannol - 72. saat
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Sekil 18. PC-3 hiicre hattinda 1-120 pM doz araliklarinda 72 saat siireyle
Piceatannol uygulamasinin hiicre canhhgina etkisi ve MTT plakasi, n=5,

veriler % canhlik ortalama + standart sapma
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Sekil 19. PC-3 hiicre hattinda 1-120 pM doz araliklarinda 24, 48 ve 72
saatlik Piceatannol uygulamasinin MTT testi verileriyle yapilan probit

analizi ve 1Cso degerleri

Piceatannol’iin PC-3 hiicrelerinde farkli doz ve siirelerdeki uygulamalari sonucu
belirlenen % canlilik oranlar1 Tablo 11°de gosterildi. Veriler incelendiginde 48 ve 72 saatlik
uygulamalarda 1 uM, 10 pM ve 20 uM dozlarmin hiicre canliligmi artirdigr goriildii. En
yiiksek canlilik oran1 72 saatlik uygulamada 1 uM dozunda belirlenirken, en diisiik canlilik
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orani ise 72 saatlik uygulamada en yiikksek doz olan 120 uM’da saptandi. 24 saatlik
Piceatannol uygulamasi sonucunda hiicre canliligi anlamli olarak azalsa da 48 ve 72 saatlik
uygulamalar kadar etkili olamadig1 goriildii. Piceatannol uygulamasindaki doz-siire iliskisi
Pearson Korelasyonu ile analiz edildi (Tablo 12). Analiz sonuglarina gore Piceatannol
uygulama dozlar ile tiim uygulama siireleri arasinda yiiksek diizeyde, negatif ve anlamli bir

iliski oldugu bulundu.

Elde edilen bu verilere gore Piceatannol uygulamasi PC-3 hiicre hattinda doza ve

zamana bagli bir 6liime neden oldu. En etkili uygulama siiresi 48 saat olarak belirlendi.

Tablo 11. PC-3 hiicre hattinda 1-120 pM doz arahklarinda 24, 48, 72 saatlik
Piceatannol uygulamasinin hiicre canliigina etkisi

% Canh Hiicre

Doz n 24 saat 48 saat 72 saat
Kontrol 5 100,00 + 1,36 100,00 +1,62° 100,00 + 2,11¢
1M 5 97,58 + 1,84 105,19 + 0,457 111,16 + 2,91
10 pM 5 91,26 + 1,43° 104,64 0,577 110,48 £ 2,13
20 uM 5 91,10 + 3,84¢ 103,48 2,015 105,44 +1,67°
40 pM 5 84,63 + 1,244 79,93 + 1,36¢ 66,81 + 2,04°
60 uM 5 75,59 + 0,99° 41,94 + 4,05° 15,56 + 1,25°
80 uM 5 65,32 + 3,89° 21,28 +1,73° 7,63 +0,472
100 uM 5 51,88 + 3,40° 14,48 + 0,382 7,28 + 0,232
120 uM 5 47,87 + 1,822 12,53 + 0,412 6,93 + 0,112

Ortalama+standart sapma, ANOVA-Duncan Test, p<0.05. Aym siitundaki farkli harf ile gosterilen

ortalamalar istatistik olarak farklidir.
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Tablo 12. Piceatannol doz-zaman iliskisine ait Pearson Korelasyon tablosu

24 Saat 48 Saat 72 Saat Doz
Pearson Korelasyon 1 ,951"™ ,906** -,985%*
24 Saat  Sig. (2-tailed) <0.0001 <0.0001 <0.0001
N 45 45 45 45
Pearson Korelasyon ,951*%* 1 ,984** -,967**
48 Saat  Sig. (2-tailed) <0.0001 <0.0001 <0.0001
N 45 45 45 45
Pearson Korelasyon ,906**  984** 1 -,936**
72 Saat  Sig. (2-tailed) <0.0001 <0.0001 <0.0001
N 45 45 45 45
Pearson Korelasyon -,985** - 967** - 936** 1
Doz Sig. (2-tailed) <0.0001 <0.0001 <0.0001
N 45 45 45 45

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamlidir (2-tailed).

OXALIPLATIN VE PICEATANNOL UYGULAMALARININ GEN VE
PROTEIN SEVIYELERINE ETKIiSi

Calismamizda insan prostat kanseri PC-3 hiicre hattinda kontrol ve uygulama
gruplarinda IL6, IL6R, JAK1, JAK2, STAT3, EGFR, TGF-B, TGFB-R2, SMAD2, SMAD3,
p53, BCL2, BAX, Kaspaz 3, Kaspaz 8 gen ifadelerindeki degisimler gRT-PCR yontemi ile;
TGF-B, TGFB-R2, SMAD2, SMAD3, p-SMAD2/3, JAK2, STAT3, p-STAT3 protein

seviyelerindeki degisimler Western Blot analizi ile belirlendi.

JAK/STAT Sinyal Yolagi

Insan prostat kanseri PC-3 hiicre hattinda Oxaliplatin, Piceatannol ve kombine
uygulamalar1 yapilan gruplarda IL6, IL6R, JAK1, JAK2, STAT3 ve EGFR gen ifadelerinde
meydana gelen degisimler Tablo 13 ve Sekil 20’de; JAK2, STAT3, p-STAT3 protein
seviyelerindeki degisimler ise Sekil 21°de verildi.

Yapilan ¢alismada IL6 gen ifadesinin tiim uygulama gruplarinda kontrole gére anlamli
artis gosterdigi belirlendi (P<0.01). En yiiksek artis Oxaliplatin grubunda kontrole gore
9,58+0,22 kat iken, bunu sirasi ile OxaliplatintPiceatannol (kontrole gore 2,03+0,50 kat) ve
Piceatannol (kontrole gore 1,84+0,19 kat) gruplarinin takip ettigi saptandi. Oxaliplatin grubu,
Piceatannol ve Oxaliplatin+Piceatannol gruplarina gore istatiksel olarak anlamli farklilik
gosterirken; Piceatannol ve Oxaliplatint+Piceatannol gruplar arasinda istatiksel olarak anlaml

bir farklilik bulunamadi.
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Tablo 13. PC-3 hiicre hattinda 48 saat siireyle Oxaliplatin (O), Piceatannol (P) ve
Oxaliplatin+Piceatannol (O+P) uygulamalar1 sonucu, Kontrol grubuna (K) kiyasla
belirlenen JAK/STAT sinyal yolag: relatif gen ekspresyon degerleri. Veriler GAPDH, -
Aktin ve 18S ifadesi ile normalize edildi ve kontrole gore verildi; ortalama + standart

hata, tek yonlii ANOVA- Independent t-test, P <0.05.

Gen Ad1 K O P P P O+P P
IL6 0,99+0,02 9,58+0,22 <0,0001 1,84 +£0,19 0,0025 2,03 +0,50 0,0002
IL6R 1,00+£0,06 6,41 +0,32 <0,0001  3,10+0,18 0,0102  8,72+0,77 <0,0001
JAK1 0,99+0,03 1,78 +0,09 0,0065 147005 » 01951  3,15+028 <0,0001
JAK2 1,15£0,32  3,65+0,16 0,0186 13,65 + 0,46 <0,0001 11,76 +0,91 <0,0001

STAT3 0,97+0,05  0,66+0,02 P 01993 1,33+0,13 P> 00984  1,53+0,13 0,0031
EGFR 0,99+0,04  1,69+0,09 <0,0001 124006 » 01916 1,15:0,10 » 0633

ISTATIKSEL OLARAK A ARTAN, vAZALAN, P> STABIL

Calismamizda IL6R gen ifadesinin tiim uygulama gruplarinda kontrole gore istatiksel
olarak anlamli bir artis gosterdigi belirlendi (P<0.01) (Sekil 20). Oxaliplatin+Piceatannol
grubunda kontrole gore 8,72+0,77 katlik bir artis belirlenirken, Oxaliplatin grubunda
6,41+0,32 kat, Piceatannol grubunda 3,10+0,18 kat artis oldugu saptandi. IL6R gen ifadesinin
tiim uygulama gruplarinda istatiksel olarak anlamli diizeyde farkli oldugu belirlendi.

JAK1 gen ifadesi incelendiginde Piceatannol uygulamasinin, gen ifadesinde kontrole
kiyasla istatiksel olarak anlamli bir degisime neden olmadigi, Oxaliplatin+Piceatannol ve
Oxaliplatin gruplarinda ise sirasi ile kontrole gére 3,15+0,28 ve 1,78+0,09 kat artiglar
meydana geldigi ve bu artislarin istatiksel olarak anlamli diizeyde oldugu saptandi (P<0.01).
Buna ilaveten uygulama gruplari birbiri ile karsilastirildiginda Oxaliplatin+Piceatannol
grubunun diger gruplardan istatiksel olarak farkli oldugu saptandi (Sekil 20).

JAK2 gen ifadesi tiim uygulama gruplarinda kontrole kiyasla istatiksel olarak anlaml
artig gosterdi (P<0.01). Gen ifadesinin en yiiksek degerinin kontrole gore 13,65+0,46 kat ile
Piceatannol grubunda oldugu saptanirken bunu sirasiyla kontrole gére 11,76+0,91 Kat artis ile
Oxaliplatin+Piceatannol grubu ve kontrole gore 3,65 + 0,16 kat artis ile Oxaliplatin grubunun
takip ettigi belirlendi. Oxaliplatin, uygulama gruplari arasinda en diisiik gen seviyesine sahip
olan grup olarak Piceatannol ve Oxaliplatint+Piceatannol’e gore istatiksel olarak farklilik
gosterirken, Piceatannol ve Oxaliplatin+Piceatannol gruplarinin birbiri ile ayni istatiksel
gruba girdigi saptandi (Sekil 20). JAK2 protein seviyeleri incelendiginde, gen seviyelerindeki

artiglarin aksine tiim uygulama gruplarinda belirgin azalmalar goriildii. En diisiik protein
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seviyesi kontrole gore 0,58 kat azalma olan Oxaliplatin+Piceatannol grubunda, daha sonra

sirastyla 0,64 kat ile Oxaliplatin’de ve 0,74 kat ile Piceatannol grubunda gbzlendi (Sekil 21).
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Sekil 20. PC-3 hiicre hattinda Kontrol (K), Oxaliplatin (O), Piceatannol (P) ve
Oxaliplatin+Piceatannol (O+P) gruplarinda qRT-PCR ile belirlenen IL6, IL6R, JAKI,
JAK2, STAT3, EGFR gen ifadelerine ait relatif kat degisimleri. Veriler GAPDH, -
Aktin ve 18S ifadesi ile normalize edildi, ortalama + standart hata, * Kontrol ve
uygulama grubu karsilastirmasi, **Uygulama gruplar:1 karsilastirmasi, veriler istatiksel

olarak farkhdir, Independent t-test, P <0.05.

STAT3 gen ifadesinde Oxaliplatin ve Piceatannol gruplarinda kontrole kiyasla anlaml
bir fark olugmazken, Oxaliplatin+Piceatannol grubunda kontrole gore 1,53+0,13 kat artis
oldugu belirlendi (P<0.01) (Sekil 20). Oxaliplatin uygulamas1 STAT3 gen ifadesinde kontrole
gore istatiksel olarak anlamli bir degisime neden olmasa da 0,66+0,02 kat ile en diisiik gen

seviyesine sahip olan grup olarak Piceatannol ve Oxaliplatin+Piceatannol gruplarindan

54



istatiksel olarak farkli oldugu saptandi. Piceatannol ve Oxaliplatint+Piceatannol gruplarinin
STAT3 gen ifadeleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenemedi. STAT3
protein seviyesinin Oxaliplatin grubunda kontrol seviyesinde kaldigi, Piceatannol grubunda
0,91 kat, Oxaliplatin+Piceatannol grubunda ise 0,84 kat azaldig: saptandi. En diisiik p-STAT3
protein seviyesi kontrole kiyasla 0,57 kat azalma ile Oxaliplatin+Piceatannol grubunda
saptanirken, bunu sirasiyla 0,69 kat ile Oxaliplatin ve 0,89 kat ile Piceatannol gruplarinin
takip ettigi belirlendi (Sekil 21).

EGFR gen ifadesinde Piceatannol ve Oxaliplatint+Piceatannol gruplarinda kontrole
gore anlamli bir farklilik olugsmazken, Oxaliplatin grubunda kontrole gére 1,69 + 0,09 katlik
anlaml1 bir artis oldugu saptandi (P<0.01). En yiiksek seviyeye sahip grup olan Oxaliplatin,
Piceatannol ve Oxaliplatin+Piceatannol gruplarina gore de istatiksel olarak farklilik gosterdi
(Sekil 20).

sTAT3 S

1 0,99 0,91 0,84
p-STAT3 h e e—
1 0,69 0,89 0,57

el
1 0.64 0,74 0,58
-Acti — - —
p-actin | R S
K O P O+P
Sekil 21. PC-3 hiicre hattinda Kontrol (K), Oxaliplatin (O), Piceatannol (P) ve
Oxaliplatin+Piceatannol (O+P) gruplarinda STAT3, p-STAT3, JAK2 ve B-Aktin

protein bantlarinin goriintiisii.

TGF-p Sinyal Yolagi

PC-3 hiicre hattinda Oxaliplatin, Piceatannol ve kombine uygulamalar1 yapilan
gruplarda TGF-B, TGFB-R2, SMAD2 ve SMAD3 genlerinin ifadesinde meydana gelen
degisimler Tablo 14 ve Sekil 22’de; TGF-B, TGFB-R2, SMAD2, SMAD3, p-SMAD2/3
protein seviyelerindeki degisimler Sekil 23’te verildi.

Calisgmamizda kontrol ve uygulama gruplarinda belirlenen TGF-B gen ifadesi

incelendiginde Oxaliplatin+Piceatannol grubunda kontrole gore 1,42+0,10 kat, Piceatannol
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grubunda 1,29+0,07 kat artis oldugu belirlendi (P<0.05) (Sekil 22). Oxaliplatin grubunun
kontrole gore 0,82+0,03 kat azalma ile en diisiik gen seviyesine sahip oldugu, kontrol
grubundan istatiksel olarak farkli olmasa da Piceatannol ve Oxaliplatint+Piceatannol
gruplarindan farkli oldugu belirlendi. Western Blot ile belirlenen protein seviyelerinin de gen
ekspresyon seviyeleri ile paralel degisim gosterdigi saptandi. Oxaliplatin grubu TGF-§
protein seviyesindeki 0,92 kat diislis ile kontrol seviyesinde kalirken, en yiiksek protein
seviyesinin kontrole gore 1,21 kat artis ile Piceatannol grubunda oldugu ve

Oxaliplatint+Piceatannol grubunda da 1,12 kat artig oldugu saptandi (Sekil 23).

Tablo 14. PC-3 hiicre hattinda 48 saat siireyle Oxaliplatin (O), Piceatannol (P) ve
Oxaliplatin+Piceatannol (O+P) uygulamalar1 sonucu, Kontrol grubuna (K) kiyasla
belirlenen TGF-p sinyal yolagi relatif gen ekspresyon degerleri. Veriler GAPDH, j-
Aktin ve 18S ifadesi ile normalize edildi ve kontrole gore verildi; ortalama * standart

hata, tek yonlii ANOVA- Independent t-test, P <0.05.

Gen Ad1 K (@) P P P O+P P
TGF-p 0,99 £ 0,01 0,82+0,03 P 0,3856 1,29 £ 0,07 1,29 +£0,07 1,42 £0,10 0,0005
TGFp-R2 1,00 +0,03 0,95+0,05 P 0,886 0,53+0,04 V¥ 053+0,04 0,67+0,04 V¥ <0,0001
SMAD?2 1,00£0,04 1,95+0,18 <0,0001 0,96+0,05 » 096+0,05 143+0,10 > 0,0744
SMAD3 1,01+£0,02 047+0,14 V¥ 0,0012 1,39 +£0,04 1,39+0,04 1,16+0,08 > 0,8261

ISTATIKSEL OLARAK A ARTAN, ¥ AZALAN, P> STABIL

Calisma kapsaminda TGFB-R2 gen ifadeleri incelendiginde Piceatannol grubunda
kontrole gore 0,53+0,04 kat, Oxaliplatin+Piceatannol grubunda ise 0,67+0,04 kat olmak {izere
anlamli azalmalarin oldugu belirlendi (P<0.01) (Sekil 22). Oxaliplatin grubunun 0,95+0,05
kat ile kontrol seviyesinde kaldig1 ve Piceatannol ve Oxaliplatint+Piceatannol gruplarindan
istatiksel olarak farkli oldugu saptandi. Protein seviyeleri ise gen ekspresyon sonuglarinin
aksine Oxaliplatin grubunda kontrole gore 0,81 kat azalirken; Piceatannol grubunda 1,16 kat,
Oxaliplatint+Piceatannol grubunda 1,08 kat artis gosterdi (Sekil 23).

Kontrol ve uygulama yapilan PC-3 hiicrelerinde SMAD?2 gen ifadesi incelendiginde
en yiiksek gen seviyesinin kontrole gére 1,95+0,18 kat artis ile Oxaliplatin grubunda oldugu
saptand1 (P<0.01) (Sekil 22). Bunu sirasiyla 1,43+0,10 kat artis ile Oxaliplatin+Piceatannol
grubu ve 0,96+0,05 kat ile Piceatannol grubunun takip ettigi belirlendi. Tiim uygulama
gruplarinda belirlenen gen ifadelerinin birbirinden istatiksel olarak anlamli diizeyde farkli

oldugu saptandi. SMAD?2 protein seviyelerinin tiim uygulama gruplarinda belirgin bir sekilde
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azaldigt ve en disik protein seviyesinin kontrole gore 0,49 kat azalan
Oxaliplatint+Piceatannol grubunda, daha sonra sirasiyla 0,62 kat azalma ile Oxaliplatin’de ve

0,87 kat azalma ile Piceatannol’de oldugu saptandi (Sekil 23).
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Sekil 22. PC-3 hiicre hattinda Kontrol (K), Oxaliplatin (O), Piceatannol (P) ve
Oxaliplatin+Piceatannol (O+P) gruplarinda qRT-PCR ile belirlenen TGF-B,
TGFBR2, SMAD2, SMAD3 gen ifadelerine ait relatif kat degisimleri. Veriler
GAPDH, B-Aktin ve 18S ifadesi ile normalize edildi, ortalama + standart hata, *
Kontrol ve wuygulama grubu karsilastirmasi, **Uygulama gruplari

karsilastirmasi, veriler istatiksel olarak farkhidir, Independent t-test, P <0.05.

Calismamizda SMAD3 gen ifadesinde Oxaliplatin grubunda kontrole gore 0,47+0,14
kat anlamli bir azalma olurken, Piceatannol grubunda ise 1,39+0,04 katlik anlamli bir artig

oldugu belirlendi (P<0.05) (Sekil 22). Oxaliplatin+Piceatannol grubunda kontrole gore 1,16

katlik bir artis olsa da bu artisin istatiksel olarak anlamli olmadigi saptandi. Uygulama
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gruplart  kendi aralarinda karsilastirildiginda, Oxaliplatin  grubunun Piceatannol ve
Oxaliplatin+Piceatannol gruplarindan istatiksel olarak anlamli 6lgiide farkli oldugu saptandi.
SMAD3 protein seviyesi Oxaliplatin grubunda kontrol seviyesinde kalirken, Piceatannol ve
Oxaliplatint+Piceatannol gruplarinda 0,87 kat azalma oldugu belirlendi (Sekil 23). p-
SMAD?2/3 protein seviyeleri incelendiginde tiim uygulama gruplarinin kontrole kiyasla artis
gosterdigi bulundu. En yiiksek protein seviyesi kontrole gore 1,42 kat artis gosteren
Piceatannol grubunda gézlenirken bunu sirasiyla 1,29 kat artis ile Oxaliplatin grubu ve 1,13

kat ile Oxaliplatin+Piceatannol grubunun takip ettigi belirlendi.

TGE-p - m e

1,21 1,12

rarpR — — e
0,81 1,16 1,08

p-SMAD2/3 ‘ — e

1,29 1,42 1,13
SMAD2 _—- e

1 0,62 0,87 049
SMAD3 = W— S —

1 0,87 0.87
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Sekil 23. PC-3 hiicre hattinda Kontrol (K), Oxaliplatin (O), Piceatannol
(P) ve Oxaliplatin+Piceatannol (O+P) gruplarinda TGF-g, TGFB-R2, p-
SMAD?2/3, SMAD2, SMAD3 ve B-Aktin protein bantlarinin goriintiisii.

Apoptoz Sinyal Yolag:

Caligma  kapsaminda PC-3  hiicre hattinda Oxaliplatin, Piceatannol ve
Oxaliplatin+Piceatannol uygulamasi ile p53, BCL2, BAX, Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 genlerinin
ifadelerinde meydana gelen degisimler Tablo 15 ve Sekil 24’te verildi.

Caligmamizda p53 gen ifadesinin Oxaliplatin grubunda kontrole kiyasla 33,85+3,60
kat, Piceatannol grubunda ise kontrole gore 198,27+30,21 kat artis gosterdigi ancak bu
artiglarin istatiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi. Bununla birlikte p53 gen ifadesinin
kontrole gore 981,37+120,69 Kat artis gosterdigi grup olan Oxaliplatin+Piceatannol grubunda

istatiksel olarak anlamli bir artis oldugu saptandi1 (P<0.01) (Sekil 24). Oxaliplatin+Piceatannol
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grubu en yliksek gen seviyesine sahip grup olarak Oxaliplatin ve Piceatannol’e gore de

istatiksel olarak farklilik gosterdi.

Tablo 15. PC-3 hiicre hattinda 48 saat siireyle Oxaliplatin (O), Piceatannol (P) ve
Oxaliplatin+Piceatannol (O+P) uygulamalar1 sonucu, Kontrol grubuna (K) kiyasla
belirlenen Apoptoz sinyal yolag1 relatif gen ekspresyon degerleri. Veriler GAPDH, -
Aktin ve 18S ifadesi ile normalize edildi ve kontrole gore verildi; ortalama + standart

hata, tek yonlii ANOVA- Independent t-test, P <0.05.

Gen Ad1 K O P P P O+P P
p53 0,98+0,24 33,85+£3,60 p 09994  19827+3021 P 0,1828 981,37 £ 120,69 <0,0001
BCL2 1,03+0,04 0,24+0,01 V¥ <0,0001 0,51+0,05 ¥ <0,0001 0,29 +0,05 Vv <0,0001
BAX 0,97+0,05 1,24+0,13 P 10,1915 0,93+0,05 P 0,9994 1,25 £0,06 > 0,1589
Kaspaz3  098+0,03 1,17+0,06 P 05963 1,57 £ 0,07 0,0004 1,97 £ 0,14 <0,0001
Kaspaz8  0,99+0,05 1,20+0,08 P 04502 1,41 +£0,05 0,0117 1,82 +0,13 <0,0001

ISTATIKSEL OLARAK A ARTAN, vAZALAN, P> STABIL

BCL2 gen ifadesinin tiim uygulama gruplarinda kontrole kiyasla istatiksel olarak
anlamli bir azalma gosterdigi bulundu (P<0.01) (Sekil 24). En belirgin azalma kontrole gore
0,24+0,01 kat ile Oxaliplatin grubunda olurken bunu sirasiyla kontrole gore 0,29+0,05 kat
azalma ile OxaliplatintPiceatannol grubu ve kontrole gore 0,51+0,05 kat azalma ile
Piceatannol grubunun takip ettigi belirlendi. Uygulama gruplari kendi aralarinda
karsilastirildiginda Piceatannol grubunun Oxaliplatin ve Oxaliplatin+Piceatannol gruplarindan
istatiksel olarak anlamli 6l¢tide farkli oldugu saptandi.

Calisma kapsaminda BAX gen ifadesinin Oxaliplatin+Piceatannol grubunda kontrole
gore 1,25+0,06 kat, Oxaliplatin grubunda kontrole gore 1,24+0,13 kat artis gosterdigi ancak
bu artiglarin istatiksel olarak anlamli diizeyde olmadigi belirlendi. Piceatannol uygulamasi
yapilan hiicrelerde BAX geninin kontrol seviyesinde kaldig1 saptand (Sekil 24).

Kontrol ve uygulama yapilan PC-3 hiicrelerinde Kaspaz 3 gen ifadesi incelendiginde
kontrole gore 1,17+0,06 kat artis gosteren Oxaliplatin grubunda istatiksel olarak anlamli
diizeyde bir farklilik bulunamadi. En yiiksek Kaspaz 3 gen seviyesi kontrole gore 1,97+0,14
kat artan Oxaliplatin+Piceatannol grubunda belirlenirken bunu kontrole gore 1,57+0,07 kat
artan Piceatannol grubunun takip ettigi saptandi (P<0.01) (Sekil 24). Buna ilaveten uygulama
gruplart birbiri ile karsilastirildiginda Piceatannol ve Oxaliplatin+Piceatannol gruplarinin

diger gruplardan istatiksel olarak farkli oldugu belirlendi.
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Calismamizda Kaspaz 8 gen ifadesi incelendiginde en yiiksek gen seviyesinin kontrole
gore 1,82+0,13 kat artan Oxaliplatin+Piceatannol grubunda oldugu saptandi (P<0.01) (Sekil
24). Piceatannol grubunda kontrole gére 1,41+0,05 kat anlamli bir artis oldugu ancak kontrole
gore 1,20+0,08 kat artan Oxaliplatin grubunda istatiksel olarak anlamli diizeyde bir degisim
olmadig belirlendi. Uygulama gruplar1 birbiri ile karsilastirildiginda Oxaliplatin grubunun
diger gruplardan istatiksel olarak farkli oldugu saptand.
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Sekil 24. PC-3 hiicre hattinda Kontrol (K), Oxaliplatin (O), Piceatannol (P) ve
Oxaliplatin+Piceatannol (O+P) gruplarinda qRT-PCR ile belirlenen p53, BCL2, BAX,
Kaspaz 3, Kaspaz 8 gen ifadelerine ait relatif kat degisimleri. Veriler GAPDH, B-Aktin
ve 18S ifadesi ile normalize edildi, ortalama + standart hata, * Kontrol ve uygulama
grubu karsilastirmasi, **Uygulama gruplan karsilastirmasi, veriler istatiksel olarak

farkhdir, Independent t-test, P <0.05.
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TARTISMA

Prostat kanseri, erkekler arasinda en sik teshis edilen ikinci kanser tiriidir ve kanser
Oliimlerine bakildiginda altinci sirada yer almaktadir. Diinya capindaki prostat kanseri
yiikiinlin, niifusun biiylimesi ve yaslanmasiyla dogru orantili olarak artmasi beklenmektedir
(75). Prostat kanseri, siddetine bagli olarak lokalize olabilmekte veya metastaz
yapabilmektedir. Lenfatik sistem yoluyla metastaz yapabilen prostat kanseri kemige yayilim
gostermektedir (76). Lokalize hastaligi olan vakalarda klinik sonuglar iyi olsa da, prognozu
kotii olan metastatik prostat kanserli hastalarin 5 yillik sagkalim oranlart %30°u
gegmemektedir (77). Metastaz durumunda prostat bezlerini, iliskili dokular1 ve lenf
diigiimlerini ¢ikarmak icin cerrahi operasyon tercih edilebilmektedir. Bunun disinda
radyasyon tedavisi ve ADT gibi segenekler bulunmaktadir (76). ADT genel olarak hastaligin
ilerlemesini engelleyememektedir ve en sonunda hormona duyarli prostat kanseri, diisiik
testosteron seviyelerinde bile direng gelistirerek kastrasyona direngli prostat kanserine
dontismektedir (77). ADT’nin etkisiz kaldigi durumlarda kemoterapétik ajanlar tercih
edilebilmektedir (76). Bununla birlikte kastrasyona direngli prostat kanseri oliimciil bir tan
olmaya devam etmekte ve daha etkili terap6tik yaklagimlara ihtiyag duyulmaktadir (77).

Oxaliplatin, replikasyon ve transkripsiyon siireclerini bozabilen, hiicre dongiisiinii
durduran ve apoptozu indiikleyebilen {igiincii nesil platin bazli bir kemoterapi ilacidir. Temel
olarak kliniklerde kolorektal kanser tedavisi i¢in kullanilmaktadir ancak prostat kanseri de
dahil olmak iizere farkli tiimorlere karsi da etkili oldugu bulunmustur (78). Oxaliplatin
nefrotoksik degildir. Hafif hematotoksisite ve genellikle tedavinin kesilmesiyle geri
dondiiriilebilen kiimiilatif norosensoriyel toksisite ile sinirli iyi bir giivenlik profiline sahiptir

(70). Dorff ve ark.’nin (79) yaptig1 calismada daha once bir taksan ile tedavi edilen metastatik
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kastrasyona direngli prostat kanseri olan hastalarda Pemetrexed ile kombine edilen
Oxaliplatin’in etkili bir secenek olabilecegi bildirilmistir. Bagka bir ¢alismada Oxaliplatin’in
prostat kanseri hiicre hatlarinda ve preklinik hayvan modellerinde immiin kontrol noktasi
blokaj tedavisi (anti-PD-1) ile birlikte etkinligi arastirilmistir. Bunun sonucunda
Oxaliplatin’in prostat kanserinde anti-PD-1 tedavisini duyarli hale getirdigi ve bu
kombinasyonun kastrasyona direngli hastalarda bir segenek olabilecegi bildirilmistir (4).

Dogal iiriinler, farmakolojik olarak aktif kemopreventif ajanlarin kesfinde 6nemli bir
baslangi¢c noktasidir. Dogal kaynaklardan elde edilen biyolojik olarak aktif iiriinlerin tibbi
rolii, aragtirmacilarin bu alana yonelmesinde etkili olmustur (80). Piceatannol, resveratrol
analogu olan fenolik bir bilesiktir. Caligmalarda Piceatannol'iin anti-inflamatuar ve
immiinosupresif Ozelliklere sahip, farkli tiimor tiplerine karsi antikanser aktivite gdsteren
umut verici bir kemopreventif ajan oldugu bildirilmistir (81). Piceatannol’iin prostat, mesane
ve meme kanseri dahil olmak iizere cesitli kanser tiirlerinde biiyiimeyi inhibe ettigi ve
proapoptotik etki gosterdigi rapor edilmistir (73). Piceatannol dogal olarak olusan bir protein
tirozin kinaz inhibitoriidiir, ayn1 zamanda STAT3 ve STATS’i de inhibe etmektedir (82). Cok
sayida sitokin ve sitokin reseptorii, dort JAK ve yedi STAT olmasina ragmen, STAT3'lin IL6
aracili aktivasyonunun, tiimdorijenezi indiikleyen temel sinyal yolu oldugu goriilmektedir (83).
Barton ve ark.’nin (84) yaptigi calismada STAT3 inhibe edildiginde prostat kanseri hiicre
hatlarinda apoptozun indiiklendigi bulunmus, STAT3 inhibisyonunun prostat kanserinde etkili
bir yaklasim olabilecegi bildirilmistir.

TGF-B sinyalinin, meme kanseri, melanom, 6zellikle de prostat kanserinde kemik
metastaz1 gelisiminde 6nemli rol oynadigini gosteren c¢alismalar bulunmaktadir (8,85-87).
TGF-B sinyali olmayan fibroblastlarin bu kanser tiirlerinde ilerlemeyi artirdigi bildirilmistir
(88).

Wang ve ark.’nin (50) yaptig1 ¢alismada STAT3 ve SMAD3 arasinda dogrudan bir
etkilesim oldugu, STAT3’iin SMAD3 i¢in SMADA4 ile bir ¢esit rekabete girdigi bildirilmistir.
Bu rekabet sonucunda SMAD3-SMAD4 kompleksinin ve dolayisiyla da TGF-B sinyal
yolaginin bozuldugu bulunmustur. Luwor ve ark. (89) asir1 eksprese edilmis EGFR tarafindan
spesifik ve kalic1 olarak aktive edilen STAT3'in, TGF-B duyarliliginin azalmasindan sorumlu
bir anahtar sinyal molekiil oldugunu bildirmislerdir.

Bu bilgiler dogrultusunda, prostat kanserinde JAK/STAT ve TGF-B sinyal yolagini
hedeflemenin etkili bir terapotik yaklasim olabilecegi disiiniildii. Yapilan literatiir

arastirmasinda Oxaliplatin ve Piceatannol kombinasyonu ile ilgili herhangi bir ¢alismaya
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rastlanmadi. Bu c¢alismada Oxaliplatin ve Piceatannol kombinasyonu ile STAT3’iin
baskilanmasi, bunun sonucunda TGF-B sinyal yolag: aracilig1 ile insan prostat kanseri PC-3
hiicre hattinda olusacak sitotoksik etkinin belirlenmesi amaglandi.

Calismamizda ilk olarak insan prostat kanseri PC-3 hiicre hattinda Oxaliplatin ve
Piceatannol’iin ICso degerleri MTT testi yapilarak belirlendi. Buna goére, PC-3 hiicre hattinda
24, 48, 72 saatin sonunda ICso degerleri sirasiyla Oxaliplatin i¢in 250 uM, 64 uM ve 51 uM
(Sekil 15); Piceatannol igin 112 pM, 57 puM, 44 uM olarak bulundu (Sekil 19). Onceki
caligmalarda PC-3 hiicrelerinde 48 saatlik Oxaliplatin uygulamasi sonunda ICso degerleri 43
uM (90,91), 72 saatlik uygulama sonunda 100 uM (92) olarak rapor edilmistir. Marzo ve
ark.’nin (78) yaptigi calisgmada 200 uM Oxaliplatin uygulanan PC-3 hiicrelerinde 24 saat
sonunda hiicre canliliginin %40, 48 saat sonunda ise %52 azaldig1 belirlenmistir. Kido ve ark.
(14), PC-3 hiicrelerine 40 uM Piceatannol uygulandiginda 72 saat sonunda hiicre canliliginin
yaklasik %50 oldugunu bildirmistir. Diger bir ¢alismada, PC-3 hiicrelerine 25 uM Piceatannol
uygulandiginda, 72 saat sonunda canliligin %50’nin {izerinde oldugu rapor edilmistir (71).
Dias ve ark. (93) ise PC-3 hiicrelerine 6 giinliikk Piceatannol uygulamasi yapildiginda ICso
degerinin 34,6 uM oldugunu bildirmistir. Calismamizda belirledigimiz 1Cso degerlerinin
literatiir verileri ile benzerlik gosterdigi goriilmektedir.

Calismamizda MTT testi sonuglarina gore her iki ajan i¢in de en etkili uygulama
sliresinin 48 saat oldugu belirlendi ve bulunan ICsp degerleri ile tekli ve kombine uygulamalar
yapildi. Calismanin bir sonraki asamasinda Oxaliplatin ve Piceatannol uygulamalarinin PC-3
hiicrelerinde JAK/STAT, TGF-B ve apoptoz sinyal yolaklari tizerindeki etkileri qRT-PCR ve
western blot analizleri ile belirlendi.

JAK/STAT sinyal yolagi hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve hayatta kalmasi
stireclerinde merkezi bir rol oynamaktadir (94). Bu sinyal yolunun anormal aktivasyonu,
timor olusumunu tesvik etmektedir (95). IL6, kendi reseptorii tizerinden JAK2/STAT3 sinyal
yolunun ana aktivatorii olan ¢ok islevli bir sitokindir (96). IL6, 16semi, renal hiicreli
karsinomlar ve prostat dahil olmak iizere g¢esitli malign tiimor tiplerinde biiyiime ve
farklilagsmanin diizenlenmesinde dnemli rol oynamaktadir. IL6 ve reseptoriiniin ekspresyonu,
sadece insan prostat kanseri hiicrelerinde degil, dogrudan hastalardan elde edilen insan prostat
karsinomasi ve iyi huylu prostat hiperlazisinde de gosterilmistir. Ayrica, metastatik prostat
karsinomu olan hastalarin serumlarinda IL6 seviyelerinin yiiksek oldugu bulunmustur (97).
IL6'ya yanit olarak prostat kanseri hiicrelerinde gozlemlenen proliferasyon hizindaki artisin,

STAT3'"lin aktivasyonu yoluyla oldugu gosterilmistir (98). p-STAT3 ve IL6R ekspresyonunu
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incelemek icin kastrasyona direngli prostat kanserinden 6len hastalarin otopsilerinden alinan
metastatik numuneler analiz edilmistir. Kemigin %98'inde, lenf diiglimiiniin %84'linde ve
viseral metastazlarin %78'inde p-STAT3 ve IL6R arasinda giiclii bir ¢apraz etkilesim oldugu
belirlenmistir (99). Abdulghani ve ark. (100) insan prostat kanseri DU145 hiicre hattina
STAT3 aktarimiyla akciger metastazlarinin kontrole kiyasla 33 kat arttigin1 ve STAT3’{in
prostat kanseri hiicrelerinde hiicre gogiinii destekledigini bildirmistir. p-STAT3, IL6’nin bloke
edilmesi yoluyla ya da dogrudan kendisinin inhibe edilmesiyle bloke edildiginde prostat
kanseri hiicrelerinde koloni olusturma yetenegini ve in Vvivo tiimorijeniteyi 6nemli olglide
bastirmigtir (101).

Kwon ve ark. (15) DU-145 insan prostat kanseri hiicrelerinde Piceatannol’iin etkisini
incelemis ve Piceatannol’iin IL6 salgilanmasini azalttigini, STAT3 fosforilasyonunu inhibe
ettigini bildirmislerdir. Farelere oral yolla Piceatannol verildiginde tiimor dokularinda STAT3
fosforilasyonunun azaldigr ve meme tiimorii biiylimesinin baskilandigi belirlenmistir (102).
Oxaliplatin uygulanan HCT-116 insan kolon kanseri hiicre hattinda STAT3 protein seviyeleri
kontrol ile ayni seviyede kalirken p-STAT3 seviyesi kontrole kiyasla azalmistir (103).
Roberts ve ark.’nin (104) yaptig1 ¢alismada KR158 ve GL261 miirin glioma hiicrelerinde
Oxaliplatin uygulamasimin doza bagl bir sekilde p-STAT3 protein seviyesini azalttigi
bildirilmistir. Bu verilerle uyumlu olarak, yaptigimiz calismada Oxaliplatin, Piceatannol ve
ozellikle iki ajanin kombinasyonunun STAT3 proteininin fosforilasyonunu inhibe ettigi, p-
STATS3 protein seviyesinin tiim uygulama gruplarinda kontrole gore belirgin sekilde azaldigi
belirlendi. Ayn1 zamanda JAK2 protein seviyesinin de tim uygulama gruplarinda kontrole
gore azalma gosterdigi saptandi (Sekil 21). IL6, IL6R araciligi ile JAK tirozin kinazlar aktive
etmekte, aktiflesen JAK’lar da STAT’lan1 fosforile etmektedir. Fosforile edilen STAT'lar
dimerleserek ¢ekirdege gecmekte, burada spesifik DNA yanit elemanlarina baglanarak hedef
genlerin ekspresyonunu indiiklemektedirler (105-107). Yaptigimiz uygulamalar sonucunda
fosforilasyonu inhibe edilen STAT3’lin hedef gen ekspresyonlarini baslatamadig diistiniildii.
Azalan protein seviyelerinin aksine IL6, IL6R, JAK1, JAK2 ve STAT3 gen seviyelerinin tiim
uygulama gruplarinda kontrole gore artig gosterdigi saptandi (Sekil 20). STAT3’i kalict
olarak aktive eden malign tiimérler, hiicre canliligimnin devam edebilmesi igin STAT3’e
bagimli olmaktadirlar (84). Bu durum g6z Oniinde bulunduruldugunda STAT3
fosforilasyonunun inhibe edilmesine bir tepki olarak gen seviyelerinin arttigi diistinildi.
EGFR gen seviyesi Piceatannol ve Oxaliplatin+Piceatannol gruplarinda kontrole gore

degisiklik gostermezken, Oxaliplatin grubunda artig gosterdi. Bu artigin Troiani ve ark.’nin
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(108) yaptigi calisma ile tutarli oldugu, hiicrelerin Oxaliplatin uygulamasi sonucunda
canliligin devam edebilmesi i¢in EGFR’yi artirdigr diisiiniildii. Bu sonuglara gore,
Oxaliplatin, Piceatannol ve Oxaliplatin+Piceatannol uygulamalarinin tiimiiniin beklendigi gibi
JAK/STAT sinyal yolagini etkili bir sekilde baskiladig: belirlendi.

TGF-B hiicre biiyiimesini ve Olimiini, farklilasmayi, bagisiklik tepkisini,
anjiyogenezi ve inflamasyonu diizenleyen ¢ok sayida biyolojik sinyali indiiklemek igin
plazma zarindaki protein kinaz reseptorleri lizerinde etki eden bir sitokin siiper ailesine aittir.
Bu yolagin diizensizligi, kanser de dahil olmak {izere cok cesitli patolojilere katkida
bulunmaktadir. TGF-B, epitel hiicrelerinde proliferasyonu erken inhibe ettigi ve apoptozu
indiikledigi i¢in 6nemli bir timor baskilayict faktérdiir. Bununla birlikte timor hiicreleri,
TGF-f'nin neden oldugu baskilayict etkilerin {istesinden gelmek i¢in mekanizmalar
gelistirebilmekte ve bu etkilere direng gelistiginde tiimoriin ilerlemesine katkida bulunan
diger faktorleri de indiikleyebilmektedirler (109). Prostat kanseri hiicrelerinde TGF-f1
ekspresyon seviyelerinin prognoz ile iliski olup olmadigini arastiran ¢alismalarda TGF-B1’in
malign prostat dokusunda benign prostat hiperplazisi numunelerine goére daha az eksprese
edildigi bildirilmigtir (110,111). Insan prostat kanseri LNCaP hiicre hattinda TGFBRI1 ve
TGFBR2 fonksiyonlart geri kazandirildiginda malignitenin azaldigi rapor edilmistir (10). Bazi
caligmalar ise prostat kanseri hiicrelerinde daha yiiksek TGF-f ekspresyonu oldugunu ancak
hiicrelerin TGF-B’nin biiylimeyi inhibe edici etkilerinden kaginmak i¢cin TGFBR1 ve TGFBR2
ekspresyonlarin1  veya fonksiyonlarini azaltabildigini bildirmistir (112,113). Reseptor
duyarlilig1 azalan TGF-B’nin ekspresyonu indiiklenebilmekte ve daha agresif fenotiplere yol
acabilmektedir (112). TGF-B ekspresyonunun azalmasi prostat kanserinin baslamasi ve
ilerlemesiyle ilgili oldugu gibi artmasi da, daha agresif tiimoérlerde daha ¢ok eksprese edildigi
i¢in, timor ilerlemesi ile iligkili olabilmektedir (110).

TGF-B ligand1 TGFBR2’ye baglandiginda, TGFBR1 fosforilasyonunu katalizleyerek
SMAD2 ve SMAD3 proteinlerinin fosforilasyonunu tetiklemektedir. SMADA4 ile heteromerik
kompleksler olusturan SMAD2 ve SMAD3 c¢ekirdege gecerek hedef genlerin
transkripsiyonunu diizenlemektedirler (114). Calismamizda PC-3 hiicre hattinda Oxaliplatin
uygulamasi sonucunda TGF-f ve TGFBR2 gen seviyeleri kontrol seviyesinde kalirken,
SMAD?2 seviyesinin arttigit SMAD3 seviyesinin ise azaldig1 saptandi (Sekil 22). Western blot
analizi ile belirlenen TGF-B ve SMAD3 protein seviyeleri kontrole gore degisiklik
gostermezken TGFBR2 ve SMAD2’nin kontrole gore azaldigi, p-SMAD2/3 seviyesinin ise
arttig1 belirlendi (Sekil 23). Jiang ve ark.’nin (115) yaptigi ¢alismada insan kolon kanseri
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HCT116 ve SW620 hiicrelerine Oxaliplatin uygulanmig ve TGF-B, TGFBR2, SMAD2,
SMAD3 gen seviyelerinin ve TGF-f, TGFBR2, p-SMAD2/3 protein seviyelerinin kontrole
gore anlamli bir azalma gosterdigi, Oxaliplatin’in kolon kanseri hiicrelerinde TGF-$ sinyal
yolagini inhibe ettigi bildirilmistir. Farkli hiicre hatlar1 kullanilmis olsa da Oxaliplatin
uygulamamizin sonuglarinin genel olarak bu ¢alisma ile uyumlu oldugu goriildii. SMAD’larin
gen transkripsiyonunu indiikleme veya inhibe etme yetenegi, TGF-B ile sinirhi degildir (116).
Bu yiizden p-SMAD2/3 protein seviyesindeki artisin farkli sinyal yolaklar1 araciligi ile
indiiklenmis olabilecegi, Oxaliplatin’in PC-3 hiicrelerindeki etkisinin TGF-$ sinyal yolag:
tizerinden olmadig disiiniildi. OxaliplatintPiceatannol ve 6zellikle de Piceatannol
uygulamalarinin PC-3 hiicrelerinde TGF-f sinyal yolagini indiikledigi belirlendi. Her iki
uygulama sonrasinda da TGF-B, TGFBR2, p-SMAD2/3 protein seviyelerinin kontrole goére
belirgin bir sekilde arttigi, SMAD2 ve SMAD?3 seviyelerinin ise azaldigi goriildii (Sekil 23).
gRT-PCR ile belirlenen gen seviyeleri incelendiginde, her iki uygulama sonrasinda da TGF-3
gen seviyelerinin kontrole gore artis gosterdigi, TGFBR2 nin azaldigi SMAD2’nin ise kontrol
seviyesinde kaldigi saptandi. Piceatannol tekli uygulamasi ile SMAD3 gen seviyesinde
kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir artig goriiliirken, kombine uygulama ile meydana
gelen artigin istatiksel olarak anlamli olmadig belirlendi (Sekil 22).

Tang ve ark. (60) aktive edilen STAT3’iin hem fosforile hem de fosforile olmayan
SMAD?3 ile etkilesime girebildigini bildirmislerdir. Bu bilgi dogrultusunda, ¢alismamizda
STAT3’ilin fosforilasyonu inhibe edildiginde p-SMAD2/3 protein seviyesinin arttig1 goriildii
(Sekil 23). SMAD2 ve SMAD3 protein seviyesindeki azalmalarin p-SMAD2/3 kompleksinin
olusumundan dolayr olabilecegi, bu sonuglarin SMADS3 ile STAT3 arasindaki capraz
etkilesimi destekleyebilecegi diisiiniildii.

Otuz yili agkin bir siiredir, klinik onkolojinin temel dayanagi ve hedefi, kanser
hiicrelerinin apoptoz yoluyla etkin bir sekilde ortadan kaldirilmasini destekleyen tedavilerin
gelistirilmesi olmustur. Bu programlanmis hiicre 6liimii siirecine hiicresel stres, DNA hasar1
ve immiin takip dahil olmak iizere bir¢cok faktor tarafindan tetiklenen igsel ve digsal sinyal
yolaklart aracilik etmektedir (117). Dissal yolaga hiicre yiizeyi dliim reseptorleri aracilik
ederken, igsel yolak mitokondride baslatilmaktadir. Her iki yoldaki merkezi diizenleyici
proteinler kaspazlardir (118). I¢sel yolakta apoptozun aktivasyonu, stresli hiicrelerden gelen
hiicre igi sinyallerle baslamakta ve mitokondriyal zarlar arasi boslukta sitokrom-C’nin
sitoplazmik salimmina bagl olarak meydana gelmektedir. BCL2 ailesi proteinleri

mitokondriyal dis membran gegirgenliginin ana diizenleyicileri ve efektorleridir (119). Pro-
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apoptotik (BAX) ve anti-apoptotoik (BCL2) proteinlerin orani hiicre kaderini belirlemektedir.
Pro-apoptotik proteinlerin inaktivasyonu karsinogenezin énemli bir 6zelligidir (62). Dissal
yolak, o6liim reseptdrleri olarak bilinen hiicre zar1 proteinleri tarafindan baslatilmaktadir. Pro-
apoptotik 6liim reseptorlerinin hiicre i¢i alanlari, 6liim alan1 olarak adlandirilan korunmus bir
protein-protein etkilesim alanini icermektedir. Ligand baglanmasi iizerine, 6liim reseptorleri
hiicre zar1 iginde trimerize olmaktadir. Daha sonra adaptor proteinler, Kaspaz 8 ve Kaspaz 10
gibi baslatic1 kaspazlarin alinmasiyla apoptoz indiiklenmektedir (117).

Androjene bagimli LNCaP-Pro5 ve LNCaP-LN3, apoptoza direngli androjenden
bagimsiz PC-3 ve insan prostat epitel hiicreleri PrEC’de Oxaliplatin’in apoptotik etkilerinin
arastirildigr bir ¢alismada, kantitatif DNA fragmentasyon c¢alismasi ile, Oxaliplatin’in her iig
prostat kanseri hiicre hattinda da apoptozu indiikledigi ve kanser hiicrelerinin aksine saglikli
hiicrenin Oxaliplatin’in apoptotik etkilerine karst direngli oldugu bildirilmistir (5). Oxaliplatin
uygulamasinin dort farkli kolorektal kanser hiicresinde (HCT116, RKO, RW2982 ve SW403),
BAX'in mitokondriye alinmasi, sitokrom-C'nin sitozole salinmasi ve Kaspaz 3 aktivasyonu ile
sonuclandigi, boylece igsel apoptotik yolagin indiiklendigi gosterilmistir. Ayni1 zamanda
Oxaliplatin uygulamasindan sonra p53 protein seviyelerinin arttigi bildirilmistir (120).
HCT116 hiicrelerinde Oxaliplatin’in, apoptotik siirecin pozitif bir gostergesi olan BAX/BCL2
oranin1 Onemli Olgiide artirdigr (121), insan mide kanseri AGS hiicre hattinda BAX
ekspresyonunun artmasina BCL2’nin ise azalmasina neden oldugu rapor edilmistir (122).
Piceatannol’iin DU-145 hiicrelerinde mitokondriden sitozole sitokrom-C salinimini artirdigy,
BAX seviyesinin yiikselmesine sebep oldugu, Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 ekspresyonunu artirarak
hem i¢sel hem de digsal apoptotik yolaklari indiikledigi bildirilmistir (12). HCT116, HT29
(123), U937 (124), WM266-4 ve A2058 (125) hiicre hatlarinda Piceatannol uygulamasi
sonrasinda BCL2 protein seviyesinin kontrole gore azalma gosterdigi, BAX seviyesinin arttigi
ve ayn1t zamanda Kaspaz 3 aktivasyonun gerceklestigi bulunmugtur. MCF-7 hiicrelerinde
Kaspaz 3, p53, BAX gen ekspresyonlarinin kontrole gore artis gosterirken BCL2’nin ise
azaldig1 bildirilmistir (126). Literatiir verilerini destekler sekilde ¢alismamizda tiim uygulama
gruplarinda BAX/BCL2 oraninda belirgin bir artis oldugu saptandi. Oxaliplatin+Piceatannol
uygulamasi sonrasinda PC-3 hiicrelerinde p53 geninin kontrole gore 981 kat artis gosterdigi
ayn1 zamanda Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 gen seviyelerinin de arttig1 belirlendi. Piceatannol tekli
uygulamasi ile de Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 gen seviyelerinin kontrole gore artis gosterdigi
saptandi (Sekil 24). Bu sonuglara gére Oxaliplatin uygulamasinin i¢sel yolak, Piceatannol ve

Oxaliplatin+Piceatannol uygulamalarinin hem igsel hem de dissal yolak araciligi ile PC-3
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hiicrelerinde apoptotik yanit olusturdugu diisiiniildii. En yiiksek apoptotik yanitin kombine

uygulama ile olustugu belirlendi.
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SONUCLAR

Cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan Oxaliplatin ve fenolik bir bilesik olan
Piceatannol’lin tekli ve kombine uygulamalarinin insan prostat kanseri PC-3 hiicre hattinda
hiicre canliligina, TGF-B, JAK/STAT ve apoptoz sinyal yolaklarina olan etkisinin arastirildigi
bu calisma sonucunda;

1. Oxaliplatin ve Piceatannol uygulamalari sonucunda PC-3 hiicrelerinde doza ve
zamana bagl bir 6lim meydana geldigi, en etkili uygulama siiresi olan 48 saat i¢in 1Csp
dozlariin sirastyla 64 uM ve 57 uM oldugu belirlendi.

2. Oxaliplatin, Piceatannol ve Oxaliplatin+Piceatannol uygulamalarinin tiimiiniin
JAK/STAT sinyal yolagini etkili bir sekilde inhibe ettigi belirlendi. Protein seviyelerine gore
JAK/STAT sinyal yolagi lizerinde en etkili olan uygulamanin Oxaliplatin+Piceatannol
kombinasyonu oldugu, bunu sirastyla Oxaliplatin ve Piceatannol’iin takip ettigi saptandi.

3. Piceatannol ve Oxaliplatin+Piceatannol uygulamalarmin PC-3 hiicre hattinda
beklendigi sekilde TGF-p sinyal yolagimi indiikledigi ancak Oxaliplatin’in etkisinin bu yolak
tizerinden olmadig tespit edildi.

4. Piceatannol ve Oxaliplatin+Piceatannol uygulamalari ile PC-3 hiicrelerinde
STAT3’lin inhibe edilmesiyle birlikte TGF-f sinyal yolag: indiiklendi. Bu sonucun STATS3-
SMAD?3 capraz etkilesimini destekledigi diistiniildii.

5. PC-3 hiicrelerinde tiim uygulama gruplarinda BAX/BCL2 oraninin arttigi ve
hiicrelerde  mitokondriyal apoptotik yanitin  olustugu saptandi. Piceatannol ve
Oxaliplatin+Piceatannol uygulamalar1 ile Kaspaz 8 gen seviyesinin de arttigi ve igsel
apoptotik yolakla birlikte digsal yolagin da indiiklendigi belirlendi.

6. Sonug olarak Oxaliplatin, Piceatannol ve Oxaliplatin+Piceatannol uygulamalariin
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timii PC-3 hiicre hattinda hiicre proliferasyonunu inhibe etti ve apoptozu indiikledi. TGF-§
sinyal yolagin1 en fazla indiikleyen ajan Piceatannol olurken, Oxaliplatin+Piceatannol
kombinasyonun JAK/STAT sinyal yolaginin bastirilmasinda en etkili uygulama oldugu

belirlendi. En gii¢lii apoptotik yanitin Oxaliplatin+Piceatannol ile olustugu saptandi.
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OZET

Prostat kanseri, erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser tiiriidiir. Lokalize durumda olan
kanser vakalarinda sagkalim oranlar1 yiiksek olsa da metastatik hastalarda oldukca
diismektedir. Ileri evre prostat kanserinde kemoterapiye basvurulmaktadir ancak kemoterapi
orta diizey etkinlik gosterdigi i¢in yeni tedavi segeneklerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Prostat
kanseri metastazindan sorumlu olan faktorlerden biri Doniistiiriici Bliytime Faktorii B (TGF-
B) sinyal yolaginin bozulmasidir. Bu yiizden prostat kanserinde TGF-B sinyal yolagi
fonksiyonlarinin diizenlenmesinin etkili bir tedavi secenegi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Platin bazli bir kemoterapétik ajan olan Oxaliplatin, diger ajanlara gére hem daha etkili
hem de daha az toksiktir. Kastrasyona direngli prostat kanserinde basarili oldugunu gosteren
caligmalar bulunmaktadir. Piceatannol, antitimér o6zelligi oldugu bilinen resveratroliin
analogudur. Son yillarda yapilan ¢alismalar Piceatannol’iin de antioksidan, antiinflamatuar ve
antitimor  ozellik  gosterdigini  bildirmektedir. STAT3  inhibitéri oldugu bilinen
Piceatannol’iin, SMAD3-STAT3 capraz etkilesimi araciligiyla TGF-B sinyal yolag
tizerindeki inhibisyonu ortadan kaldirabilecegi diisliniilmekte ve timor baskilayici bir etki
gostermesi beklenmektedir.

Bu calismada, Oxaliplatin+Piceatannol kombinasyonunun insan prostat kanseri PC-3
hiicre hattinda TGF-B, JAK/STAT sinyal yolaklar1 ve apoptoz iizerindeki etkisinin
belirlenmesi amaclandi. Bu amagla Oxaliplatin, Piceatannol ve Oxaliplatint+Piceatannol
kombinasyonunun PC-3 hiicrelerindeki hiicre canliligina olan etkisi MTT testi ile belirlendi.
Bu uygulamalarin TGF-B, JAK/STAT ve apoptoz sinyal yolaklarindaki etkileri gRT-PCR ve
western blot analizi ile arastirildi. Oxaliplatin ve Piceatannol uygulamalari ile PC-3 hiicre
canlilif1 doza ve zamana bagl bir sekilde azaldi. JAK/STAT sinyal yolag: tiim uygulamalarda

inhibe edilirken en etkili olan uygulamanin Oxaliplatin+Piceatannol oldugu belirlendi.
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Beklendigi sekilde Piceatannol ve Oxaliplatin+Piceatannol uygulamalarinda TGF-B sinyal
yolaginin indiiklendigi bulundu. Tekli ve kombine uygulamalarin timi hiicrelerde
mitokondriyal yolak araciligiyla apoptotik yanit olusturdu.

Bu sonuglara gore Oxaliplatin ve Piceatannol kombinasyonunun prostat kanseri
tedavisinde etkili bir yaklasim olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bu sonucun desteklenmesi

i¢in In-vitro ve in-vivo olarak yapilacak ileri ¢aligmalara ihtiyag duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Prostat kanseri, PC-3, Oxaliplatin, Piceatannol, TGF-j,
JAK/STAT sinyal yolagi
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CYTOTOXIC EFFECT OF OXALIPLATIN AND STAT3 INHIBITOR
PICEATANNOL COMBINATION IN HUMAN PROSTATE CANCER
CELL LINE PC-3 VIA TGF-p SIGNALLING PATHWAY

SUMMARY

Prostate cancer is the second most common cancer in men. Although survival rates are
high in localized cancer cases, metastatic patients have lower survival rates. Chemotherapy is
a common treatment in advanced prostate cancer, however due to its moderate efficacy
alternative treatments are required. Disruption of the Transforming Growth Factor  (TGF-B)
signaling pathway is one of the factors responsible for prostate cancer metastasis. Therefore,
regulation of TGF-B signaling pathway functions in prostate cancer is thought to be an
effective treatment.

Oxaliplatin, a platinum-based chemotherapeutic agent, is more effective and less toxic
than other agents. There are studies indicated that it is also efficient in castration-resistant
prostate cancer. Piceatannol is a compound that is an analogue of Resveratrol, which has
anticancer properties. Recent studies have reported that Piceatannol also has antioxidant, anti-
inflammatory and anticancer properties. Piceatannol, which is known to be a STAT3
inhibitor, is thought to abolish the inhibition on the TGF-B signaling pathway through
SMAD3-STAT3 cross-talk, and thus is expected to have a tumor suppressive effect.

In this study, we aimed to determine the effectiveness of Oxaliplatin+Piceatannol
combination on TGF-p, JAK/STAT signaling pathways and apoptosis in human prostate
cancer PC-3 cell line. For this purpose, the efficacy of Oxaliplatin, Piceatannol and
Oxaliplatin+Piceatannol combination on cell viability in PC-3 cells was determined by MTT
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assay. The effects of these treatments on TGF-B, JAK/STAT and apoptosis signaling
pathways were investigated by gRT-PCR and Western Blot analysis. PC-3 cell viability
decreased in a dose and time dependent manner with Oxaliplatin and Piceatannol treatments.
All treatments inhibited the JAK/STAT signaling pathway and it was determined that the
most efficient treatment was Oxaliplatin+Piceatannol. As we expected, Piceatannol and
Oxaliplatin+Piceatannol treatments induced TGF-B signaling pathway. All single and
combined treatments induced an apoptotic response in cells via the mitochondrial pathway.

These results suggest that the combination of Oxaliplatin and Piceatannol may be an
effective approach in the treatment of prostate cancer. However, to support our results in-vitro
and in-vivo studies should be further investigated.

Keywords: Prostate cancer, PC-3, Oxaliplatin, Piceatannol, TGF-p, JAK/STAT
signaling pathway
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