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OZET

Amag: Prostat kanseri (PCa) erkeklerde gbzlenen en yaygin kanser tiiriidiir. Erkeklerde
kanserle iliskili 6liimlerde ikinci siray1 almaktadir. PCa tedavisinde kullanilan dosetaksel
ve abirateron asetatin, hiicre proliferasyonu, farklanmasi ve kaderinde 6nemli bir yolak
olan Notch sinyal yolag iiyelerinin ekspresyonlarini nasil etkiledigi ve bu ekspresyonlarin
tedavi siirecini nasil etkileyecegine iliskin literatiirde su ana kadar herhangi bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu ¢alismanin amaci, abirateron asetat ve dosetaksel'in
prostat kanseri hiicre hatlarinda, Notchl, Jaggedl ve Hesl ekspresyonlarina etkilerini

arastirmak seklinde belirlendi.

Yéntem: /n vitro kosullarda; LNCaP ve PC3 hiicre hatlar1 37 °C'de 72 saat kiiltiire
edildikten sonra, abirateron asetat ve dosetaksel’in Notchl, Jaggedl ve Hes1 ekspresyonu
tizerindeki etkileri MTT proliferasyon testi, immiinofloresan, western blot ve qRT-PCR

teknikleriyle incelendi.

Bulgular: Calismada, PC3 hiicrelerine abirateron asetat, dosetaksel ve abirateron
asetat+dosetaksel, Notchl diizeyini diisiiriirken, 6zellikle Hes1’in mRNA diizeyini ¢ok
onemli diizeyde artirdi. LNCaP hiicrelerinde, abirateron asetat ve abirateron
asetat+dosetaksel, Notchl ekspresyonunu azaltti. Jaggedl ekspresyonu, abirateron asetat,
dosetaksel ve abirateron asetat+dosetaksel uygulamasindan 6nemli dlgiide etkilenmedi.
Hes1 ekspresyonu, tiim ilag gruplarinda, hem gen hem de protein diizeyinde 6nemli 6lgiide
artt1.

Sonuc: In vitro kosullarda prostat kanseri hiicrelerine abirateron asetat ve dosetaksel
uygulandiginda, Notch sinyal yolagi proteinlerinin ekspresyonlar1 degisti. Bu ilaglarin
uygulanmasi ile; her iki hiicre hattinda da, 6zellikle Hes1 ekspresyonu ¢ok anlamli oranda
artig gosterdi. Dolayisiyla, prostat kanserli hasta tedavisinde, bu kemoterapoétik ilaglarla
birlikte, Notch sinyal yolagi inhibitorlerinin birlikte uygulanmasinin, Hes1 ekspresyonunu

azaltabilecegi ve hastanin prognozundaki kétiiye gidisi durdurulabilecegi diisiiniildi.

Anahtar Kelimeler: prostat, kanser, notch, abirateron asetat, dosetaksel



ABSTRACT

Objective: Prostate cancer (PCa) is the most common type of cancer observed in men. In
men, it ranks second in cancer-related deaths. There have been no studies yet in the
literature about how the expression of Notch signaling pathway members, an important
pathway in cell proliferation, differentiation and fate are affected by docetaxel and
abiraterone acetate used in PCa treatment, and how these expressions will affect the
treatment process. Therefore, the aim of this study was to investigate the effects of
abiraterone acetate and docetaxel on the expression of Notchl, Jaggedl and Hesl in

prostate cancer cell lines.

Method: After LNCaP and PC3 cell lines were cultured at 37 °C for 72 h in vitro, the
effects of abiraterone acetate and docetaxel on Notch1, Jaggedl and Hes1 expression were

examined by MTT proliferation assay, immunoflourescence, western blot and gRT-PCR.

Results: According to the findings obtained from our study; while abiraterone acetate,
docetaxel and abiraterone acetate + docetaxel to PC3 cells was decreasing the level of
Notchl, especially increased the level of mMRNA for Hesl at very important level.
Abiraterone acetate and abiraterone acetate + docetaxel reduced Notchl expression in
LNCaP cells. In LNCaP, Jagged1 expression was not significantly affected by abiraterone
acetate, docetaxel and abiraterone acetate + docetaxel administration. Hes1 expression

was significantly increased in both gene and protein level groups at all drug groups.

Conclusion: When abiraterone acetate and docetaxel were administered to prostate cancer
cells in vitro, the expression of Notch signaling pathway proteins changed. With the
application of these drugs; in both cell lines, especially Hes1 expression showed a very
significant increase. Therefore, co-administration of Notch signaling pathway inhibitors
together with these chemotherapeutic drugs in the treatment of prostate cancer patients, It
was thought that Hes1 expression could be stopped the deterioration of the prognosis of

the patient.

Key words: prostate, cancer, notch, abiraterone acetate, docetaxel
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SIMGELER ve KISALTMALAR

22Rv1 - Insan prostat karsinoma epitelyal hiicre hatt1

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

ABI : Abirateron asetat

ABI+DC : Abirateron asetat + Dosetaksel

ADAM/TACE : ADAM Metallopeptidase Domain 17 / Tumor necrosis factor

alpha converting enzyme

AKT : Protein kinase B (PKB)

AR : Androjen reseptorii

ATCC : American Type Culture Collection

BCA : Bicinchoninic acid

bHLH : Basic-helix-loop-helix

BPH : Benign prostatik hiperplazi

BSA : Bovin serum albumin

C4-2B : LNCaP hiicrelerinin nude fare inokiilasyonu sonrasinda kemik

metastazindan elde edilen hiicreler

CBF1 : C-repeat/DRE binding factor 1
CBP : CREB binding protein
CDK2 : Cyclin-dependent kinase 2

cDNA : Komplementer DNA
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1. GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amacg

Prostat bezi yaklasik 25 gram agirliginda kestane biiyiikliigiinde erkek lireme sisteminin
bir parcasi olan en biiyiik aksesuvar bezdir. Prostat bezinin en 6nemli fonksiyonu testisten
gelen sperm hiicreleri ve diger bezlerden gelen salgilar ile birlikte semeni olugturmaktir.
Prostat insanlarda mesanenin hemen altinda {iretranin boyun bolgesini kusatmis sekilde

yerlesmistir (Prajapati ve ark., 2013).

Prostat kanseri (PCa) erkeklerde en sik teshis edilen tiimor tipi olup 6nemli bir saglik
problemidir. Prostat kanseri Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) kanser ile iliskili
oliimlerde ikinci sirayr almaktadir (Siegel ve ark., 2016). Prostat kanseri hastalarina ilk
olarak androjen baskilayic1 tedaviler uygulanir, ancak bir siire sonra ¢ogu hastada
androjen baskilayici tedavilere cevap vermeyen direngli bir prostat kanseri formu
meydana gelir. Belli bir kiiratif tedavisi olmayan bu kanser kastrasyona direncli prostat
kanseri (CRPC) olarak bilinmektedir. Prostat kanseri tedavileri i¢in yeni stratejilerin
gelistirilmesi ile prostat kanserinin bu 6liimciil formuna tutulan hastalarda hayatta kalma

sonuglarinin arttirilmasi arzu edilir (Wang ve ark., 2010).

Transmembran reseptorlerinden Notch ailesi hiicre kaderinin belirlenmesinin 6nemli
diizenleyicileridir. Buna gore Notch sinyal yolagi ¢ok sayida dokunun gelisimine derinden
katilmaktadir. Son yapilan ¢aligmalar, Notch sinyal yolaginin normal prostat gelisiminde
kritik bir roliiniin oldugunu gostermistir. Notch sinyalleri, embriyonik ve postnatal
prostatik biiylime ve gelisim i¢in, prostat icerisinde hiicrelerin olmas1 gereken bolgede
Ozellesmesinin saglanmasi i¢in gereklidir (Grishina ve ark., 2005; Wang ve ark., 2006).
Bunlarin yaninda yetiskin prostatinda biitiinliiglin korunmasi ve kastrasyon veya hormon
baskilayici tedavileri takiben yenilenme siireci i¢in Notch sinyalleri gereklidir. Ayrica
Notch sinyallerinin prostat kanseri gelisimi, ilerlemesi ve metastazi i¢in bir diizenleyici

oldugu belirlenmistir (Leong ve Gao, 2008).

Prostat kanseri ve Notch sinyal yolu iligkisi konusu yapilan bir ¢cok ¢alismaya ragmen

halen tartigmali ve aydinlatilmas1 gerekmektedir. Dahas1 abirateron asetat ve dosetaksel



ile prostat kanseri tedavisi ve Notch sinyal yolag iliskisini aydinlatan herhangi bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Prostat kanseri tedavilerinin basart oranini arttirabilmek icin bu
kemoterapi ilaglarmin hiicreler {izerinde meydana getirdigi molekiiler diizeyde
degisikliklerin aydinlatilmasi ve arastirilmasi gerekmektedir. Konuyu biraz daha agmak
gerekirse, prostat kanserinin dosetaksel ve abirateron asetat ile tedavi siirecinde Notch
sinyal yolag1 iiyelerinin ekspresyonlarinin nasil etkilendigi ve bu ekspresyonlarin tedavi
siirecini  nasil etkileyecegine iligkin literatiirde henliz herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu c¢alismanin gerceklestirilmesi, prostat kanseri
tedavilerinde 6nemli bir eksikligi giderecegi ve molekiiler diizeyde prostat kanseri

tedavilerinin aydinlatilmasi agisindan yeni ¢aligmalarin 6niinii agacagi inancindayiz.

Bu calismada, prostat kanserinin kemik metastazindan izole edilmis PC3 ve prostat
kanserinin subklavikular lenf diigiimiinden izole edilmis LNCaP hiicre hatlar1 kullanild1.
Bu hiicrelere kiiltiir ortaminda klinikte prostat kanseri tedavisinde kullanilan abirateron
asetat ve dosetaksel kemoterapi ilaglart uygulandi. Bu uygulamalar sonrasinda, Notch
sinyal yolag: liyelerinin ekspresyon degisimleri arastirildi. Bu ¢alisma ile klinikte prostat
kanseri tedavisinde kullanilan abirateron asetat, dosetaksel ve abirateron asetat +
dosetaksel kombine tedavisi sonrasinda prostat kanseri hiicrelerinde Notchl, Jaggedl ve

Hes1 ekspresyonlariin nasil etkilendigi molekiiler diizeyde aydinlatilmaya ¢alisildi.

Bu calismanin amaci, in vitro’da PCa hiicre hatlarinda, tedavi amacglhi kullanilan
dosetaksel, abirateron asetat ve dosetaksel + abirateron asetat kombinasyonu
uygulamasinin, kiiltiir ortamlarinda ¢alisilan hiicrelerde Notch sinyal yolagi tiyelerinden

Notchl, Jaggedl ve Hes1’in ekspresyonlarina etkisinin arastirilmasidir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Prostat Bezi

Prostat bezi biitiin erkek memelilerde korunmus olan baslica tiibiiloalveolar ekzokrin bir
bezdir (Sekil 2.1.). Bu bez bireyin yasamini siirdiirebilmesi i¢in hayati 6neme sahip
degildir, ancak tiirlerin dogal olarak lireyebilmesi i¢in temeldir. Prostat mesanenin hemen
altinda tretray1r kusatan bir organdir. Organ en distan fibroelastik bir kapsiil ile
cevrelenmis ve kapsiiliin organ icerisine septumlar géndermesi ile prostat bezi, anterior,
posterior, medial ve iki lateral loba ayrilmistir. Bu loblar, dallanmis 30-50 adet
tubuloalveolar bez, 16-32 adet sekretuvar kanal, yogun stroma, kan damarlari, lenf
damarlar1 ve sinirler icerir. Normal prostat yapisinda, bu loblarin ayrimi
yapilamamaktadir, bununla birlikte benign prostatik hiperplazi gelisimi sirasinda bu
lobiilasyonlarin ayrimi yapilabilmektedir (Kumar ve Majumder, 1995). Sigan prostati, her
biri kendi islevine sahip dorsal, ventral ve lateral gibi ayr1 ve ayr1 anatomik loblarla
karakterizedir. Insan ve kdpekte, bunlara karsilik gelen anatomik loblar belirgin olmayip,
sadece anatomik olarak tek bir iiniform prostat olarak goriinen alanlar goriilebilir (Frick

ve Aulitzky, 1991).
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Sekil 2.1. Prostat bezi anatomisi ve komsulugunda bulunanan organlar
(https://www.cancer.gov/images/cdr/live/CDR450023.jpg, Erisim tarihi: 16.08.2017).
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Insan prostat bezi morfolojik olarak heterojenik bir organdir. Organ fibroelastik kapsiiliin
sikica kusattig1 glandular ve nonglandular alanlardan olugmaktadir. Glandular alanlarda
bol miktarda bez bulunmaktadir ve bezlerin bulundugu alan ii¢ zona ayrilir; hastaliklara
direngli olan sentral zon, karsinogenez ve inflamasyona daha duyarli olan periferal zon ve
BPH (Bening Prostatik Hiperplazi) ’ye duyarli olan transizyon zonu’dur (Sekil 2.2). Bu
zonlart da yogun kesintisiz fibromuskiiler stroma kusatir (McNeal, 1984; McNeal ve
Bostwick, 1984; Timms, 2008). Sentral zon, toplam glandular kitlenin %30’nu
kapsamakta ve bu alan, histolojik olarak; kanal sisteminin dallanmasi karmasik, bezlerin
terminal kesecikleri biiyilik, stroma yogun ve kollajen liften zengin, asinuslar lobiiler
olarak diizenlenmektedir (Sekil 2.2). Periferal zon, toplam glandular kitlenin %70’ini
kapsamakta ve bu alanda; kanal sisteminin dallanmasi basit, bezlerin terminal kesecikleri
kiigiik, stroma gevsek ve yumusak, asinuslar esit bir sekilde dagilim gosterir (Sekil 2.2).
Transisyonel zonun bez yapisi, periferal zona benzerlik gosterir (Sekil 2.2.) (Salander ve
ark., 1981; McNeal, 1988). Glandular alanlar, epitelyal ve stromal hiicreler olarak
isimlendirilen iki tip hiicreden olusur (Sekil 2.3.). Epitelyal hiicreler bazal, luminal,
noroendokrin ve transit-amplifying olarak isimlendirilen dort tip hiicreden olusur (Sekil
2.3.) (Prajapati ve ark., 2013). Stromal hiicreler diiz kas hiicreleri, fibroblastlar ve

myofibroblastlar gibi hiicre tiplerini icerir (Takao ve Tsujimura, 2008).
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Sekil 2. 2. Prostat bezinin anatomik konumu ve bolgeleri. (http://teachmeanatomy.info/pelvis/the-male-
reproductive-system/prostate-gland/, Erigim tarihi: 7 Agustos 2017)



Nonglandular alanlar (Bez yapisi disindaki alanlar), fibromiiskiiler yapida olup, prostat
kitlesinin % 30’unu olusturur. Nonglandular alanlar diiz kas hiicreleri, fibroblastlar, bag

doku ve kan damarlarindan olusmaktadir (McNeal, 1988).
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Sekil 2.3. Prostat bezinin glandular alanlarinda bulunan asinuslarda yer alan hiicreler ve yerlesimi, A)
prostat bezi asinusunda yer alan hiicrelerin sekli ve yerlesiminin sematik ¢izimi, B) Prostat bezi kesitinde
asinuslarin ve etrafinda yer alan stromal hiicrelerin goriiniimii (Hematoksilen&Eozin) (Rybak ve ark., 2015).

Prostat bezinin fonksiyonu, kopiilasyon sirasinda, seminal vezikiil ile birlikte salinan
seminal stvinin biiylik bir kismini iiretmektir. Prostat bezi salgisi, basit sekerler (glikoz ve
fruktoz gibi), sitrik asit, lipidler, proteolitik enzimler (prostate-spesifik antijen [PSA]
gibi), ¢inko (kuru agirliginin 100 gr’da 50 mg, prostat en yiiksek ¢inko konsantrasyonuna
sahip organdir), asit fosfataz (sperm haraketi ve canlilig1 i¢in 6nemli olup oositin dogal
fertilizasyonu i¢in de gereklidir) (Pennefather ve ark., 2000) ve alkalin kimyasallari i¢eren
siit beyazliginda bir karisimdir. Prostat bezi tarafindan sentezlenen sekerlerin gorevi,
spermlere oosit fertilizasyonu gerceklesinceye kadar besin saglamaktir. Prostat salgisi
icerisindeki enzimler, ejakiilasyon sonrasinda viskoz oOzellik gosteren semenin
icerisindeki proteinleri pargalayarak semen icerisindeki spermlerin serbest hale gelmesini
saglarlar. Prostat bezi salgisi icerisindeki alkalin kimyasallar, asidik vajinal sekresyonlarin
notralizasyonunu saglayarak spermlerin hayatta kalmasina yardimer olurlar (Menche,

2012; Gruyter, 2014).

Prostat bezi, BPH, prostat kanseri ve prostatitis olmak iizere baslica 3 tip hastalik ile

iliskilendirilir. BPH ve prostat kanseri yash erkeklerde prostat bezinin en yaygin
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patofizyolojik bozuklugudur. Zaten bu hastaliklar diinyanin birgok yerinde saglik
sistemleri igin onemli bir problemdir. Epidemiyolojik olarak BPH Asya
popiilasyonlarinda daha yaygindir (Denis ve ark., 1999; Gaynor, 2003). Prostat kanseri
ise bat1 diinyasinda daha yaygindir. Her iki hastalik ta oldukc¢a kompleks olup bircok
olusumlarinda birgok faktor etkili olabilir. Bu faktorler oksidatif stres, ¢evresel kirlilikler,
inflamasyon, kalitim, yaslanma, stromal ve epitelyal hiicreler arasindaki karsilikli
etkilesim gibi faktorler olabilir (Nickel ve ark., 1999; Barclay ve ark., 2005). Bu
hastaliklarin yani sira, prostat biyopsilerinde tesbit edilen bir diger bozukluk, prostat
kanserinin potansiyel prokiirsorlerinden biri olan high-grade prostatik intraepitelyal
neoplazi (HGPIN)’dir. HGPIN’li erkeklerde, sonraki yasam siirecinde, prostat kanseri
teshisi koyulma riski ¢ok yiiksektir. HGPIN tesbiti sonrasinda, tekrarlayan biyopsiler ile
PCa teshis oran1 %2, 3’den %100’e kadar degismektedir (Aboseif ve ark., 1995; Park ve
ark., 2001).

2.2. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, erkek bireylerde cok siklikla karsilasilan ve cogunlukla 6liimle
sonuglanan malign non-kutandz bir hastaliktir (Siegel ve ark., 2014). Prostat kanseri daha
cok prostatik bezlerde olusan prostatik adenokarsinom olarak gozlenir. Prostat-spesifik
antijen (PSA) taramasi teknigi, bu hastaligin teshisini 6nemli 6lc¢lide kolaylagtirmistir
(Baade ve ark., 2004). Prostat kanseri’nin goriilme siklig1, irka gore degismekle birlikte,
hastalik genellikle 65 yasindan sonra teshis edilir. Prostat kanseri yas, 11k, aile gecmisi ve
diyet gibi birkag risk faktori ile iliskilendirilmektedir (Gronberg, 2003). Prostat kanseri,
Amerika Birlesik Devletleri’ndeki erkekler arasinda en yiiksek insidansa ve ikinci en
yiiksek mortalite oranina sahiptir. Prostat kanseri teshisi konulmus erkeklerin % 22 sinde
hastalik metastatik evrededir. 60-69 yaslar1 arasindaki erkeklerin yaklasik %7 sinde lokal
veya bolgesel prostat kanseri teshisi konulmaktadir ve bu hastalarda ilerleyen siireclerde
genellikle metastatik durum ortaya ¢ikar. 70 yas ve lizeri erkeklerde ise metastatik prostat
kanseri goriilme olasiligr %13.83°diir. Amerika Birlesik Devletleri'nde, 2017 yilinda,
161360'den fazla yeni prostat kanseri vakasinin meydana gelecegi ve 26730'un iizerinde

prostat kanseri nedeniyle 6liim gerceklesecegi tahmin edilmektedir (Siegel ve ark., 2017).
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Sekil 2.4. Normal ve tiimorlii prostat bezi epiteli yapisi. Normal prostat epiteli yapisinda bazal hiicreler ve
iizerine oturan luminal hiicrelerin olugturdugu bilaminar yapi1 goriiliir. Prostat tiimoriinde ise bazal hiicrelerin
kaybi gézlenir (Frank ve Miranti, 2013).

Prostat bezinde, bazal hiicrelerin kaybi ve matriks ¢esitliliginin azalmasi, timor
olusumunun baslamasini isaret etmektedir (Sekil 2.4.) (Frank ve Miranti, 2013). Bazal
hiicreler kayboldugu zaman, sadece liimen komsulugundaki epitel hiicreleri gozlenebilir.
Daha 6nce yapilan bir calismada, prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) lezyonlart
birikiminin, adenokarsinom gelisimine yol agabilecegi gosterilmistir (Lawson ve Witte,
2007). Bununla birlikte, prostat kanserini baglatan ve ilerlemesini saglayan mekanizmalar
heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Prostat bezinde hiicre proliferasyonu, farklilasmasi
ve morfogenezinin devamliligimi saglamak icin kok/progenitor hiicrelerin varligina
inanilmaktadir. Son zamanlarda, bu progenitorlerde PTEN ve p53'iin baskilanmasiyla
kanser baglatici hiicrelere doniisebilecegi one siirtilmistiir (Choi ve ark., 2012). Timor
hiicrelerinin ¢cogunlugu, CK8 ve CK18 gibi sekretuvar liiminal epitel hiicre belirtegleri
ekspre ettiginden dolayi, kanseri baslatan hiicrelerin luminal epitel hiicrelerden kdken
aldig1 distiniilmektedir (Long ve ark., 2005). Tiimér hiicrelerinde CKS5, CK 14 ve p63 gibi
bazal hiicre belirtecleri nadiren gozlenmistir. Bu nedenle, olgun liiminal epitel hiicreler
veya liiminal epitel hiicresi progenitorlerinin prostat kanserinin kaynagi oldugu
gosterilmistir (Lawson ve Witte, 2007). Baska bir ¢alismada ise, insan prostat kanseri
dokularinda basal ve luminal hiicre belirteglerinin birlikte kolokalize olduklar
gosterilmistir (Verhagen ve ark., 1992). Mc Donnell ve arkadasglarmin 1992 yilinda
yapmis oldugu bir c¢alismada, androjen bagimsiz prostat kanseri hiicrelerinde
protoonkogen Bcl-2 ekspresyonu gibi basal hiicre karakteristikleri gosterilmistir

(McDonnell ve ark., 1992). Bu durum, prostat kanseri hiicrelerinin tiimor bilyiimesi



sirasinda bazal hiicre karakteristiklerini yeniden elde edebilecedi veya kazanabilecegi

seklinde agiklanmistir (Long ve ark., 2005).

2.3. Notch Sinyal Yolag:

Notch geni, ilk olarak 1917 yilinda, Thomas Hunt Morgan tarafindan, Drosophila
melanogaster sineginin mutantlarinda ¢entikli kanat fenotipini belirledigi zaman
kesfedilmistir (Morgan, 1917). Daha sonra, Artavanis-Tsakonas ve grubu bu gentikli
kanat fenotipini, diploid genin tek bir kopyasin1i mutasyon nedeniyle inaktive olmasina
baglamislardir (Wharton ve ark., 1985; Kidd ve ark., 1986; Artavanis-Tsakonas ve ark.,
1999). Drosophila sineginde, Notch ekspresyonunun kaybi, goz, kanat ve kil morfolojisini
etkiledigi ve ayrica norogelisimsel fenotipe katkida bulundugu gosterilmistir. Hizla
ilerleyen yaklasik yiiz yillik siiregte, Notch sinyalizasyonunun, cesitli hiicresel siireclerde,
ozellikle karsilikli iki hiicrenin kaderinin belirlenmesi, proliferasyonu, farklanmasi ve
hayatta kalmasi olaylarinda gorev aldigr da iyi bilinmektedir (Weinmaster ve ark., 1991;
Artavanis-Tsakonas ve ark., 1999; Rizzo ve ark., 2008).

Notch (¢entik) ismi, yaklasik bir asir 6nce sinek kanatlarinda ¢entige neden olan bir allel’e
verilmistir. Bu slirecten itibaren, transmembran proteini olan Notch’u kodlayan gen,
kapsamli olarak islevi ve mekanizmalar1 yoniinden arastirilmistir (Morgan, 1917;
Wharton ve ark., 1985; Yochem ve ark., 1988). Yapilan arastirmalar, Notch sinyal yolagi
ligandlari, proteazlar1 ve transkripsiyonel ko-faktorlerini igeren kilit iiyelerinin
tanimlanmasini ve kanonikal Notch sinyalizasyonunun tanimlanmasini saglamstir (Sekil
2.5.). Notch sinyal yolagi ligandlar1 ile aktive olarak kanonikal yolak ile birtakim biyolojik
stireglere aracilik ederken, Notch sinyal yolaginin ligand ve transkripsiyon bagimsiz bir
yolag1 daha oldugu bildirilmistir ve bu bagimsiz sinyal yolagi kanonikal olmayan (non-
kanonikal) yolak olarak isimlendirilmistir (Sekil 2.5.) (Shawber ve ark., 1996; Bush ve
ark., 2001; Berechid ve ark., 2002; Demehri ve ark., 2008; Acosta ve ark., 2011; Kwon
ve ark., 2011; Mukherjee ve ark., 2011).
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Sekil 2.5. Prostat hiicrelerinde Kanonical ve Non-Kanonical Notch sinyal yolagi (Deng ve ark., 2016).



2.3.1. Kanonikal Notch Sinyali

Notch, omurgalilar1 da iceren yiiksek organizmalarda yaygin olarak eksprese olan tek
gecisli transmembran proteinlerin oldukga iyi korunmus bir ailesidir. Kanonikal Notch
sinyali, cesitli hiicre-hiicre etkilesimlerine aracilik eder ve C. elegans, Drosophila,
zebrafsh ve farelerde hiicre kaderinin, proliferasyon, farklanma ve apoptozun

belirlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Artavanis-Tsakonas ve ark., 1999; Bray, 2006).

Notch, hiicrelerarasi1 bir sinyal yolagi olup gelisim siiresince uygun hiicre kaderinin
belirlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Notch sinyali, Notch reseptorleri ile bunlarin
ligandlari arasindaki etkilesimlerle hiicre-hiicre baglantisi {izerinden etki gosterir. Notch
reseptorii Notch ile onlarin ligandlart olan Delta ya da Jagged (Serrata) arasindaki
etkilesimler sonucunda, hiicre-hiicre baglantilariyla aktive olur. insan ve farelerde dort
adet Notch reseptorii bulunur. Notch reseptorleri transmembran proteinleri olup

ligandlarina baglanarak hiicrede gen regiilasyonuna onciiliikk eden ardisik olaylar: tetikler.

Memelilerde Notch ailesi, Notch1/TAN-1, Notch2, Notch3 ve Notch4/int-3 olmak iizere
dort farkli Notch reseptor izoformunun yani sira Jaggedl, Jagged2, Delta like ligand 1
(DI11) D113 ve D114 olmak iizere bes ligand icerir (Fleming, 1998; Wang ve ark., 2008).
Notch ligandlar1 Notch reseptorleri ile etkilesim i¢in gerekli olan bir N-terminal DSL
(Delta, Serrate ve LAG-2) domeyni ile karakterizedir. Ligandlarin hiicre dis1 domeynleri
degisen sayilarda epidermal biiyiime faktorii (EGF) tekrarlari igerirler. Ligandlar, sistein
zengin (CR) domeynin varligina ya da yokluguna bagl olarak Delta ya da Delta-like (DII)

ve Serrate (memelilerde Jagged) olmak {izere iki sinifa daha ayrilirlar (Bray, 2006).

Notch reseptorleri, ilk olarak endoplazmik retikulumda tek bir polipeptid Onciilii olarak
sentezlenir. 300 kDa molekiil agirligindaki Notch proteinleri, trans-Golgi ag1 vasitasiyla
hiicre yiizeyine taginir. Hiicre yiizeyine transfer siirecinde bu full-length Notch proteinleri
glikozilasyon gibi post-translasyonal modifikasyonlar gecirir ve furin tarafindan
yariklanir. Sonug olarak bir 180 kDa molekiil agirliginda ekstraselliiler ligand binding
domain, bir 120 kDa molekiil agirliginda transmembran domain ve bir sitoplazmik bolge
igeren inaktif bir heterodimer tiretilir (Blaumueller ve ark., 1997; Logeat ve ark., 1998).

Notch ligandlari, Notch reseptorlerine benzer sekilde tek gecisli transmembran
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proteinleridir, ancak reseptorlerden farkli olarak Notch reseptorlerini baglayan bir Delta /

Serrate / Lag (DSL) alanina sahiptir(Bray, 2006).

Notch reseptorii ve ligandinin karsilikli olarak baglanmasi, Notch sinyalizasyonunun
modiile edilmesindeki ilk adimdir. Kanonikal Notch sinyali, gonderen hiicrenin
membranina bagl bir ligand ile alic1 hiicre iizerindeki bir Notch reseptoriine baglandigi
zaman aktive edilir. Bu hiicre-hiicre etkilesimi reseptoriin iki ayr1 proteolitik
yariklanmasina yol acar: birincisi ekstraseliiler ylizeyde ADAM/TACE metalloproteaz
enzimi ile gergeklesir, ikincisi ise ¢ift katli fosfolipid katmaninda bir y-sekretaz kompleksi
(presenilin-1 ve -2, Aph-1, Pen-2 ve Nicastrin'den olusur) ile gerg¢eklesir (Brou ve ark.,
2000; Mumm ve Kopan, 2000; Fraering ve ark., 2004).

Ikinci yariklanmanin sonucunda, Notch reseptérii hiicre i¢i domeyni (NICD) sitoplazma
icerisine serbest birakilir. Daha sonra, NICD nukleusa transloke olarak DNA-baglayici
protein CSL [CBF1, Su(H) ve LAG-1"den ismini alir; CBF1, RBP-J olarak da adlandirilir]
ile birlikte kompleks yapar (Bray, 2006; Andersson ve Lendahl, 2014). Ligand
olmadiginda, niikleer NICD olusmadigi i¢in, RBP-J histon deasetilazlarin ve
SMRT/NcoR, SHARP (yada MINT) veya CtIP/CtBP gibi korepresdr komplekslerin
temini araciligiyla Notch hedef genlerini baskilar. NICD’nin RBP-J’ye baglanmasi
baskilanmis durumdan aktif duruma geciste hayati nem tasir. NICD ilk olarak RBP-J’den
korepresorleri (N-CoR, SHARP, CtBP gibi) ayirarak RBP-J baglanma bdlgesi igeren
promotorlari inaktive eder ve ardindan bir koaktivatdr kompleks olan Mastermind/ MAML
ve p300/CBP’yi toplayarak Notch hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eder
(Borggrefe ve Oswald, 2009).

Notch reseptorleri aracili sinyallerin degisik hiicresel ve gelisimsel durumlarda, sinirlt
sayida hedef geni tanimlanmistir. Notch hedef genlerinin arasinda, en iyi tanimlananlari
HEY/HES sinifinin bHLH (basic-helix-loop-helix) genleridir. Fare ve insan genomlarinda
7 adet Hes (Hes1-7) (Sasai ve ark., 1992; Bae ve ark., 2000; Bessho ve ark., 2001) ve 3
adet Hey (Heyl, Hey2, HeyL) geni tanimlanmistir (Leimeister ve ark., 1999; Nakagawa
ve ark., 2000; Iso ve ark., 2001). Ayrica, niiklear faktor kappa B (NF- xB), vaskiiler
biiyiime faktor reseptorii (VEGF), mammalian target of rapamycin (mTOR), siklin D1, c-
myc, p21, p27 ve Akt gibi hedef genleri de Notch hedef genleri arasinda sayilmaktadir.
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Timor gelisimi ve ilerlemesinde, bu genlerin rolleri oldugu bildirilmektedir (Wang ve

ark., 2006; Wang ve ark., 2006; Rizzo ve ark., 2008; Wang ve ark., 2008).

Notch sinyaline yanit, hiicre tipleri arasinda ¢ok biiylik degiskenlik gosterir, 6rnegin,
Notch sinyal yolunun aktivasyonu, bazi durumlarda hiicre proliferasyonunu, bazi
durumlarda ise apoptozu baslatir. Notch sinyaline iliskin olusan farkli yanitlar, Notch
sinyal yolaginin diger yolaklarla etkilesim igerisinde olabileceginin bir gostergesidir

(Bray, 2006).

2.3.2. Kanonikal Olmayan (Non Kanonikal) Notch Sinyali

Kanonikal olmayan Notch sinyalizasyonunun kanonikal Notch sinyalizasyonunda oldugu
gibi tam fonksiyonel bir Notch reseptoriine, uygun post-translasyonel modifikasyonlara
ve Furin boliinmesine ihtiyaci vardir. Ancak furin yariklanmasi inhibe edilse bile Notch
sinyalizasyonu tamamen azalmadigi gézlenmistir (Bush ve ark., 2001; Kidd ve Lieber,
2002). Bu gozlem, kanonikal olmayan (non-kanonikal) Notch sinyali olarak bilinen

yolagin diger ayrintilarinin kesfedilmesini saglamistir.

Kanonikal olmayan Notch sinyalizasyonu, Notch ligand uyarimindan bagimsiz olarak
meydana gelebilir, kanonikal olmayan ligandlarla diizenlenebilir veya RBPJ
transkripsiyon faktorleri olmadan bile ortaya ¢ikabilir (D'Souza ve ark., 2010; Andersen
ve ark., 2012). Kanonikal olmayan Notch sinyal yolaginin ligandina bir 6rnek Delta like
1 homologu (DIkl) gosterilebilir. DIk1, Delta-Notch ailesi ile son derece iliskilidir, ancak
Notch ailesinin reseptorlerine baglanabilmesi i¢in ¢ok dnemli olan DSL aktive edici
domainine sahip degildir. Bununla birlikte, DIk1'in Notch sinyal yolunun antagonisti
oldugu, Notch reseptorleri ile etkilestigi, kanonikal Notch ligandlariyla rekabet ettigi ve
Notch sinyalizasyonunu negatif olarak diizenledigi 6ne siiriilmiistiir (Baladron ve ark.,
2005; Bray ve ark., 2008; Ceder ve ark., 2008). Baladron ve arkadaslari, Notchl-pozitif
Balb/c14 hiicrelerine DIk1 transfeksiyonu sonrasinda Hesl ekspresyonunun azaldigini
gostermislerdir (Baladron ve ark., 2005). Baska bir c¢alismada, prostatin luminal
farklilasmasi sirasinda Notch sinyal yolagi aktivasyonu, liiminal transit amplifying
hiicrelerinde DIlk1’in protein seviyesini diigiirdiigii gosterilmistir (Ceder ve ark.,
2008).Sonug olarak, bu ¢alismalar kanonikal Notch sinyalleri ile DIk1 arasinda iki tarafli
bir diizenleme oldugunu gostermistir (Ceder ve ark., 2008). Yapilan birka¢ ¢alismada,
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Notch sinyal yolagi Wnt/B-katenin yolagini post-translasyonel olarak etkileyerek ligand
ve transkripsiyon bagimsiz mekanizmalarla fonksiyonunu yerine getirebilecegi
gosterilmistir (Andersen ve ark., 2012). Yariklanmamis ve membrana bagli halde bulunan
Notch reseptoriiniin, GSK3p'dan bagimsiz olarak -katenin aktif formunu baskilayabildigi
gosterilmistir. Bu sonug ta gosterir ki, Notch sinyal yolaginin ligandlar1 ile uyarimi
olmadigr halde Wnt sinyaliyle etkilesime girebilir (Hayward ve ark., 2005). Ancak
kanonikal olmayan Notch sinyalizasyonunun ayrintili mekanizmalar1 halen belirsizligini
korumaktadir ve bu yolagin gelisim ve tiimorogenezde fizyolojik 6nemi olabileceginden

dolay1 daha ¢ok arastirmaya ihtiya¢ vardir.

T hiicresi akut lenfoblastik 16semili hastalarda t (7;9) (g34;934.3) kromozomal
translokasyonun analizi sonrasinda, Notch ekspresyon bozuklugu ilk kez kanserle
iliskilendirilmistir. Kromozom 9 iizerindeki Notchl'in 3 ucunun, 7 nolu kromozom
tizerindeki T hiicre reseptorii-p’nin (TCR-B) Jb katilim bolgesine translokasyonu, kesilmis
Notchl transkriptlerinin asir1 ekspresyonuna sebep olmustur (Ellisen ve ark., 1991). O
tarihten bu yana, bozuk Notch sinyali ¢esitli insan hastaliklariyla iliskilendirilmistir.
Ornegin, Notch3 ve ligand1 Jagged1’deki mutasyonlarm; Notch3 mutasyonu otozomal
dominant bir bozukluk olan Alagille sendromuna (Li ve ark., 1997), Jagged1 mutasyonu,
subkortikal enfarktiislii serebral otozomal dominat arteriyopati'ye ve l16koensefalopati’ye
(Joutel ve ark., 1996) neden oldugu belirlenmistir. Meme kanseri, akciger kanseri ve rahim
agz1 kanseri, prostat kanseri gibi insan neoplazmalar1 ve Hodgkin lenfoma, anaplastik
genis hiicreli lenfoma gibi lenfoid neoplazmalarin yakin gecmiste Notch sinyaliyle iliskili

oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Allenspach ve ark., 2002).

2.4. Prostat Kanseri ve Notch iliskisi

Daha 6nce yapilan c¢aligmalarda, embriyonik ve postnatal prostat gelisimi i¢in Notch
sinyal yolag1 gerekli oldugu kadar, prostat kanserinin gelisimi, ilerlemesi ve metastazinda
da Notch sinyalinin 6nemli oldugu belirtilmektedir (Grishina ve ark., 2005; Wang ve ark.,
2006; Leong ve Gao, 2008). Nitekim g¢alismalarin bir kisminda, prostat kanseri gelisimi,
ilerlemesi ve metastaz siirecinde Notch sinyal yolagi iiyelerinin ekspresyonlarinin arttigi
belirtilirken (Scorey ve ark., 2006; Bin Hafeez ve ark., 2009; Zhu ve ark., 2013), diger
kisminda ise, ekspresyonlarinin azaldigi belirtilmektedir (Wang ve ark., 2006). Notch
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sinyal yolagimin prostat kanserindeki onkojenik ve tiimor siipresor rolleri arasindaki
dengeyi ve belirtecleri anlamak, yeni tedavilerin gelisimine yardimci olabilir. Gelisen
kanitlar, Notch ekspresyonunun prostat kanserinde belirgin olarak daha yiiksek oldugunu
ve Notch sinyalizasyonunun bozuklugu tiimor gelisimine ve kanser metastazina katkida

bulundugunu ortaya koymustur (Deng ve ark., 2016).

Notch sinyalizasyonunun hiicre proliferasyonunu artirdigi, apoptozu engelledigi,
migrasyonu ve invazyonu artirdigr ve hiicre metastazini kolaylastirdigi yapilan birgok
calisma ile gosterilmistir. DU145, LNCaP ve PC3 gibi prostat kanseri hiicre hatlarinda,
Notch1’in degisen seviyelerde eksprese edildigi gosterilmistir (Shou ve ark., 2001). Insan
prostat dokusu Orneklerinde, incelenen 218 prostat kanseri ornegi arasinda Jaggedl
MRNA ekspresyon seviyeleri, primer timor ve metastaz 6rneklerinde normal 6rneklere
kiyasla belirgin sekilde yiiksek oldugu gosterilmistir (Yu ve ark., 2014). Benzer sekilde,
Zhu ve arkadaslari ileri evre prostat kanserlerinde Jagged1 ve Notch1 protein diizeylerinin
arttigmi bildirmistir (Zhu ve ark., 2013). Ustelik, yiiksek Jaggedl ekspresyonu niikslerle
belirgin olarak iliskilendirilmistir (Santagata ve ark., 2004). Bununla birlikte, kanser
etiyolojisi baglaminda, Notch proteinlerinin rolii, ligandlar1 ve diizenlenmeleri hakkindaki
bilgiler birbirinden farklilik gostermektedir (Shou ve ark., 2001; Hayward ve ark., 2005;
Li ve ark., 2007; Zhu ve ark., 2013). Wang ve arkadaslari, Notch sinyalizasyonu
inaktivasyonunun prostat timorogeneziyle iligkili olabilecegini bildirmislerdir (Hayward
ve ark., 2005). Klinik ¢alismalarda, insan prostat adenokarsinomu 6rneklerinde c-Fos, c-
Jun ve PSCA diizeyleri belirgin olarak yiikseldigi gosterilmistir (Aoyagi ve ark., 1998).
Vahsi tip ve Notchl knockout fare prostatinda, c-Fos, c-Jun, PSCA ve FGF18'in gen
ekspresyonlar1 kiyaslandigr zaman, Notchl knockout farelerde c-Fos, c-Jun, PSCA ve
FGF18'in gen ekspresyonlar1 6nemli derecede arttigi gosterilmistir (Wang ve ark., 2006).
Bagka bir calismada, metastatik insan prostat kanser hiicre hatlarinda siRNA ile Notch1’in
knockdown edilmesi ile hiicrelerin invazyon, proliferasyon ve hayatta kalma gibi
malignant 6zelliklerinin kayboldugu goézlenmistir (Bin Hafeez ve ark., 2009). Ayrica
prostat kanserinde artig gosteren bir adaptdr protein olan Prostat Tumor Overexpressed-1
(PTOV1), Notch sinyal yolagi hedefleri Hesl ve Heyl'in ekspresyonunu azaltmasiyla,
prostat kanseri ilerlemesini indiikledigi belirlenmis ve bu sonuglar prostat kanserinde

Notch’un bir tiimér siipresif rolii olabilecegini gostermistir (Alana ve ark., 2014).
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Ayrica, protein diizeyinde yapilan daha onceki ¢aligmalar incelendiginde,, insan prostat
kanseri dokularinda progresyon spektrumu (lokalden metastatik prostat kanserine)
artttkca Notch sinyal yolagi iiyelerinin ekspresyonlarinin da arttigi  gozlenmistir
(Santagata ve ark., 2004; Bin Hafeez ve ark., 2009; Zhu ve ark., 2013). Yukarida verilen
calismalarin sonuclarindan, bu konunun oldukca tartismali ve heniiz tam olarak
aydinlatilamamis oldugu anlagilmaktadir. Dolayisiyla konunun aydinlatilabilmesi igin
daha yeni ve orijinal ¢calismalara gerek vardir. Ayrica, bu c¢alismalarin ¢ogunda, Notch
sinyal yolagi tiyelerinden 6zellikle Notchl1, Jagged1 ve Hesl tizerinde durulmustur (Shou
ve ark., 2001; Santagata ve ark., 2004; Scorey ve ark., 2006; Wang ve ark., 2010; Wang
ve ark., 2011; Soylu ve ark., 2015).

2.4.1. Prostat Kanseri Proliferasyonu ve Notch Iliskisi

Proliferasyon, hiicre siklusu diizenlemesi ile siki bir sekilde kontrol edilir. Notchl ve
ligand1 olan Jaggedl'in ekspresyonunun azalmasi S fazi hiicre siklusu ilerlemesini
geciktirdigi ve PC3 prostat kanseri hiicre hattinda hiicre biiylimesini inhibe ettigi
bildirilmistir. S faz1 hiicre dongiisii ilerlemesi CDK2 aktivitesine ve S fazi siklinlerine
baglidir. PC3 hiicrelerinde Jagged1 knockdown edildigi zaman, CDK2 ekspresyonu % 50
ve siklin A ekspresyonu % 90 oraninda azalmistir(Zhang ve ark., 2006). Ustelik bir CDK
inhibitoérii olan p27'nin protein ekspresyonu 10 kat kadar artmustir. Bu sonuglar,
Jagged1’in prostat tlimorogenezinde hiicre siklusunun ilerlemesi i¢in gerekli oldugunu
ortaya koymustur. Prostat kanseri hiicre hatlarinda hem Notchl hem de Jaggedl’in
knockdown edilmesi, hiicre proliferasyonu inhibisyonuna neden olmaktadir, ancak
Jagged1’in knockdown edilmesi Notchl’in knockdown edilmesine gore daha giiclii bir
inhibitor etki sergilemistir (Zhang ve ark., 2006).

Zhang ve arkadaslari, PC3, DU145, LNCaP ve C4-2B'yi iceren prostat kanseri hiicre
hatlarinda Jagged1'in ekspresyonunun baskilanmasinin, hiicre biiylimesini inhibe ettigini
belirtmislerdir (Zhang ve ark., 2006). LNCaP, LAPC4, DU145 ve PC3 hiicre hatlarinda,
siRNA transfeksiyonuyla knockdown edilmis Jaggedl, hiicre proliferasyonunu biiyiik
Olciide azaltmistir. Jagged1'in asir1 ekspresyonu, LNCaP ve LAPC4 hiicrelerinde hiicre
proliferasyonunu iki kata kadar artirmig, aksine DU145 veya PC3 hiicre hatlar1 iizerine ise

cok az etki gostermistir (Yu ve ark., 2014). Ayrica PC3 hiicre hattinda, RBPJ’nin
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knockdown edilmesi, hiicre proliferasyonunun azalmasina neden olmustur (Yong ve ark.,
2011). Yukarida bahsedildigi gibi, bazi c¢alismalar Notch sinyal yolaginin tiimor
bliylimesini destekleyici bir yonde etkisini desteklemekte iken bazi1 ¢alismalar ise, Notch

sinyal yolaginin anti-proliferatif etki gosterdigini ifade etmislerdir.

Notchl, ¢esitli prostat kanseri hiicre hatlarinda yiiksek oranda eksprese edilir ve benzer
sekilde, fare prostatinin transgenik adenokarsinoma (TRAMP) modelinin malignant ve
metastatik prostat epitel hiicrelerinde de Notchl mRNA ekspresyonu artis gostermektedir
(Shou ve ark., 2001; Wang ve ark., 2011). Ancak tuhaf bir sekilde, Notch ligandlarinin
ekspresyonu, hem prostat kanseri hiicrelerinde hem de TRAMP farelerinde diisiik
bulunmus veya saptanamamustir; bu da ligandlarin, Notch sinyalizasyonunun fizyolojik
aktivasyonunda, minimal veya hi¢ yer almadigini isaret eder. Bunlara ek olarak, Notchl
aktive oldugu zaman, prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonunun inhibe oldugu
gosterilmistir ve bu durum Notch sinyal yolagmin malignant prostat hiicrelerinde
baskilandigini ifade eder (Shou ve ark., 2001). Wang ve arkadaslari, Notch1'in prostatta
inaktive edilmesi, prostat dokusunda, epitel hiicrelerinin artmis hiicre proliferasyonuna,
dallanmasina ve lokalize olmus kiimelerine yol agtig1 bildirmislerdir ve bu ortaya ¢ikan
sonuclar prostat kanserinin genetik olarak tasarlanmis fare modellerinin fenotipine
benzemektedir. Ayni1 calismanin  microarray analizleri sonucunda, prostat
adenokarsinoma dokularinda normal prostat dokularina kiyasla Notchl ve Heyl genleri
ekspresyonunun onemli derecede azaldigi bulunmustur ve bu bulgu da Notch sinyal
yolaginin bozuklugunun prostatik tiimorogenezini kolaylastirabilecegini gostermistir
(Wang ve ark., 2006). Whelan ve arkadaslar1, prostat adenokarsinom odaklarinda, total ve
yariklanmig Notchl ve Heyl’in immiinohistokimyasal olarak kaybini bildirmistir. Bu
arastirmacilar, DU145 prostat kanseri hiicre hattinda ise yariklanmig Notchl’in asiri
ekspre oldugunu gostermislerdir. Ancak Notchl aktivasyonunun hiicre proliferasyonu
tizerine Onemli bir etkisinin olmadigimi fakat hiicre migrasyonunu azalttigini
gostermiglerdir. Arastirmacilar, Notch sinyalizasyonu araciligiyla bir timér siipresor gen
olan PTEN ekspresyonunun da arttigin1 géstermistir ve boylece Notch sinyal yolaginin
bir tiimor siipresor gen olan PTEN ekspresyonunu artirarak  kanserin ilerlemesini

baskiladig1 rapor edilmistir (Whelan ve ark., 2009).
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Sonug olarak birka¢ ¢alismada, Notchl’in asir1 ekspresyonunun kanser proliferasyonunu
baskiladig1 (Shou ve ark., 2001; Wang ve ark., 2006), aksine diger ¢alismalarda, Notch1'in
knockdown edilmesi proliferasyonu baskiladig bildirilmistir (Zhang ve ark., 2006; Yong
ve ark., 2011; Yu ve ark., 2014). Ancak baska bir ¢alismada ise, Notch sinyalizasyonu
artiginin hiicre proliferasyonu tizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 bulunmustur (Whelan

ve ark., 2009).

2.4.2. Prostat Kanserinde Apoptosis/Anoikis ve Notch Tliskisi

PC3 prostat kanseri hiicre hattinda, Notchl ve Jaggedl’in knockdown edilmesi hiicre
canliliginin azalmasina ve apoptozun indiiklenmesine neden olmustur. Ayrica Notch
inaktivasyonu Akt fosforilasyonunun ve onun hedefi olan mTOR’un azalmasina neden
olmugtur. PC3 hiicrelerinde PI3K inhibitérii ile PI3K/Akt yolagmin inaktivasyonu,
Notchl ekspresyonunun ve mTOR fosforilasyonunun ortadan kalkmasina sebep olmustur.
Ayrica Akt eksikligi de, Notchl ve Jaggedl ekspresyonunu azaltmistir. Bu sonuglar
prostat kanserinde Notchl ve Akt yolagi arasinda karsilikli bir diizenlemenin oldugunu
gostermektedir (Wang ve ark., 2010). Ayn1 grup, Akt’den bagka Notch1'in knockdown
edilmesinin FoxM1 yolagini da inhibe ettigini de vurgulamistir (Wang ve ark., 2011).
Hiicre dongisii ile iliskili bir transkripsiyon faktorii olan FoxM1'in asir1 ekspresyonu,
prostat karsinogenezi ile iliskilendirilmistir (Chandran ve ark., 2007). Pi3K/Akt yolag
inhibitorleri, FoxM1’in ekspresyonunu ortadan kaldirmistir ve bu sonug, FoxMI
expressiyonunun PI3K/Akt yolag: tarafindan diizenlendigini gdstermistir. Bu sonuglar,
Notchl ve Jaggedl'in knockdown edilmesinin, PI3K/Akt, FoxM1 ve mTOR yolaklarmnin

inaktivasyonu ile, prostat kanserinin apoptotik hiicre 6liimiinii baslattigin1 gdstermektedir.

Notch sinyalleri, anoikis diizenlenmesinde de rol almaktadir. Anoikis, ¢evredeki hiicre
dis1 matristen hiicre adezyonunun kaybedilmesiyle indiiklenen programlanmis hiicre
Olimii olup metastazi Onlemek icin kullanilabilecek 6nemli bir mekanizmadir. Bu
nedenle, sekonder tiimor kolonileri olusturabilmek ic¢in, metastatik kanser hiicreleri

anoikisden kagmasi gerekir (Liotta ve Kohn, 2004).

Daha oOnce yapilan bazi ¢aligmalarda, tiimor hiicrelerindeki anoikis direnci ile Notch
sinyalleri iliskilendirmistir. Ornegin, meme kanserinde, Notch aracili E-kadherinin
baskilanmasi, B-katenin aktivasyonu ve anoikis direncine sebep olur (Leong ve ark.,
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2007). Servikal kanserde, aktif Notchl sinyali PI3K/Akt yolagmin aktivasyonu yoluyla
anoikise direng olusturur (Rangarajan ve ark., 2001). Prostat kanserinde Notch ve anoikis
arasindaki korelasyon hakkinda ¢ok az bilgi bulunmasina ragmen, bir ¢alismada Notch
sinyalinin artisinin anoikisi inhibe ettigi ve prostat luminal epitel hiicreleri
proliferasyonunu uyardig1 ifade edilmistir. Ayn1 ¢aligmada, Notch sinyalizasyonunun
aktivasyonu, transit amplifying luminal progenitor hiicrelerinde NF-kB yoluyla ve
Hes1'den bagimsiz olarak hiicre anoikisini baskiladigi da vurgulanmistir (Kwon ve ark.,
2014). Sonug olarak, anormal Notch sinyalizasyonunun luminal hiicre proliferasyonunu
desteklemesi, anoikisi inhibe etmesi ve prostat kanseri ilerlemesini ve metastazini
artirmas1 mumkiindiir. Ancak anoikisde Notch sinyalizasyonunun dogrudan katilimini

gosteren daha fazla deneysel caligsmalara ihtiyag vardir.

2.4.3. Prostat Kanseri Gelisiminde Hipoksi ve Notch iliskisi

Asirt hipoksi kosullart timor hiicresinin hayatta kalmasini zorlastirsa da, hafif hipoksik
kosullar timor hiicrelerinin kosullanmasini saglar ve hayatta kalabilmek icin diisiik
oksijen kosullara adapte olma kabiliyetlerini arttirir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada,
uzun siireli hipoksik kosul, LNCaP insan prostat kanseri hiicrelerinde hiicre
proliferasyonu devamliligi i¢in Notch3'ii aktive ettigi, ancak Notchl ve Notch2'yi aktive
etmedigi rapor edilmistir. Ayn1 grup, Notch sinyallerinin LNCaP hiicrelerinde hipoksiye
bagli néroendokrin diferansiyasyonunu (NED) diizenledigi bildirmistir (Danza ve ark.,
2012). Noroendokrin yonde farklanmig prostat kanseri hiicrelerinin parakrin fonksiyon ile
proliferasyonu, invazyonu ve metastazi destekleyerek daha kotii bir prognoza neden
oldugu ve androjen baskilayici tedaviye direng gelismesini sagladigi gosterilmistir (Danza
ve ark., 2012; Danza ve ark., 2013). LNCaP hiicrelerinin diisiik oksijene maruz kalmasi
NED’i destelemis ve hipoksik kosullar altinda iken Notchl ve Notch2’nin mRNA ve
protein ekspresyonu azalmistir. Bunlarin yani sira Heyl ve Hesl ekspresyonlart da
azalmigtir (Danza ve ark., 2012). Sonug olarak bu bilgiler 1s181inda hipoksi; prostat kanseri
hiicreleri proliferasyonu devamliligi i¢in Notch3 aktivasyonunu tetikledigi ve Notchl ve
Notch2 sinyallerini inhibe ederek NED’i sagladigi ve boylece prostat kanseri
progresyonunu sagladig sdylenilebir. Ozellikle tiimér hiicrelerindeki hipoksi, metastazi
destekleyen bir siire¢ olan epitelial mezenkimal gecis (EMT) ile iligskilendirilmistir. Su

ana kadar herhangi bir prostat kanseri modelinde deneysel olarak kanit bulunmamasina

18



ragmen, Notch sinyalleri, hipoksik bir uyarinin EMT’ye doniistiiriilmesinde rol aliyor gibi

gozikkmektedir (Sahlgren ve ark., 2008).

2.4.4. Prostat Kanserinde Hiicre Invasyonu, Metastaz ve Notch iliskisi

Bin Hafeez ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada; insan dokular1 ve insan prostat
kanseri hiicre hatlarinda, Notch1’in asir1 ekspresyonunun tiimor invazyonunu destekledigi
ve PC3 ve 22Rv1 insan prostat kanseri hiicre hatlarinda Notch1'in knockdown edilmesinin
hiicre invazyonunu 6nemli derecede azalttigin1 gostermislerdir. Ayrica ayni ¢alismada,
mikroarray analizleriyle, knockdown Notchl'in, NF-kB yolagmin hedef genleri olan
matriks metalloproteinaz-9 (MMP9) ve iirokinaz plazminojen aktivatorii (uPA) dahil
olmak {izere hiicre invazyonunda rol alan hiicre dis1 proteinlerin ekspresyonunda belirgin

bir azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Bin Hafeez ve ark., 2009).

Daha 6nce yapilan bir ¢alismada; Notchl eksikliginin, NF-kB aktivitesinde bir diislise ve
buna bagli olarak MMP ve uPA’da da diisiise neden oldugu belirtilmis ve ayrica Notchl
ve/veya Jaggedl’in sessizlestirilmesinin NF-kB’nin DNA baglama aktivitesini inhibe
ettigi de gosterilmistir (Wang ve ark., 2010). Bununla birlikte bu sonuglar, Notchl
eksikliginin, NF-kB aktivitesinde bir diisiise ve buna bagli olarak MMP ve uPA’da diisiise
neden oldugunu goéstermistir. Boylece, Notchl eksikliginin kanser hiicresi invazyonunu
azalttig1 ortaya konulmustur (Bin Hafeez ve ark., 2009; Wang ve ark., 2010). Ayrica,
Notch sinyallerinin hiicre metastazi (hiicre hareketliligi) ile iligkili oldugu bildirilmistir.
LNCaP ve PC3 hiicrelerine bir Notch sinyal yolagi inhibitorii (y-sekretaz inhibitorii)
uygulandiginda, Hes1 expresyonunun azaldig1 ve 48 saat sonra ise hiicre hareketliliginin
yavasladigi rapor edilmistir (Scorey ve ark., 2006). Bu bulgular, prostat kanserinde Notch

ekspresyonunun metastaz ve invazyonunu destekledigini gostermektedir.

Bagka bir ¢aligma ise, Notch sinyalizasyonunun prostat kanserinde hiicre invazyonunu
inhibe ettiini gostermistir. Ancak Notch''n bu anti-invaziv rolli, prostat tumor
overexpressed-1 (PTOV1; prostat kanserinde ekspresyonu belirgin sekilde artan bir
adaptor protein) tarafindan baskilanmistir. PTOV1 knockdown edilmis prostat epitel
hiicrelerinde, Notch sinyalizasyonuna bagli olarak Hey1 ve Hes1'in ekspresyonu artmuistir.
Yapisal olarak aktif Notchl reseptorii, prostat kanseri hiicrelerinin biiylimesini ve
invazyonunu zayiflatmistir (Alana ve ark., 2014).
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2.4.5. Prostat Kanserinde Anjiyogenez ve Notch Iliskisi

Anjiyogenez, tiimdr biiylimesi ile iligskilendirilmistir. Notch sinyalizasyonunun, normal
vaskiilarizasyon ve timor anjiyogenezi i¢in ¢ok 6nemli olabilecegi 6ne siiriilmiisttir (Hu
ve ark., 2012). Prostat kanserindeki anjiyogenez hakkinda simirli sayidaki ¢alismada,
Notch sinyalizasyonunun, vaskiiler gelisimde ve tiimor anjiyogenezisinde rol aldig1 agik
bir sekilde gosterilmistir (Bin Hafeez ve ark., 2009). Kanser ksenograftlarinda, PC3
hiicrelerinde DIl4'lin asir1 ekspresyonunun anjiyogenezi azalttigr ancak damar sistemi
yapisini ve fonksiyonunu gelistirerek damar perfiizyonunu ve tiimor oksijenizasyonunu
gelistirdigi ve bunun da tiimor progresyonu artisini sagladigi gosterilmistir (Li ve ark.,
2007). Yapilan ¢alismalar incelendigi zaman D114 harig, diger Notch ligandlarinin prostat
kanseri anjiyogenezi lizerindeki etkileri heniiz tam olarak bilinmemektedir ve yeni

arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.4.6. Prostat Kanseri Metastazi ve Notch Iliskisi

Metastaz siireci, kanser mortalitesinin 6nde gelen nedenidir (Hu ve ark., 2012). Daha 6nce
yapilan galismalar ile prostat kanserlerinin siklikla kemige (Cooper ve ark., 2003), lenf
diigtimlerine (Swanson ve ark., 2006) ve beyine (Salvati ve ark., 2005) metastaz yaptigi
gosterilmistir. Bu metastatik alanlarindan elde edilmis PC3 ve C4-2B (kemikten), DU145
(beyinden) ve LNCaP (lenf diigiimiinden) gibi ¢esitli prostat kanseri hiicre hatlar1 deneysel
modeller olarak kullanilmaktadir (Shou ve ark., 2001; Zayzafoon ve ark., 2004; Bin
Hafeez ve ark., 2009).

Ancak prostat kanserinin metastazinda, Notch sinyalizasyonunun rolii heniiz tam olarak
aydmlatilamamistir. Notch sinyal yolagi, hiicre migrayonu, invazyonu, anoikis ve apoptoz
direnci ve anjiyojenezin diizenlenmesinde rol almasindan dolayr prostat kanseri
metastazin1 kolaylastirabilecegi belirtilmistir. Santagata ve arkadaslari 154 benign,
lokalize ve metastatik prostat kanseri dokularinin immiinohistokimyasal analizi
sonucunda, metastatik prostat kanseri dokularinda Jaggedl ekspresyonunun anlamli
oranda yiiksek oldugunu gozlemislerdir (Santagata ve ark., 2004). Benzer sekilde,
TRAMP farelerin lenf diiglimleri metastazinda, Notch1’in mRNA ekspresyon seviyesinin
daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Shou ve ark., 2001). Ayrica, prostat kanserinde anormal

sekilde eksprese olan EMT (epithelial-mesenchymal transition) belirtecleri
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incelendiginde, prostat kanseri kemik metastazinda, Notchl asir1 ekspresyonu
gozlenmistir (Sethi ve ark., 2010). Bu sonug, prostat kanserinin kemik metastazina

Notchl’in dogrudan dahil olabilecegini gostermistir.

Prostat kanserinin kemik metastazinin ilerlemesinde, metastatik prostat kanseri hiicreleri
ile osteoblastlar arasindaki Notch sinyal yolaginin dahil oldugu bir mekanizma etkin
olmaktadir. Bu mekanizma, kanser hiicrelerinde osteoblast benzeri bir fenotipi ortaya
cikardigt ve bu fenotipin osteoblastik lezyonlar1 indiikledigi gosterilmistir. Prostat
kanserinin kemik metastazindan elde edilmis C4-2B hiicre hatti ve primer prostat
kanserinin kemik metastazi geligsmis hastalarin kemik dokularinda Notch1 ekspresyonunu

onemli derecede artirdig1 tesbit edilmistir (Zayzafoon ve ark., 2004).

2.5. Prostat Kanseri Tedavisi

Prostat kanserinin mevcut tedavi segenekleri cerrahi, radyasyon ve kemoterapidir. Prostat
kanserinden oliim riski, erken teshis ve tiimor progresyonu i¢in serum prostat spesifik
antijen (PSA) taramasi islemleri sayesinde son birka¢ yilda azalmistir (Porkka ve ark.,
2007). "Tumor Nodu Metastazi" sistemi ile, dort asamali prostat kanseri tespit edilmistir
(Ganju ve ark., 2014). Prostat kanseri evre I'de, kanser yalnizca prostatda bulunur (Sekil
2.6). Bu asamada, kanser hormona duyarli ve asemptomatik yada minimal
semptomatiktir. Prostat kanseri Evre I’de kemoterapétik ajanlar tavsiye edilmez, bunun
yerine timorler cerrahi, brakiterapi (Johnson ve Roach, 2014) ve kriyocerrahi (Al Ekish
ve ark., 2013) ve Yiiksek Yogunluk Odakli Ultrason (HIFU) (Komura ve ark., 2014) gibi
diger tedavi yontemlerine tabi tutulur. Evre Il'de, prostat kanseri, tipik olarak prostat
i¢inde biiyiir ve bazal membran bozulmamistir (Sekil 2.6). Bu asamada, kanser tamamen
semptomatiktir ve tedavisi icin dosetaksel, mitoksantron kullanilir. Evre III'te, prostat
kanseri nadiren prostat disina yayilir. Bu asamada dosetaksel, cabazitaksel, mitoksantron
ve abirateron asetat gibi kemoterapikler ile tedavinin ardindan radyasyon tedavisi
uygulanir (Sekil 2.6). Evre IV, kanserin prostatin disina yayildigi ve diger
organlara/dokulara metastaz yaptigi evredir (Sekil 2.6). Evre IV prostat kanseri i¢in,
standart tedavi secenekleri, harici 151n ve palyatif radyoterapi veya prostatin transiiretal

rezeksiyonunu igerir (Ganju ve ark., 2014).

21



Normal

Prostat
- vE -

——- Mesane

w /

= .'\Seminal Vezikiil
—ad-Prostat bezi

\ P F
[l =l &% - Lenf nodu

P~

Kanser

——

‘Evrel Evre Il Evre Ill Evre IV

Sekil 2.6. "Timdér Nodu Metastaz1" sistemine goére dort asamali prostat kanseri
(http://www.mpuh.org/centreforroboticsurgery/tag/prostate-cancer-treatment/, Erisim tarihi: 23.08.2017).

Metastatik prostat kanseri hastalarinin tedavisindeki kose tasi, anti-androjenler ve
dosetaksel ile yapilan tedavidir. Metastatik prostat kanserli hastalarin yaklagik %90°1,
baslangicta androjen baskilayici tedavilere duyarlidirlar ve tedavi alan kisilerdeki
baslangi¢ cevabi oldukca iyidir. Bu hastalarda baslangi¢c cevabi olarak PSA ve yumusak
doku metastaz1 azalir. Ancak bu tedaviden yaklasik 18-24 ay sonra, hastalarda hormon
tedavisine diren¢ gelisir ve kastrasyona direncli prostat kanseri (CRPC) ortaya cikar
(Pienta ve Bradley, 2006; Sinibaldi, 2007). Bazi arastirmacilar, androjen reseptoriiniin
(AR) aktif kaldigin1 ve metastatik CRPC'nin ilerlemesi sirasinda 6nemli bir rol oynadiginm
bildirmistir (Zhang ve ark., 2015). Bunun sebebi ise, prostat kanseri hiicrelerinden ve
adrenal bez tarafindan iiretilen androjenler (Attard ve ark., 2005; Bruno ve Njar, 2007),
AR’nin genomik amplifikasyonlari, androjen taginimindaki degisiklikler, AR
koaktivatorleri ve koregiilatorlerindeki anormallikler, biiylime faktorleri ve sitokinler
tarafindan AR’nin ligand bagimsiz aktivasyonu ve AR splice varyantlar1 olabilir
(Rathkopf ve Scher, 2013; Carver, 2014). Ayrica anti-androjenler ile uygulanan ilk tedavi,
ilerleyen siirecte prostat kanseri hiicreleri iizerine agonistik etki yaparak AR’nin asir1
ekspresyonuna veya AR mutasyonuna neden olarak, reseptoriin androjen yoklugunda da

aktive olmasina neden oluyor olabilir (Chen ve ark., 2004). Dosetaksel, metastatic CRPC

22


http://www.mpuh.org/centreforroboticsurgery/tag/prostate-cancer-treatment/

hastalarinda genel sagkalimda bir gelisme gosteren ilk sistemik tedavidir (Petrylak ve ark.,
2004). Son zamanlarda, mCRPC tedavisi i¢in yeni bir ila¢ olan abirateron asetat
onerilmektedir (Fizazi ve ark., 2012). Bu yiizden, CRPC, klinikte dosetaksel ve/veya
abirateron asetat ile tedavi edilmeye ¢alisilmaktadir (Sinibaldi, 2007).

2.5.1. Dosetaksel

Dosetaksel, farkli kanser tiirlerinin tedavisinde genis 6l¢iide kullanilan ve Taxus baccata
bitkisinden elde edilen bir taksoit oziitiidiir. Dosetaksel, prostat kanseri tedavisi i¢in en
umut verici kemoterapi ilacidir. Dosetaksel, paklitakselinin yar1 sentetik analogu olup
gastrointestinal kanserler, meme kanseri, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, prostat
kanseri, ovaryum ve bag-boyun kanserleri gibi degisik malignansilerde antineoplastik ajan
olarak kullanilmaktadir (Cortes ve Pazdur, 1995; Montero ve ark., 2005). Bu ilag, diisiik
sistemik toksisite ve yiiksek oranda hiicresel gecis gosterir. G2/M fazinda, hiicre
dongiisiiniin durdurulmasina ve daha sonra kanser hiicrelerinde apoptoz ve sitotoksisitenin
baslatilmasina neden olan mikrotiibiil stabilizasyonunu tesvik eder (Sekil 2.7.) (Clarke ve
Rivory, 1999). Hiicrede, mikrotiibiillerin polimerizasyonunu artirip, depolimerizasyonunu
da Onleyerek stabil mikrotiibiil topluluklar1 olusturmak suretiyle anti-tiimor etkisi
gostermektedir (Schiff ve ark., 1979; Ringel ve Horwitz, 1991). Ayrica hiicrelerde tiibiilin
polimerizasyonu ile mitotik arreste ve anti-apoptotik etkileri olan bcl-2 fosforilasyonunu
sitimiile ederek apoptozu indiikler ve boylece anti-tiimor etkilerini gosterir (Diaz ve
Andreu, 1993; Reed, 1995). Dosetaksel, paklitaksele kiyasla daha giiglii bir ilagtir.
Dolayisiyla, diisiik dozdaki dosetaksel, yliksek doz paklitakselden daha giiclii bir sekilde
apoptozu indiikleyerek, daha fazla kanser hiicresi 6liimiine neden olabilir (Grant ve ark.,

2003).
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Depolimerizasyon

Dosetaksel

Sekil 2.7. Dosetaksel, mikrotiibiill polimerizasyonu olugsmaya devam ederken mikrotiibiil
depolimerizasyonunu inhibe eder. Bu inhibisyon, hiicre dongiisii arresti ve mitozun inhibisyonu da dahil
olmak tizere hiicresel aktivitelerin bozulmasina neden olur (Mackler ve Pienta, 2005).

Dosetaksel (kimyasal formiilii, C43H53NO14 ve molekiiler agirligi, 807.9 g mol-I), suda
cozlinmeyen bir anti-mitotik kemoterapotik ajandir. Hidrofobik yapisi nedeniyle, hiicre
icerisindeki tasinmasi lipoproteinler, alblimin ve ol asit glikoprotein gibi plazma
proteinlerinin yardimiyla gergeklesir (Clarke ve Rivory, 1999). Dosetaksel hiicre igerisine
alindig1 zaman, C13 yan zincirindeki tert-butil grubunun metil grubunda hidroksilasyon
meydana gelir. Bu hidroksilasyon dosetakselin daha da oksitlenmesini ve hayvanlar ve
insanlarda dongilisel bir forma donistiriilmesini saglar (Royer ve ark., 1996).
Dosetaksel’in bu siklik formu, mikrotiibiiliin baglanmasi ve mikrotiibiil yapisinin stabilize
edilmesinden sorumludur. Bu tlir mikrotiibiil polimer hiperstabilizasyonu, hiicre
dongiistiniin G2/M fazinda arreste ve bdylece hiicre 6liimiine neden olur (Verweij ve ark.,
1994). Dosetaksel karacigerde metabolize olur ve sitokrom P450 {iyesi olan CYP3A4

enzimi tarafindan pargalanir (Kruijtzer ve ark., 2002).

2.5.2. Abirateron Asetat

Abirateron asetat, pregnelanon analogu olup spesifik ve geri doniissiiz CYP17Al
(Cytochrome P450, family 17, subfamily A, polypeptide 1) inhibitoriidiir (Potter ve ark.,
1995; Rowlands ve ark., 1995). CYP17Al1, 2 adet enzimatik reaksiyonun
katalizlenmesinden (enzimin olusumundan) sorumlu monooksigenazdir; ilki kortizoliin
onciisii 170H-pregnelanonun olusumu, ikincisi ise 170H-pregnelanondan 19 karbonlu
seks steroidleri dihidroepiandrostenedion (DHEA), DHEA-siilfat ve androstenedion
olusumu reaksiyonlaridir. Bu reaksiyonlarin ilki 17a-hidroksilaz, ikincisi ise C17,20 liyaz

ile gerceklestirilir. Bu enzimler testis, adrenal bezi ve prostatik tiimor dokularinda
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eksprese edilir (Miller ve Auchus, 2011). DHEA ve androstenedionun ¢ogunlugu 17f3-
hidroksisteroid dehidrogenaz ile testosterona ve Sa-rediiktaz ile dihidrotestosterona
dontstiiriiliir. Testikiiler ve adrenal androjenler, prostat epitelinde yerlesik bazal
hiicrelerin  proliferasyonunu, farklanmasini, luminal hiicrelerin devamliligt ve
sekresyonunu saglamaktadir. Abirateron asetat ile CYP17A1 aktivitesi inhibe edildigi
zaman, sirkiilasyondaki testosteron ve dihidrotestosteron gibi androjenlerin seviyesi
azalir. Abirateron asetat, CYP17A1 inhibisyonu ile biitiin bu AR aktivitesine sebep olan
salmimlar1 engeller ve PCa hastalarinin yasama sansini artirir. Abirateron asetat, AR
antagonisti ve  3f-hidroksisteroid dehidrogenaz inhibir6rii olarak da fonksiyon
gorebilmektedir (Yin ve Hu, 2014).

Abirateron
Androjen
Prekiirsérleri ) O ——— v v Androjenler
Adrenal ve Testikiiler

| Sentez | | Hiicre
Membrani

! !
. O O — v v Androjenler

. Tiimér
. Abirateron —— o ... %«1 i i
/\
Niiklear lokalizasy:
ve DNA baglanmasi

HUDDOTOT

Sekil 2.8. Adrenal bez ve testis kaynakli androjenler ve androjen prekiirsorleri tiimér hiicrelerine girdikten
sonra androjen prekiirsorleri timdr hiicreleri tarafindan androjenlere doniistiiriiliir ve androjenler, androjen
reseptoriine baglanarak niikleusa transloke olur. Sonrasinda DNA’ya baglanirlar ve hedef genlerin
transkripsiyonunu saglarlar. Abirateron asetat, testis, adrenal bez ve tiimor hiicresi kaynakli androjenlerin
sentezini  inhibe  ederek  hiicrelerin  proliferasyonunu  ve  sekresyonunu  inhibe  eder
(http://cdmrp.army.mil/pcrp/research_highlights/2011, Erisim tarihi:17.08.2017).
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2.6. PC-3 ve LNCaP Hiicre Hatlar:

PC-3 hiicre hatti Kafkas irkindan, 62 yasinda, derece IV prostat adenokarsinomlu bir
hastanin kemik metastazindan elde edilmistir. Elde edilen hiicreler (hiicre kiiltiirii), ilk
tiimorden {retilen hiicre hattinin karakteristigini yansitmaktadir. Karakteristik olarak
zemine yapisarak ¢ogalirlar. PC3 prostat kanseri hiicre hatti prostat epitel hiicresi ile
karsilastirildiginda androjene cevap vermezler. Androjen yoklugu terapisi ve
kemoterapiye direnglidirler. Bu hiicrelerde androjen reseptor fonksiyonu yoktur. LNCaP
hiicre hatti Kafkas irkindan 50 yasinda prostat kanserli hastanin subklavikular lenf
diiglimii metastazindan elde edilmistir. Androjen duyarli 6zellige sahip olup androjen
reseptorii fonksiyonu vardir. Hiicreler epitel 6zelliginde olup karakteristik olarak zemine

yapisarak ¢ogalirlar.

Sonug olarak, bu giine kadar yapilan ¢alismalar gézden geg¢irildiginde, prostat kanserinin
dosetaksel ve abirateron asetatin birlikte uygulamasi yoluyla tedavisi ile Notch sinyal yolu
iligkisine dayal1 herhangi bir ¢alismaya rastlanmamis olup konunun arastirilmasi, orijinal

ve ilk calisma olma 6zelligi tasimaktadir.

PCa’larin ¢ogunlugunda PTEN (Phosphatase and tensin homolog) proteinin
ekspresyonunda kayip gozlenmistir. PTEN, proliferasyonda 6énemli bir rol alan PI3K/Akt
yolaginin énemli bir inhibitoriidiir (Shen ve Abate-Shen, 2010). Daha 6nce yapilan bazi
kanser caligmalarinda Notchl’in Hesl aracilifi ile PTEN promotorunu baskilayarak
PTEN kaybina neden olabilecegi gosterilmistir (Palomero ve ark., 2008). Yapilan
caligmalara bakildiginda prostat kanseri progresyonu arttikca Notchl, Jaggedl ve Hesl
ekspresyonunun arttig1 gozlenmektedir. Biz bu calismayi planlarken dosetaksel ve
abirateron asetatin, Notch1, Jagged1 ve Hes1’in ekspresyonunu azaltarak, PTEN proteinin
ekspresyon artigina neden olabilecegini diisiindiik. Artan PTEN ekspresyonuda, PIP3’i
PIP2’ye doniistiirerek Akt yolaginin inaktive olmasia ve prostat kanseri hiicrelerinin

proliferasyonlarinin azalmasina veya durmasina sebep olabilecegini ongormiistiik.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiira

Kullanilan cihaz, malzeme ve soliisyonlar;

X/
L X4

RPMI 1640 Besi Yeri (ATCC, #30-2001)

Penisilin/streptomisin (10.000 U/mL) (LIFE TECH, #15140122) %1 olarak
medyuma eklendi.

Fétal Bovine Serum (FBS) (LIFE TECH, #10270106) %10 olarak medyuma eklendi.
Tripsin-EDTA soliisyonu: %0.025 Trypsin-EDTA (1X) (Gibco, #25200-056)
PC3 Hiicre Hatti: (ATCC, #CRL1435)

LNCaP Hiicre Hatti: (ATCC, #CRL1740)

Steril Kabin: Esco Class 11 BSC

Inkiibator: Heraeus HeraCell 150 (Karbondioksit, 37C°)

Sicak Su Banyosu: Raypa (20 ~80 C°)

Mikroskop: Olympus CKX41 (Inverted)

Sogutmali Santriflij: Beckman&Coulter Microfuge 22R (+4C°)

Santrifiij: Niive NF400

Sogutucu: Bosch (-20 C°)

Dondurucu: Hettich HS 2486 (-80 C°)

Sivi Azot Tanki (-196 C°)

Hiicre Dondurma Kabi: Nalgene® Cryo 1°C Freezing Container ( #5100-0001)
Medyum:

» RPMI 1640 Besi Yeri (ATCC, #30-2001)

> %10 FBS (LIFE TECH, #10270106)

> %1 Penisilin/streptomisin (10.000 U/mL) (LIFE TECH, #15140122)
Dondurma Medyumu:

» %80 Medyum

> %10 FBS

» %10 Dimetil Siilfoksit (DMSO)
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Bu ¢alismada, hiicre kiiltiirti i¢in, ATCC (American Type Culture Collection)’den satin
alma yolu ile temin edilmis olan PC3 (androjen direngli) ve LNCaP (androjen duyarli)

prostat kanseri hiicre hatlar1 kullanildi.

Hiicre kiltlirii odasinda ¢alismaya baslamadan steril 75 cm2’lik flasklar ve 10 ml’lik
pipetler UV’ye maruz kalacak sekilde oda masasi iizerine c¢ikartildi. Calismaya
baslamadan 30 dk 6nce oda i¢i UV lambasi, steril kabinin UV lambasi ve 37°C’ye ayarl
su banyosu acildi. 30 dk sonra steril kabin igerisi %70’lik alkol ile silindi ve steril kabin
hava filtreleri calistirildi. ilk olarak 50 ml’lik siselerde bulunan %0.025 Trypsin-EDTA
ve penisilin/streptomisin su banyosunda eritilerek 5 ml’lik steril enjektorlere boliindii ve
-20°C sogutucuda saklandi. 500ml’lik siselerde bulunan ve -20 °C sogutucuda saklanan
Fotal Bovine Serum (FBS) su banyosunda eritildi ve 50 ml’lik steril falkonlara boliinerek
daha sonraki medyum hazirlanmasinda kullanilmak tizere -20 °C sogutucuda saklandi.
Sonraki asamada medyum hazirligr yapildi. Medyum hazirlamak i¢in +4°C’de muhafaza
edilen 500 ml RPMI 1640 besi yeri, -20°C sogutucuda saklanan 50 ml FBS ve 5 ml
penisilin/streptomisin kullanildi. RPMI 1640 besi yerinin 55 ml’si steril falkona alind1 ve
geri kalan 445 ml 1640 besi yerine 50 ml FBS ve 5 ml penisilin/streptomisin eklendi ve
homojen sekilde karisim saglandi. Hazirlanmig olan medyum 100 ml’lik steril cam
siselere boliinerek +4°C’de muhafaza edildi. Medyum igceren bu cam siselerden bir tanesi
su banyosuna koyularak 37°C’ye gelmesi saglandi. Sicakligi 37°C’ye ulasan medyum
sisesi %70’1ik alkolden gecirilerek steril kabin igerisine alindi. Steril 10ml’lik pipetler ve
75 cm?’lik flasklar da steril kabin icerisine alindi. Flasklar {izerine hiicrenin adi ekilme
tarihi ve pasaj sayis1 yazildi. Daha sonra 75 cm?’lik flasklara otomatik pipet ucuna takilan
10 ml’lik pipet ile 10 ml medyum eklendi. Bu islem sonrasinda sivi azotta saklanan
hiicreler bulundugu yerden alinarak su banyosunda hizli bir sekilde ¢oziildii ve medyum
tizerine eklendi. Sonrasinda her hiicre i¢in ayr1 pipet kullanilarak pipetaj yapildi ve
hiicrelerin homojen sekilde dagilmasi saglandi. Homojen dagilimi saglanan flasklar
37°C’de %5 CO: igeren inkiibatore kaldirildi ve tek katman halinde kiiltiire edildi.
Hiicreler 24 saat sonra kontrol edildiginde hiicrelerin flask tabanina tutundugu gézlendi.
Hiicre ekiminden ii¢ gilin sonra hiicrelerin medyumlar1 degistirildi. Hiicre kiiltiirii
kabininde ¢alismaya baslamadan 30 dk dnce 37°C’ye ayarli su banyosu agild1 ve igerisine

onceden hazirlamis oldugumuz ve 100 ml’lik siselerde +4°C’de muhafaza ettigimiz
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medyum sisesi koyuldu ve oda i¢i UV lambasi, steril kabinin UV lambasi agildi. 30 dk
sonra steril kabin igerisi %70’lik alkol ile silindi ve steril kabin hava filtreleri ¢alistirildi.
Su banyosu igerisindeki medyum sisesi %70’lik alkol ile silindikten sonra kabin icerisine
alind1. Inkiibatérde bulunan hiicreler kabin icerisine alindi. Atik medyum kabi olarak
kullandigimiz steril sise %70’lik alkol ile silinerek kabin igerisine alindi. Kabin i¢erisinde
sag tarafa temiz malzemeler, sol tarafa ise kirli malzemeler koyuldu. ilk olarak flasklar
igerisindeki medyumlar her hiicre i¢in ayr1 pipet olacak sekilde farkli pipetler ile atik
medyum kabina atildi. Sonrasinda temiz bir pipet ucu ile taze medyum aliarak hiicre

flasklarina eklendi, her flaska yaklagik 10 ml taze medyum eklendi.

3.1.1. Hiicre Pasajlanmasi

Flask dolulugu %90 oldugu zaman hiicreler pasajlandi. Pasaj islemi oncesinde flasklarin
medyumu uzaklastirilarak yaklasik 0,5 ml 9%0.025 Trypsin-EDTA eklendi ve tiim flask
tabanina yayilarak FBS’nin etkinliginin ndtralize olmasi saglandi ve uzaklastirildi. Pasaj
icin her flaska 2 ml %0.025 Trypsin-EDTA eklendi ve 2 dk’ligina inkiibator icerisinde
tutuldu. Flasklar mikroskop altinda hiicrelerin flasktan ayrilip ayrilmadigi
degerlendirildikten sonra eger hiicreler ayrilmamissa flaska nazik sekilde vurularak
hiicrelerin ayrilmasi saglandi. Sonra igerisine %0.025 Trypsin-EDTA hacminin 3 kati
kadar olacak sekilde 6 ml medyum eklendi ve boylece %0.025 Trypsin-EDTA’nin
etkinligi durduruldu. Flaskin tabani ve duvarlar1 10 ml’lik pipet kullanilarak igerdeki
hiicre-medyum siispansiyonu ile iyice pipetlendi ve hiicre siispansiyonu steril 10 ml’lik
falkona alindi. 10 ml’lik falkonlar 1500 g’de 5dk santrifiij edildi ve olusan siipernatant
atildiktan sonra pellet haldeki hiicreler {izerine 1 ml medyum eklenerek siispansiyon
haline getirildi. Hiicre siispansiyonunun 100 pl’si i¢erisine 10 ml medyum koyulan flaska
eklendi ve hiicrelerin homojen dagilimi i¢in iyice pipetlendi. Flasklar inkiibatorde ii¢
giinde bir medyum degisimi yapilarak inkiibasyonu saglandi. PC3 hiicreleri 20 pasaja,
LNCaP hiicreleri 23 pasaja kadar kullanildi. Pasaj sayilarini dolduran hiicreler atilarak sivi

azotta stoklanmis diisiik pasaj sayilt hiicrelerden ¢6ziilerek kullanildi.

3.1.2. Hiicrelerin Dondurulmasi
Santrifiij sonrast 1 ml medyum ile ¢6ziilen hiicre silispansiyonunun 100 pl yeniden

ekildikten sonra kalan 900 pl hiicre siispansiyonu donduruldu. Bu hiicre siispansiyonu 4
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kryotiipe boliinecek sekilde toplam hacim 4 ml olacak sekilde dondurma medyumu
hazirlandi. 900 pl hiicre siispansiyonu tizerine 2300 pul medyum, 400 pl DMSO ve 400 pl
FBS sirasiyla eklenerek hiicrelerin esit dagilimi i¢in pipetlendi. Kriyotiiplere 1ml olarak
eklendi ve hiicre dondurma kabina konularak bir gece - 80°C’de bekletildi. Sonraki giin -
196°C’deki azot tankina alinarak stoklandi. Bu islem tez i¢in yeterli hiicre stogu

olusuncaya kadar devem etti.

3.2. Gruplarin Belirlenmesi
PC3 ve LNCaP hiicrelerine Dosetaksel ve Abirateron asetat ilaglar1 uygulandi. Her hiicre

hatt1 kendi i¢inde 5 (bes) gruba ayirildi.

1.  Kontrol grubu: Bu grupta, sadece kiiltir medyumu ile kiiltiirasyon islemi

gergeklestirildi.

2. DMSO grubu: Bu grupta, kiiltir medyumuna sadece uygulanan maddelerin
¢oziildiigii ¢ozgen soliisyonu (DMSO) eklenerek kiiltiirasyon islemi gergeklestirildi.
DMSO konsantrasyonu tiimdr hiicreleri i¢in sitotoksik olmayan <%0,01

konsantrasyonunda ayarlandi.

3. Dosetaksel grubu: Bu grupta, kiiltir medyumuna ¢dzgen soliisyonu ile birlikte

Dosetaksel eklenerek kiiltiirasyon islemi gerceklestirildi.

4.  Abirateron asetat grubu: Bu grupta, kiiltir medyumuna ¢dzgen soliisyonu ile

birlikte Abirateron asetat eklenerek kiiltiirasyon islemi gergeklestirildi.

5. Abirateron asetat+Dosetaksel grubu: Bu grupta, kiiltiir medyumuna ¢dzgen
sollisyonu ile birlikte Abirateron asetat+Dosetaksel eklenerek kiiltiirasyon islemi

gerceklestirildi.

3.3. MTT Proliferasyon Testi ile ila¢ Dozlarinin Belirlenmesi
Kullanilan cihaz ve malzemeler;
¢+ Cell Proliferation Kit I (MTT): (ROCHE, #11465007001)

» MTT labeling reagent

> Solubilization solution
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¢ Thoma lami, Cift Kamera, (CE): (Marienfeld, #C964710)
¢ Abirateron Asetat: (MEDKOO, #200030)
¢ Dosetaksel: (MEDKOO, #100270)
+¢+ Steril diiz tabanl1 96 kuyucuklu plate: (Falcon®, #353072)
¢ Spektrofotometre: nQuant BioTek Spectrophotometer
% Inkiibator: Heraeus HeraCell 150 (Karbondioksit, 37C°)
s Medyum:
» RPMI 1640 Besi Yeri (ATCC, #30-2001)
> %10 FBS (LIFE TECH, #10270106)
> %1 Penisilin/streptomisin (10.000 U/mL) (LIFE TECH, #15140122)

Hiicre proliferasyon testi ile metabolik olarak aktif hiicreler belirlenecektir. Aktif
hiicrelerin sar1 renkte olan MTT’yi (3-(4,5-Dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum
bromidin) enzimatik olarak indirgemesi sonucu mor renk sekillenecek ve hiicre igi

formazan olusacaktir.

Tetrazolyum tuzu ¢ozeltileri renksizdir veya sadece zayif renklidir ve formazan {riinii
olustururken gii¢lii renkli bir ¢ozeltiye doniisiir. Histokimya, hiicre biyolojisi, biyokimya
ve biyoteknoloji gibi farkli uygulamalar i¢in yillarca farkli tetrazolyum tuzlari gelistirildi.
Hiicre kiiltiirii uygulamalar: i¢in en onemli tetrazolyum tuzlart MTT, XTT, MTS ve
WST'dir (Berridge ve ark., 2005).

Hiicre kiiltiirinde, ilk ve en ¢ok kullanilan tetrazolyum tuzu MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-
2-yl) -2,5-difeniltetrazolyum bromiir)’dir. Ilk defa Mosmann tarafindan tamtilan 96
kuyucuklu platelerde yiiksek ¢oziiniirliiklii taramalarda proliferasyon ve sitotoksisiteyi
6lgmek i¢in kullanilanilmaktadir (Mosmann, 1983). Lipofilik yan gruplar ve pozitif net
yiikii nedeniyle MTT, hiicre zarin1 gecebilir ve canli hiicrelerde mitokondriyal veya hiicre
plazmas1 enzimleri oksidorediiktazlar, dehidrojenazlar, oksidazlar ve peroksidazlar
elektron vericisi olarak NADH, NADPH, siiksinat veya piruvati kullanarak MTT’yi
indirgerler. Bu indirgenme, MTT'nin suda ¢dziinmeyen formazana doniistiiriillmesine
neden olur. Formazan Kristalleri igne benzeri yapida sekillenir, hiicrenin biitinligiini
bozar ve bdylece hiicre 6liimiine yol agar. Biitiinliigiin bozulmasi ile hiicre metabolizmasi
bozulur ve MTT'nin formazana reaksiyonu cok hizli bir sekilde kesilir. Formazan
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kristalleri hiicre i¢i olustugu igin, MTT'ye dayali deney protokolleri genellikle bir
spektroskopik 6l¢iim yapilmadan once bir hiicre lizis adimi ve birde formazan eritme

adimu igerir (Berridge ve ark., 2005).

Ik giin hiicreler medyum igerisinde 96 kuyucuklu platelere her kuyucuga 5x102 hiicre /
100ul olacak sekilde sayilarak ekildi ve grup basina 4 tekrar yapildi. 37°C’lik inkiibatoérde
24 saat inkiibe edilerek hiicrelerin yapigmasi saglandi. Ikinci giin biitiin hiicrelerin
medyumlar1 uzaklastirildi ve kontrol, DMSO (%<0,01), 0,1 /1 / 10/ 100 / 1000 uM
abirateron asetat, 0,1 / 1/ 10/ 100 / 1000 nM dosetaksel igeren medyumlar kuyucuklara
eklendi ve 37°C’lik inkiibatorde 24, 48, 72, 96, 120 saat siireyle inkiibe edildi. Ucgiincii
giin 24 saat siireyle uygulanan plate her kuyucuga 10 ul MTT labeling reagent eklendi ve
37°C’lik inkiibatorde 4 saat inkiibe edilerek metabolik olarak aktif hiicrelerde formazan
olusmasi saglandi. 4 saat sonra her kuyucuga 100 pl Solubilization solution eklendi ve
37°C’lik inkiibatorde gece boyu inkiibe edildi. Dordiincii giin sabah 24 saatlik plate
spektrofotometrede 570 nm absorbans ve referans dalga boyu >650 nm olacak sekilde
Olglim yapildi. Aym giin 48 saat inkiibe olan plate her kuyucuga 10 ul MTT labeling
reagent eklendi ve 37°C’lik inkiibatérde 4 saat inkiibe edilerek metabolik olarak aktif
hiicrelerde formazan olugmasi saglandi. 4 saat sonra her kuyucuga 100 ul Solubilization
solution eklendi ve 37°C’lik inkiibatérde gece boyu inkiibe edildi. Besinci giin sabah 48
saat inkiibe edilen plate spektrofotometrede 6l¢iildii. Ayn1 giin 72 saat inkiibe edilen plate
her kuyucuguna 10 ul MTT labeling reagent eklendi ve 37°C’lik inkiibatorde 4 saat inkiibe
edilerek metabolik olarak aktif hiicrelerde formazan olugmasi saglandi. 4 saat sonra her
kuyucuga 100 pl Solubilization solution eklendi ve 37°C’lik inkiibatérde gece boyu
inkiibe edildi. Altincr giin sabah 72 saat inkiibe edilen plate spektrofotometrede 6l¢iimii
yapildi. Ayni giin 96 saat inkiibe edilen plate her kuyucuguna 10 ul MTT labeling reagent
eklendi ve 37°C’lik inkiibatérde 4 saat inkiibe edilerek metabolik olarak aktif hiicrelerde
formazan olusmasi saglandi. 4 saat sonra her kuyucuga 100 pl Solubilization solution
eklendi ve 37°C’lik inkiibatérde gece boyu inkiibe edildi. Yedinci giin sabah 96 saat
inkiibe edilen plate’in spektrofotometrede Ol¢iimii yapildi. Ayni giin 120 saat inkiibe
edilen plate her kuyucuguna 10 ul MTT labeling reagent eklendi ve 37°C’lik inkiibatdrde
4 saat inkiibe edilerek metabolik olarak aktif hiicrelerde formazan olusmasi saglandi. 4

saat sonra her kuyucuga 100 pl Solubilization solution eklendi ve 37°C’lik inkiibatorde
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gece boyu inkiibe edildi. Sekizinci giin sabah 120 saat inkiibe edilen plate’in

spektrofotometrede dl¢iimii yapildi. Biitiin uygulamalar aseptik kosullarda yapildi.

Spektrofotometrik 6l¢tim ile elde edilen biitiin verilerin analizi igin GraphPad Prism 6
Software (GraphPad Software, Inc.) kullanilarak abirateron asetat ve dosetakselin LNCaP
ve PC3 hiicreleri proliferasyonlari iizerine etkinlikleri IC50 (hiicre proliferasyonunu %50

oraninda inhibe eden doz) degerine gore hesaplandi.

3.4. Western Blot Analizi
3.4.1. PC3 ve LNCaP Hiicre Lizati Hazirlama
Kullanilan soliisyonlar;
Lizis Buffer:
> 10ml 0,1M Tris (pH 7.4), (Bio-Rad, #161-0719)
> 90ml distile su, Iml 100X Na-orthovanadate (Sigma, #S6508)
» 1gr SDS (Sigma, #L4390)
% Proteaz Inhibitér Kokteyli (1X):
> 40 pl PIK 25X (2 ml dH20 + 1 tablet PIK (Roche, #11697498001))
» 600 pul dH20
s PBS:
» 100 ml dH20
» Phosphate Buffer Saline (PBS) Tablet (Invitrogen, #003002)
¢+ Hiicre kaziyici (Cell Scraper, Corning #3010)
+ Sonikator: Bendelin UW2070
¢ Sogutmali Santrifiij: Beckman&Coulter Microfuge 22R (+4°C)

&

*,

%

Her grup igin ayr1 bir 75cm?’lik flaska hiicre ekimi yapildi. Flask hiicre dolulugu %70-80
ulastifi zaman gruplara ve dozlara uygun ila¢ uygulamasi yapildi. 72 saat 37°C’lik
inkiibatérde inkiibe edildikten sonra, 75cm?’lik flasklardaki hiicrelerin medyumu
uzaklastirilarak hiicreler 3-4 ml soguk PBS ile 2 kez yikandi. Yikamanin ardindan 500 pul
Laemli Buffer + 8 ul PIK karisimi flaska eklendi ve flask tabanina iyice yayildi. Hiicre
kaziyict yardimi ile hiicreler kazinarak 1,5ml’lik eppendorf tiiplere aktarildi ve buz

tizerine alindi. Ependorflardaki hiicreler 10 sn %70 power gii¢ ile 9 siklus sonikatérden
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gecirildi. Sonraki asamada +4°C’de 20 dk 12000 rpm santrifiij yapilarak siipernatantlar

yeni ependorflara alindi. Protein 6l¢iimii yapilana kadar hiicre lizatlar1 -20 °C’de saklandi.

3.4.2. Protein Miktarmin Belirlenmesi

Kullanilan soliisyonlar ve cihazlar;

¢ Bovine Serum Albiimin (BSA)(Sigma, #A9647)

+¢+ Bicinchoninic Acid Kit (BCA):

» Bicinchoninic Acid Solution (Sigma, #B9643-1L)
> Copper (I1) sulfate solution (Sigma, #C2284-25mL.)
Lizis Buffer:

» 10ml 0,1M Tris (pH 7.4), (Bio-Rad, #161-0719)

> 90ml distile su, Iml 100X Na-orthovanadate (Sigma, #S6508)
» 1gr SDS (Sigma, #L.4390)

% Inkiibator: Niive EN 500

L)

7
0.0

4

*,

*

Spektrofotometre: pQuant BioTek Spectrophotometer

*,

Lizatlarin icerdigi protein miktarinin belirlenmesi igin BCA yontemi kullanildi. Bu
yontemde standart olarak protein igerigi Img/ml olan BSA  kullanildi.
BSA’nin SO (1000 pg/ml), S1 (500 pg/ml protein), S2 (250 pg/ml), S3 (125 ug/ml), S4
(62,5 pg/ml), S5 (31,3 pg/ml), S6 (15,6 pg/ml), S7 (7,8 ng/ml) diliisyonlar1 yapilarak
standart protein araligi hazirlandi. Lizatlar, 1:50 oraninda lizis buffer ile diliie edildi ve
iyice vortekslendi. Kor olarak lizis buffer kullanildi. BCA kit i¢erigindeki Bicinchoninic
Acid Solution ve Copper(Il) Sulfate Solution’nun karisimi 98:2 oraninda saglanarak
calisma soliisyonu hazirlandi. Ardindan 96 kuyucuklu plate standartlar, blank ve 6rnekler
kuyucuga 25 ul olacak sekilde yiiklendi. Uzerlerine her kuyucuga 200 ul olacak sekilde
calisma soliisyonu eklendi. Her kuyucukda toplam hacim 225 pl oldu. Daha sonra
60°C’lik inkiibatdrde 15 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi spektrofotometrede 562 nm
dalga boyunda okunmasi saglandi. Standartlar ile karsilastirilarak her bir numunenin
protein miktari tespit edildi. Tiim numunelerin protein miktarlarinin esit olmasi saglanarak

Western Blot analizlerinde kullanima hazir hale getirildi.
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3.4.3. SDS-PAGE Western Blot Protokolii

Kullanilan soliisyonlar;

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Sample Buffer 2X, Laemmli electrophoresis Reagent (Sigma, # S-3401)
5X Yiiriitme Tamponu:

9 g Tris (Bio-Rad, #161-0719)

43.2 g Glisin (Bio-Rad, #161-0718)

3g SDS (Sigma, #L.4390)

600 ml Distile Su

Distile su ile 1X seklinde diliie edilerek kullanildi

YV V. V V V

Transfer Tamponu:

» 14.3 g Glisin (Bio-Rad, #161-0718)

» 39 Tris (Bio-Rad, #161-0719)

» 700 ml bidistile su igerisinde ¢oziildii. Bu soliisyona 200 ml Metanol (Merck,
#1.06.008.2500) eklendi ve toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye
tamamlandi.

Bloklama Soliisyonu (%5’lik siit tozu):

» 5gsiit tozu (Bio-Rad) 100 ml TBS-T igerisinde ¢6ziildii ve +4°C’de en fazla 24
saat kalacak sekilde muhafaza edildi.

10X TBS Tamponu:

» 60.55 gr Tris (Bio-Rad, #161-0719) 41

» 87.66 gr NaCl (Carlo Erba, #368257)

» 800 ml distile suda ¢ozdiiriiliir. PH HCl ile 7.4 e ayarlanir. PH ayarlandiktan sonra
toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir.

TBS-T Soliisyonu:

» 1 litre 1X TBS igerisine 1000ul Tween-20 (Lab Vision, #TA-125-TW) eklendi ve
oda sicakliginda saklandi.

Hybond blotting paper (GE Healthcare, #RPN6101M)

Blotting-Grade Blocker nonfat dry milk (Siit tozu) (Bio-Rad, #170-6404)

West Pico Chemiluminescent substrates (Thermo, #34080)

PVDF Membran (Bio-Rad, #162-0177)

Kaleidoscope Prestained Standards, broad range (Bio-Rad, #161-0324)

35



s CL-Xposure film 18x24 cm (Thermo Scientific, #34089)
% Ilford Multigrade Paper Developer SL (ILFORD, #1757855)
% llford Rapid Film&Paper Fixer 5L (ILFORD, #1984565)

Protein 6l¢iimili sonrasi hazirlanan lizatlarin protein miktarlar1 distile su ile esitlendi.
Sonrasinda lizatlar 1:1 oraninla lemli ile karistirildi ve 95°C’de 5 dakika kaynatilarak
numuneler yiiklemeye hazir hale getirildi. Calisilacak olan proteinin kilo dalton (kDa)
agirh@r dikkate alinarak uygun yiizdelerde jeller hazirlandi. Her kuyucuga 10 mikrolitre
numune yiiklenerek jel elektroforezi gergeklestirildi. Elektroforez sonrasinda
immunoblotting yapilarak jeldeki proteinlerin membrana ge¢mesi saglandi. Proteinlerin
PVDF membrana transferinden sonra, membran 1 saat siire ile oda sicakliginda pH’s1 7.2-
7.4 olan, % 0.1 Tween-20 ilaveli Tris Buffer Soliisyonu ile hazirlanan % 5 lik yagsiz siit
tozu ile bloklandi. Membran Notchl, Jaggedl, Hesl ve Beta Aktin antikorlari ile uygun
sicaklik ve siirede karistirici iizerinde inkiibe edildi. Kullanilan primer ve sekonder
antikorlar liste halinde Tablo 3.4.1.’de gériilmektedir. Inkiibasyon sonrasinda, 3 kez 10
dakika TBS-T ile yikamanin ardindan membran, sekonder antikorla oda 1s1sinda karigtirici
lizerinde 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda tekrar 3 kez 10 dakika (dk) TBS-T
soliisyonu ile yikandi. Membran Chemiluminisans’la uygun siirede gelistirilip,

membrandaki protein bandlari karanlik odada hiperfilme aktarildu.

Tablo 3. 1. Western Blot analizinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar

Primer Antikor Diliisyon | Katalog numarasi Sekonder Antikor

Notchl 1:1000 Cell Signaling 4380S 1:2000 Vector P1-1000
Jagged1 1:350 Santa Cruz Sc6011 1:2000 Vector P1-9500
Hesl 1:1000 Cell Signaling 11988S 1:2000 Vector P1-1000
Beta Aktin 1:1000 Cell Signaling #4970 1:2000 Vector P1-1000

3.5. immiinofloresan Boyanma ve Analizi;
Kullanilan cihaz, malzeme ve soliisyonlar;
+ BD Falcon® 8 Well Culture Slide: (BD Falcon, #354118)
«» Aseton: (Merck, #1.00.014.2500)
% Metanol: (Merck, #1.06.008.2500)
+ Kapatma Medyumu: (Vector, #H-1000)
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¢ UV Block: (LabVision Corporation, #TA-125UB)
+¢ Thoma lami, Cift Kamera, (CE): (Marienfeld, #C964710)
% Inkiibator: Heraeus HeraCell 150 (Karbondioksit, 37C°)
¢+ Floresan Mikroskobu: Olympus BX61
< PBS:
» 100 ml dH20
» 1 adet Phosphate Buffer Saline (PBS) Tablet: (Invitrogen, #003002)
« Permeabilizasyon Soliisyonu:
» 40 ml PBS
» 40 pl Triton X 100 (Alfa aesar, #A16046)
< DAPI 1000X
» 1mldH0
> 1 mg DAPI (4,6 Diamidino-2 phenylindole): (Sigma, #08417)
» Distile su ile 1X olacak sekilde diliie edilerek kullanilir.
s Medyum:
» RPMI 1640 Besi Yeri (ATCC, #30-2001)
> %10 FBS (LIFE TECH, #10270106)
> %1 Penisilin/streptomisin (10.000 U/mL) (LIFE TECH, #15140122)

PC3 ve LNCaP hiicreleri thoma lamu ile sayilarak 8 kuyucuklu Chamber slide’lara hiicre
ekimi yapildi. Her kuyucuga 250 ml medyum igerisinde 10* hiicre ekimi yapildi. Gece
boyunca 37°C’lik inkiibatorde tutuldu ve kontrol edildi. Kuyucuktaki hiicre dolulugu
%70-80 oraninda ise kuyucuk igerisindeki medyum uzaklastirildi ve gruplara uygun ilag
uygulamalar1 yapilarak 72 saat 37°C’lik inkiibatérde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
chamber slide’lar soguk PBS ile yikanip, 1:1 oraninda metanol-aseton karigimi (soguk)
ile —20°C’de 10dk fikse edildi. Sonrasinda metanol-aseton karisimi uzaklastirilarak oda
sicakliginda gece boyu kurumaya birakildi. Ayni giin icerisinde kullanilmayacaksa -
20°C’de saklanabilir. Kurutmadan sonra ornekler PBS ile 2 kez 5 dk yikandi ve
permabilizasyon soliisyonu ile 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Sonra PBS ile 2 kez
5 dakika yikanarak Ultra V Block ile 5 dk bloklama yapildi. PBS ile hazirlanmis olan
Notchl, Jaggedl ve Hes1 primer antikorlari oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. PBS ile
2 X 5 dk yikama yapildi. Sonrasinda floresan isaretli sekonder antikor ile 45 dk karanlikta
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ve oda sicakliginda inkube edildi. Kullanilan primer ve sekonder antikorlar liste halinde
Tablo 3.5.1.”de goriilmektedir. Bu asamadan sonra slaytlar hep karanlikta tutuldu. PBS ile
2 x 5dk yikama sonras1t DAPI ile 1dk inkiibe edildi. Tekrar PBS ile 2 x 5dk yikama yapildi
ve kapama soliisyonu ile kapatildi. Biitiin gruplarda, NOTCHI1, JAGGEDI1 ve HESI
proteinlerinin immiinofloresan boyanmalar1 Floresan mikroskobu ile goriintiilendi ve
fotograflandirildi. Elde edilen fotograflar, Image J programi ile analizleri yapilarak

degerlendirildi.

Tablo 3. 2. immiinofloresan analizinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar.

Primer Antikor Diliisyon | Katalog numarasi Sekonder Antikor

Notchl 1:100 Cell Signaling 4380S 1:500 Thermo A-110034
Jaggedl 1:250 Abcam ab109536 1:500 Thermo A-110034
Hesl 1:100 Cell Signaling 11988S | 1:500 Thermo A-110034

3.6. Kantitatif RT-PCR Analizi

Goreli ve kesin mRNA miktarini belirlemek i¢in siklikla tercih edilen bir yontem olan
kantitatif real time PCR, gen ekspresyonu c¢alismalarinda yogun olarak kullanilan
giivenilir bir tekniktir. Notch sinyal yolagi tiyelerinden NOTCH1, JAGGED1 ve HES1’in
abirateron asetat, dosetaksel ve abirateron asetat+dosetaksel uygulanmig LNCaP ve PC3
metastatik prostat kanser hiicre hatlarinda gen ekspresyonlarini belirlemek i¢in sirasiyla
total RNA izolasyonu, DNaz uygulamasi, cDNA eldesi ve real time PCR basamaklari
uyguland.

3.6.1. Total RNA izolasyonu

Kullanilan cihaz, malzeme ve soliisyonlar;

¢+ Kuru sitict: Dry Bath Incubator, MK200-2

% Vorteks: Genie 2- Scientific Industries, Inc.

% Sogutmali Santrifiij: Beckman&Coulter Microfuge 22R (+4C°)
¢+ Hiicre kaziyic1 (Cell Scraper, Corning #3010)

¢+ Dondurucu: Hettich HS 2486 (-80 C°)

< Trizol (Invitrogen, #15596018)

% Kloroform (Fisher Scientific, #BP1145-1)

< Izopropanol (Merck, #8187661000)
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+» 100 ml %70’lik Etanol
» 70 ml Ethanol Absolute (Merck, #100983)
» 30 ml Niikleaz free water (LIFE TECH, #10977-023)
< 100 ml PBS:
» 100 ml Niikleaz free water (LIFE TECH, #10977-023)
» Phosphate Buffer Saline (PBS) Tablet (Invitrogen, #003002)

Her grup igin ayr1 bir 75cm?’lik flaska hiicre ekimi yapildi. Flask hiicre dolulugu %70-80
ulastig1 zaman gruplara ve dozlara uygun sekilde ilag uygulamasi yapildi. 72 saat 37°C’lik
inkiibatorde inkiibe edildikten sonra, 75cm?’lik flasklardaki hiicre medyumlar: aspire
edilerek hiicreler 1-2 ml soguk PBS ile 2 kez yikand1 ve PBS tamamen aspire edilerek
tizerine 1 ml Trizol eklendi. Flask tabanina iyice yayilmasi saglandi ve hiicre kaziyici ile
flask tabani tamamen kazinarak bir kenarda birikmesi saglandi. Pipet yardimi ile
hiicre+trizol siispansiyonu 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alindi. Tiipler, oda sicakliginda bes
dakika inkiibe edildikten sonra {izerlerine 100 pl kloroform eklendi; iyice karistirildiktan
sonra 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda tiipler, 15 dakika, +4°C’de,
13200 rpm’de santrifiij edildi. Santriflij isleminden sonra tiiplin iistinde RNA’nin
bulundugu seffaf kisim, mikropipet ile steril 1.5 ml’lik yeni tiiplere alindi. Tiiplere 500 pl
izopropanol eklenip, yavasca galkalandi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Siire
sonunda, tiipler 8 dakika, +4°C’de, 11000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
tiiplerin siipernatantlar1 atilip, geriye kalan pelet {izerine 1 ml %70’lik etanol eklendi ve
yavasea karistirildi. Tiipler 5 dakika +4°C’de 8400 rpm’de santrifiij edildi ve siipernantlari
mikropipet yardimiyla atildi. Tiipler oda sicakliginda en fazla 10 dakika bekletildikten
sonra, 50 ul RNaz igermeyen distile su ile ¢6ziildii. Coziilen RNA’lar1 igeren tiipler kuru
wsitict ile 55 °C’de 10dk inkiibe edildi ve -80 °C’de saklandi.

3.6.2. izole Edilen RNA’lara DNaz Uygulamas::
Kullanilan cihaz ve malzemeler;
¢+ Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek)
+»» RNase-Free DNase Set (50) (QIAGEN, #79254)
» RNase-free DNase |
» RNase-free Buffer RDD
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> RNase-free water for 50 RNA

1. Genomik DNA’nin  ortamdan uzaklastirilmasi i¢gin  DNaz  uygulamasi
gerceklestirilecek. Elde edilen RNA hacminden <87,5 upl ayr steril bir 0.2 ml’lik
ependorfa alind1 izerine 10 pl RNaz icermeyen Buffer RDD soliisyonundan ve 2,5 pl
RNaz i¢cermeyen DNaz | stok soliisyonundan eklendi ve toplam hacim steril RNaz
icermeyen distile su ile 100 ul’ye tamamlandi. 0.2 m1’lik PCR tiipiine konulan igerikler,
20-25°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

2. Genomik DNA uzaklastirildiktan sonra Epoch cihazi ile RNA saflig1 6l¢iildii.

3.6.3. cDNA (Komplementer DNA) Eldesi
Kullanilan cihaz ve malzemeler;
% PCR Cihazi: MyCycler Thermocycler, BioRAD
% Votrex: Genie 2- Scientific Industries, Inc.
“+ RETROscript (40 rxn) Kit (Life tech, #AM1710)
» Random Dekamer
» 10X Tampon RT
» dNTP (2.5 mM)
» RNaz inhibitor (10 unit/pl)
» MMLV-geri transkriptaz

> RNase-free water

DNaz uygulamasi yapilmis olan tiiplerin her birine homojen ve esit miktarda reaksiyon

karisimi ekleyebilmek amaciyla bir ana karigim hazirlandi. Ana karigimdan her bir tiipe 8

ul koyuldu.

icerik Hacim (ul) Son konsantrasyon (20 pl’de)
10X Tampon RT 2 1x

dNTP (2.5 mM) 4 0.5mM

RNaz inhibitor (10 unit/pl) 1 10 unite

MMLV-geri transkriptaz 1 100 unite

Toplam 8
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1. 0.2 pl’'lik reaksiyon tiiplerine izole edilmis olan RNA’lardan 2 pg’lik hacimde
konularak tizerlerine 2 ul random dekamer eklendi ve toplam hacim RNaz igeremeyen
distile su ile 12 pl’ye tamamlandi. RNA ve random dekamer karigimi thermal
cycler’da 85°C’de 3 dakika inkiibe edildi, sekonder RNA kivrimlarinin agilmasi
saglandi.

2. Daha sonra, her bir tiipe 8 ul ana karisimdan eklendi ve 44°C’de, 60 dakika inkiibe
edildi.

3. Son olarak tiiplerin, 92°C’de 10 dakika inkiibasyonu sonucunda elde edilen cDNA’lar
-20°C’de saklandi.

3.6.4. qRT-PCR Uygulama Basamaklari

Kullanilan cihaz ve malzemeler;

+ Rotor-Gene® Q Pure Detection gRT-PCR cihazi (Qiagen)
+ 1Qtm SYBR green super mix (BIORAD, #170-8880)

< Notchl1 Primer (Invitrogen)

% Jaggedl Primer (Invitrogen)

% Hesl Primer (Invitrogen)

< Beta Aktin Primer (Invitrogen)

¢ Niikleaz free water (LIFE TECH, #10977-023)

Calismada, her hiicrede sabit miktarda eksprese oldugu bilinen beta aktin gen ekspresyonu
temel alinarak abirateron asetat, dosetaksel ve abirateron asetat+dosetaksel uygulanmig
PC3 ve LNCaP metastatik prostat kanser hiicre hatlarinda NOTCH1, JAGGED1 ve HES1
genlerinin kantitatif ekspresyon diizeyleri belirlendi. Asagidaki belirtilen igerikler

konularak reaksiyon karigimi olusturuldu.

Icerik Miktar (ul)
1. SybrGreen stiper karisimi 12.5
2 Primer 1 (10 uM) 0.75
3 Primer 2 (10 uM) 0.75
4. Niikleaz igermeyen su 10.0
5 cDNA 1
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Tablo 3. 3. gqRT-PCR asamasinda kullanilan primerler.

Annealing
Forward primer Reverse primer sicakhigl
“C)
Notchl | 5'-CACTGTGGGCGGGTCC-3' | 5-GTTGTATTGGTTCGGCACCAT-3" | 56,1
Jaggedl | 5-CAACCGCATCGTGCTGC- | ° “COCCTCCACAAGCAACGTATS™ | 5g 7
3’
Hesl 5°- 5’-CGTTCATGCACTCGCTGA-3’ 56,5
AGTGAAGCACCTCCGGAA
c-3’
Beta 5'- > 57
Aktin CCACACTGTGCCCATCTAC AGGATCTTCATGAGGTAGTCAGTC
G-3" AG-3'

Notch sinyal yolagi tyeleri Notchl, Jaggedl, Hesl ve Beta aktin i¢in qRT-PCR

uygulamasi ti¢ kuyucuklu (triplicate) olarak gergeklestirildi. Kullanilan primerler liste

halinde Tablo 3.6.1.’de goriilmektedir.

Notchl, Jaggedl, Hesl ve beta aktin igin

hazirlanan 6rnekler kantitatif QRT-PCR aletinde analiz edildi. Amplifikasyon, 40 siklusta

gerceklestirildi. Ayrica, melting curve analizi ile {iriinlerin beklenen ve gézlenen Tm

degerleri karsilastirilarak, PCR iirtinlerinin dogrulugu degerlendirildi.

1. gRT-PCR programi

Baslangic denatiirasyonu (1x):

95°C’de 3 dakika
10 siklus (touch-down uygulandi) (-1°C/siklus)

92°C — 20 saniye
65°C — 20 saniye

72°C — 30 saniye
30 siklus

92°C — 20 saniye
55°C — 20 saniye
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72°C — 30 saniye

Melting curve
1 siklus

959C — 1 dakika
550C — 1 dakika
80 siklus (her siklusta 0.5°C artmakta)

55°C — 10 saniye
2. gRT-PCR aletinin vermis oldugu goreli miktara gore NOTCH1, JAGGED1 ve

HES1 gen ekpresyonlarinin goreli degisimleri belirlendi.

Normalize hedef genin ekspresyonu=hedef genin goreli miktari/ beta aktin goreli miktari
formiilii ile normalize degerler bulundu. Abirateron asetat, dosetaksel ve abirateron
asetat+dosetaksel uygulanmig PC3 ve LNCaP metastatik PCa hiicre hatlarindan elde
edilen bu degerlerden en kiicligline diger gruplardan elde edilen degerler boliinerek
NOTCH1, JAGGED1 ve HES1 genlerinin ekspresyonlarindaki kat degisimleri belirlendi.
Elde edilen bulgular, istatistiksel olarak degerlendirilerek farkli prostat kanseri tedavileri
sonrasinda Notch sinyal yolagi iiyelerinden Notchl, Jaggedl ve Hesl Kkantitatif

degisimleri belirlendi.
Proje kapsaminda gerceklestirilen tiim parametreler 3 kez tekrarland.

3.7. Istatistiksel Analiz

Kontrol, DMSO, abirateron asetat, dosetaksel ve abirateron asetat+dosetaksel gruplarinda;
Hiicre proliferasyon testinin matematiksel degerlerinin istatistiksel analizi Sigma Plot
12.0 (Systat Software, San Jose, California, USA) programi ile yapild: ve p<0,001 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

NOTCH1, JAGGED1 ve HES1 proteinlerinin immiinofloresan ve Western Blot bulgular
Image] programu ile degerlendirildi. Western Blot verileri Beta Aktin yogunluklarina gére
normalize edildi. Degerler Sigma Plot 12.0 programi kullanilarak One Way ANOVA testi
Holm Sidak metodu ile istatistiksel olarak analizi yapildi ve p<0,001 olan degerler

istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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Farkli deney gruplarinda; kantitatif real time PCR sonrast NOTCH1, JAGGED1 ve HES1
genlerinin ekspresyonlarinin istatistiksel analizleri Sigma Plot 12.0 programi kullanilarak
one-way ANOVA testinde Holm Sidak metodu kullanilarak yapildi ve p<0,001 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda, yaptigimiz istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, kontrol grubu ile

DMSO (g6zgen) grubu arasinda anlamli bir istatistiksel fark bulunamadi (p>0,001).

Ayrica, daha dnce yapilan ¢alismalarda (Brossard ve ark., 2013; Weiss ve ark., 2016); ilag
gruplariin IC50 degeri standardizasyonlari, DMSO grubu (¢6zgen grubu) temel alinarak

yapilmis oldugu anlagilmaktadir.

Dolayisiyla bizim calismamizda da, daha onceki caligmalarda yapildigi gibi, tim

anlamlilik testleri, DMSO (¢6zgen) grubu temel alinarak yapildi.

Gruplar arasindaki anlamliliklar, a; DMSO, b; Abirateron asetat, c¢; Dosetaksel, d;
Abirateron asetat+Dosetaksel, e; Abirateron asetat ve Abirateron asetat+Dosetaksel, ve f;
DMSO, abirateron asetat ve abirateron asetat+dosetaksel gruplarina gore istatistiksel

anlamlilig1 gosterir sekilde simgelendirildi (p<<0,001).

4.1. MTT Proliferasyon Testi Bulgular

Hiicre kiiltiirii sonrasinda, PC3 ve LNCaP prostat kanseri hiicreleri 96 kuyucuklu plate
ekilerek literatiirde belirtilen dozlar ve siireleri kapsayacak sekilde, abirateron asetat ve
docetaksel ile inkiibe edildi. Sonrasinda, MTT proliferasyon testi uygulandi. Uygulama
sonucunda, canli hiicrelerin oraninin azalisina bagli olarak renk mor renkten agik yesile

dogru degisim gosterdigi belirlendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. 96 kuyucuklu platlerde, MTT proliferasyon testi uygulamas: sonrasinda kuyucuklardaki renk
degisimi gorintimii. Sekilde, canli hiicrelerin oraninin azalisina bagl olarak renk mor renkten agik yesile
dogru degisim gosterdigi goriilmektedir. DMSO: dimetil siilfoksit, ABI: abirateron asetat, DC: dosetaksel.

4.1.1. Abirateron Asetat ve Dosetaksel’in Farkh Dozlar1 ile 24 Saat inkiibasyon:
PC3 hiicrelerinin abirateron asetat’in farkli dozlari ile 24 saat inkiibasyonu, PC3
hiicrelerinin proliferasyonunu, DMSO grubuna gore anlamli bir sekilde degistirmedi
(p>0,001) (Sekil 4.2.A, Sekil 4.2.B). Buna karsilik, PC3 hiicrelerinin dosetaksel’in 10 nM,
100 nM doz uygulanan gruplarinda, proliferasyon orant, DMSQO’ya gére anlamli bir azalig
gosterdigi belirlendi (p<0,001) (Sekil 4.2.A, Sekil 4.2.C).
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Sekil 4.2. PC3 hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel ile 24 saat inkiibasyonu sonrasinda MTT

proliferasyon testi bulgulari. A) Farkli ilaglar ve farkli dozlarimin uygulandigi plate kuyucuklarindaki

hiicrelerin invert mikroskopu ile goriinimii gozlenmektedir (10x). B) Abirateron asetat uygulanan

hiicrelerin proliferasyon oranini gosteren grafik. C) Dosetaksel uygulanan hiicrelerin proliferasyon oranini

gosteren grafik, DMSO: dimetil siilfoksit, ABIi: abirateron asetat, DC: dosetaksel, a: DMSO’ya gére

istatistiksel anlamlilig1 géstermektedir (p<0,001).
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LNCaP hiicrelerinin, abirateron asetat ve dosetaksel’in farkli dozlar1 ile 24 saat

inkiibasyonu sonrasinda, DMSO gruplarina gore proliferasyonun anlamli bir sekilde

degismedigi gdzlendi (p>0,001) (Sekil 4.3.A, Sekil4.3.B, Sekil 4.3.C).
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Sekil 4.3. LNCaP hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel ile 24 saat inkiibasyonu sonrasinda MTT
proliferasyon testi bulgular1 A) Farkli ilaglar ve farkli dozlarimin uygulandigi plate kuyucuklarindaki
hiicrelerin goriiniimii (10x). B) Abirateron asetat uygulanan hiicrelerin proliferasyon oranini gosteren grafik.
C) Dosetaksel uygulanan hiicrelerin proliferasyon oranini gosteren grafik, DMSO: dimetil siilfoksit, ABI:
abirateron asetat, DC: dosetaksel.
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4.1.2. Abirateron Asetat ve Dosetaksel’in Farkh Dozlar1 ile 48 Saat Inkiibasyon:

PC3 hiicrelerinin abirateron asetat ile 48 saat inkiibasyonu sonrasinda, DMSO grubu ile
abirateron asetat uygulanan gruplar arasinda anlamli bir proliferasyon farki gozlenmedi
(p>0,001) (Sekil 4.4.A, Sekil 4.4.B). Dosetaksel uygulanan gruplardan 100 nM doz
grubunda, proliferasyon orani ise DMSO grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir

azalis gosterdi (p<<0,001) (Sekil 4.4.A, Sekil 4.4.C).

49



A PC3 48 saat
__KONTROL ____DMSO B PC3 48 saat

Abirateron Asetat

VP

0,4 —

0,2

0,0

N
Proliferasyon Orani
L Eod
> 3
\
i
\
\

> ()
& &N & & o
& Q O Q\ 0\" \\Q
LA 4
C PC3
Dosetaksel

Proliferasyon Orani

_ABI 100 uM

[ Y
E.

Sekil 4.4. PC3 hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel ile 48 saat inkiibasyonu sonrasinda MTT
proliferasyon testi bulgulari. A) Farkli ilaglar ve farkli dozlarin uygulandigi plate kuyucuklarindaki
hiicrelerin goriiniimii (10x). B) Abirateron asetat uygulanan hiicrelerin proliferasyon oranini gésteren grafik.
C) Dosetaksel uygulanan hiicrelerin proliferasyon oranii gosteren grafik, DMSO: dimetil siilfoksit, ABI:
abirateron asetat, DC: dosetaksel, a: DMSO’ya gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.

LNCaP hiicrelerinde, abirateron asetat uygulanan gruplar ile DMSO grubu arasinda
anlamli bir proliferasyon farki gozlenmedi (p>0,001) (Sekil 4.5.A, Sekil 4.5.B).
Dosetaksel uygulanan gruplarda ise, 100 nM doz grubunda DMSO grubuna goére hiicre
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proliferasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalis gézlendi (p<0,001) (Sekil 4.5.A,
Sekil 4.5.C).
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Sekil 4.5. LNCaP hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel ile 48 saat inkiibasyonu sonrasinda MTT
proliferasyon testi bulgular1 A) Farkli ilaglar ve farkli dozlarin uygulandigi plate kuyucuklarindaki
hiicrelerin invert mikroskupu ile gériinimii (10x). B) Abirateron asetat uygulanan hiicrelerin proliferasyon
oranini gosteren grafik. C) Dosetaksel uygulanan hiicrelerin proliferasyon oranimi gésteren grafik, DMSO:
dimetil siilfoksit, ABi: abirateron asetat, DC: dosetaksel, a: DMSOQ’ya gére istatistiksel anlamlilig
gostermektedir (p<0,001).
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4.1.3. Abirateron Asetat ve Dosetaksel’in Farkh Dozlar1 ile 72 Saat Inkiibasyon:
PC3 hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel’in farkli dozlar ile 72 saat inkiibasyonu
sonrasinda, abirateron asetatin 10 uM, 100 uM ve 1000 uM dozlarinda (p<0,001) (Sekil
4.6.A, Sekil 4.6.B), dosetaksel uygulamasinin ise, biitiin gruplarin proliferasyon oranini,
DMSO’ya gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalttigi (p<0,001) belirlendi (Sekil
4.6.A, Sekil 4.6.C).
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Sekil 4.6. PC3 hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel ile 72 saat inkiibasyonu sonrasinda MTT
proliferasyon testi bulgulari. A) Farkli ilaglar ve farkli dozlarin uygulandigi plate kuyucuklarindaki
hiicrelerin invert mikroskopu ile gériiniimleri (10x). B) Abirateron asetat uygulanan hiicrelerin proliferasyon
oranini gosteren grafik. C) Dosetaksel uygulanan hiicrelerin proliferasyon oranini gosteren grafik, DMSO:
dimetil siilfoksit, ABI: abirateron asetat, DC: dosetaksel, a: DMSO’ya gore istatistiksel anlamlilig
gostermektedir (p<0,001).

LNCaP hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel’in farkli dozlar ile 72 saat
inkiibasyonu sonrasinda, abirateron asetatin 0,1 uM uygulandig: grup harig, diger 1 uM,

10 uM, 100 pM ve 1000 uM doz gruplarinin proliferasyon oraninin, DMSO grubuna
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kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi gozlendi (p<0,001) (Sekil 4.7.A,
Sekil 4.7.B). Dosetakselin 0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM ve 1000 nM dozlarinda
uygulandigi gruplarin timiinde, DMSO grubuna kiyasla proliferasyon oraninin
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1r gozlendi (p<0,001) (Sekil 4.7.A, Sekil
4.7.C).
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Sekil 4.7. LNCaP hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel ile 72 saat inkiibasyonu sonrasinda MTT
proliferasyon testi bulgulari. A) Farkl ilaglar ve farkli dozlarin uygulandigi plate kuyucuklarindaki
hiicrelerin invert mikroskopu ile goriiniimleri (10x). B) Abirateron asetat uygulanan hiicrelerin proliferasyon
oranini gosteren grafik. C) Dosetaksel uygulanan hiicrelerin proliferasyon oranini gosteren grafik, DMSO:
dimetil siilfoksit, ABI: abirateron asetat, DC: dosetaksel, a: DMSO’ya gore istatistiksel anlamlilig:
gostermektedir (p<0,001).

55



4.1.4. Abirateron Asetat ve Dosetaksel’in Farkh Dozlar1 ile 96 Saat Inkiibasyon:

PC3 hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel’in farkli dozlar1 ile 96 saat inkiibasyonu
sonrasinda, 0,1 uM, 1 uM, 10 uM dozlarinda abirateron asetat uygulanan gruplarda,
proliferasyon oranlarinda anlamli bir degisiklik gézlenmezken (p>0,001); 100 uM ve
1000 uM olarak uygulandigi gruplarin proliferasyon orani DMSO grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi belirlendi (p<0,001), (Sekil 4.8.A, Sekil
4.8.B). 0,1 nM ve 1 nM doz dosetaksel uygulanan gruplarda, proliferasyon oraninda ise
anlaml bir degisiklik gozlenmezken (p>0,001), 10 nM, 100 nM ve 1000 nM dozlarda
dosetaksel uygulanan gruplarin proliferasyon orani, DMSO grubuna kiyasla istatistiksel

olarak anlamli derecede azaldig1 belirlendi, (p<0,001) (Sekil 4.8.A, Sekil 4.8.C).
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Sekil 4.8. PC3 hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel ile 96 saat inkiibasyonu sonrasinda MTT
proliferasyon testi bulgulari. A) Farkli ilaglar ve farkli dozlarin uygulandigi plate kuyucuklarindaki
hiicrelerin invert mikroskopu ile goriintimleri (10x). B) Abirateron asetat uygulanan hiicrelerin proliferasyon
oranimi gosteren grafik. C) Dosetaksel uygulanan hiicrelerin proliferasyon oranimi gésteren grafik, DMSO:
dimetil siilfoksit, ABI: abirateron asetat, DC: dosetaksel, a; DMSO’ya gore istatistiksel anlamlilig
gostermektedir(p<0,001).
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LNCaP hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetakselin farkli dozlar1 ile 96 saat
inkiibasyonu sonrasinda, abirateron asetatin 0,1 uM ve 1 uM dozlarinda uygulandigi
gruplarin proliferasyon oraninda, DMSO grubuna gére anlamli bir fark gézlenmez iken,
10 uM, 100 uM ve 1000 uM doz gruplarinda ise istatistiksel olarak anlamli derecede bir
azalig gozlendi (p<0,001) (Sekil 4.9.A, Sekil 4.9.B). Dosetakselin 10 nM, 100 nM, 1000
nM dozlarinda uygulandig1 gruplarda proliferasyon orant DMSO grubuna gore anlamli

derecede azaldigi gozlendi (p<0,001) (Sekil 4.9.A, Sekil 4.9.C).
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Sekil 4.9. LNCaP hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel ile 96 saat inkiibasyonu sonrasinda, MTT
proliferasyon testi bulgulari. A) Farkli ilaglar ve farkli dozlarin uygulandigi plate kuyucuklarindaki
hiicrelerin invert mikroskopu ile goriiniimleri (10x). B) Abirateron asetat uygulanan hiicrelerin proliferasyon
oranini gosteren grafik. C) Dosetaksel uygulanan hiicrelerin proliferasyon oranini gosteren grafik, DMSO:
dimetil siilfoksit, ABI: abirateron asetat, DC: dosetaksel, a: DMSO’ya gore istatistiksel anlamliligt
gostermektedir (p<0,001).

59



4.1.5. Abirateron Asetat ve Dosetaksel’in Farkh Dozlar1 ile 120 Saat inkiibasyon:
PC3 hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetakselin farkli dozlar1 ile 120 saat inkiibasyonu
sonrasinda, abirateron asetatin 10 uM, 100 uM ve 1000 uM uygulandig1r doz gruplari
proliferasyon oraninin DMSO grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig:
belirlendi (p<0,001) (Sekil 4.10.A, Sekil 4.10.B). Ancak abirateron asetatin 0,1 uM ve 1
UM uygulandigi gruplarin proliferasyon oraninda ise anlamli bir fark gozlenmedi
(p>0,001) (Sekil 4.10.A, Sekil 4.10.B). Dosetakselin 0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1000
nM olarak uygulandig biitiin doz gruplari proliferasyon oranlarinin, DMSO grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig: tesbit edildi (p<0,001) (Sekil 4.10.A, Sekil
4.10.C).
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Sekil 4.10. PC3 hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel ile 120 saat inkiibasyonu sonrasinda MTT
proliferasyon testi bulgulari. A) Farkli ilaglar ve farkli dozlarin uygulandigi plate kuyucuklarindaki
hiicrelerin goriintimii (10x). B) Abirateron asetat uygulanan hiicrelerin proliferasyon oranini gésteren grafik.
C) Dosetaksel uygulanan hiicrelerin proliferasyon oranini gosteren grafik, DMSO: dimetil siilfoksit, ABI:
abirateron asetat, DC: dosetaksel, a; DMSO’ya gore istatistiksel anlamlilig1 géstermektedir (p<0,001).

LNCaP hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel ile 120 saat inkiibasyonu sonrasinda,
abirateron asetatin 0,1 uM ve 1 uM gruplarinin proliferasyon oraninda DMSO grubuna

gore anlamli bir fark gézlenmez iken (p>0,001), 10 uM, 100 uM ve 1000 uM gruplarinin
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proliferasyon oraninin ise anlamli derecede azaldigi belirlendi (p<0,001) (Sekil 4.11.A,
Sekil 4.11.B). Dosetakselin 10 nM, 100 nM ve 1000 nM olarak uygulandigr doz
gruplarinda, proliferasyon orant DMSO grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede azalirken (p<0,001), 0,1 nM ve 1 nM gruplar proliferasyon oraninda ise anlamli

bir fark gézlenmedi (p>0,001), (Sekil 4.11.A, Sekil 4.11.C).
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Sekil 4.11. LNCaP hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel ile 120 saat inkiibasyonu sonrasinda MTT
proliferasyon testi sonuglar1 gozlenmektedir. A) Farkli ilaglar ve farkli dozlarin uygulandigi plate
kuyucuklarindaki hiicrelerin invert mikroskopu goriiniimleri (10x). B) Abirateron asetat uygulanan
hiicrelerin proliferasyon oranini gosteren grafik. C) Dosetaksel uygulanan hiicrelerin proliferasyon oranini
gosteren grafik, DMSO: dimetil siilfoksit, ABI: abirateron asetat, DC: dosetaksel, a; DMSO’ya gore
istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir.
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4.2. MTT Proliferasyon Testi Bulgularma Gore, En Etkin Siire ve Dozun
Belirlenmesi:

4.2.1. En Etkin Siirenin Belirlenmesi:

MTT Proliferasyon Testi bulgularina gore, en etkin siire ve dozun belirlenmesi islemi,
Hiicrelere MTT proliferasyon testi uygulandiktan sonra, elde edilen bulgularin GraphPad

Software programi ile degerlendirilerek belirlendi.

Proliferasyon degisimleri arastirilirken hiicre proliferasyonunu %50 oraninda inhibe eden
dozun, uygulanan ilacin IC50 degeri olarak ifade edildigini dikkate alarak, hiicrelerde
%350 ve lizerinde proliferasyon inhibisyonu yapan saatler dikkate alindi. Saatlere gore

hiicrelerin proliferasyon degisimleri incelendigi zaman;

PC3 hiicrelerinde, abirateron asetatin farkli dozlar1 ile 24 ve 48 saat inkiibasyonu
sonrasinda, DMSO grubuna gore proliferasyonu degistirmedigi gozlendi (Sekil 4.12.A).
Ancak 72 saatlik inkiibasyon hiicrelerin proliferasyonunu DMSO grubuna goére % 50 ve
tizerinde inhibe ettigi gosterildi (Sekil 4.12.A). 96 ve 120 saat inkiibasyon sonrasinda, PC3
hiicreleri proliferasyonunun, DMSO grubuna gore % 50 ve lizerinde inhibe ettigi gozlendi
ve bu sonuglar 72 saatlik inkiibasyon sonuclari ile benzerlik gostermekteydi (Sekil

4.12.7).

PC3 hiicrelerine, dosetakselin farkli dozlarinin 24 ve 48 saat uygulanmasi sonrasinda,
hiicre proliferasyonu inhibisyonu %50’ye ulagsmadig belirlendi (Sekil 4.12.B). 72, 96 ve
120 saatlik inkiibasyonu PC3 hiicrelerinin proliferasyonunu DMSO grubuna kiyasla doz
artisina bagli olarak dogrusal sekilde %50 tlizerinde inhibe ettigi gdzlendi (Sekil 4.12.B).
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Sekil 4.12. PC3 hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel ile 24, 48, 72, 96 ve 120 saat inkiibasyonu
sonrasindaki MTT proliferasyon testi bulgularimin GraphPad Software programu ile degerlendirilmesi. Her
iki sekilde de, 72. saat ve sonrasinda hiicre proliferasyonunun DMSO grubuna gore %50’sinin inhibe oldugu
gozlenmektedir. A) Abirateron asetatin proliferasyon degisimini gosteren grafik, B) Dosetakselin
proliferasyon degisimini gosteren grafik.

LNCaP hiicrelerinde, abirateron asetatin 24 ve 48 saat inkiibasyonu sonrasinda, hiicrelerin
proliferasyonunun yeterince inhibe olmadig1 gozlendi (Sekil 4.13.A). 72, 96 ve 120 saat
abirateron asetat inkiibasyonu sonrasinda, LNCaP hiicrelerinin proliferasyonu DMSO
grubuna kiyasla doz artisina bagli dogrusal sekilde %50 {izerinde inhibe oldugu gosterildi
(Sekil 4.13.A).

Dosetakselin farkli dozlarinin LNCaP hiicrelerine 24 ve 48 saat uygulanmasi sonrasinda
hiicre proliferasyonu inhibisyonunun %50’ye ulasmadigi gozlendi (Sekil 4.13.B). LNCaP
hiicrelerinin dosetaksel ile 72, 96 ve 120 saat inkiibasyonu sonrasinda ise hiicrelerin
proliferasyonunun DMSO grubuna kiyasla %50 {izerinde inhibe oldugu gozlendi (Sekil
4.13.B).
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Sekil 4.13. LNCaP hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel ile 24, 48, 72, 96 ve 120 saat inkiibasyonu
sonrasindaki MTT proliferasyon testi bulgularinin GraphPad Software programu ile degerlendirilmesi. Her
iki sekilde de, 72. saat ve sonrasinda hiicre proliferasyonunun DMSO grubuna gére %50’sinin inhibe oldugu
gozlenmektedir. A) Abirateron asetatin proliferasyon degisimini gosteren grafik, B) Dosetakselin
proliferasyon degisimini gosteren grafik.

Yukarida verilen MTT proliferasyon testi sonuglarinin GraphPad Software programi ile
analizine gore, hiicrelere uygulanan her iki ilacin da (Abirateron asetat ve Dosetaksel)72,
96 ve 120 saat inkiibasyon sonrasinda, hiicre proliferasyonunun DMSO grubuna kiyasla
%350 tizerinde inhibe oldugu goézlendi Bu sonuglara gore, proliferasyon inhibisyonu 72.
saatte baslamakta ve 96 ve 120. saatlerde de devam etmektedir. Bu sonuglardan, her iki
ilag i¢in de proliferasyon inhibisyonu igin, en etkili siirenin 72 saatlik inkiibasyon oldugu

kanisina varilmustir.

4.2.2. En Etkin Dozun Belirlenmesi:
Bizim elde ettigimiz MTT proliferasyon testi bulgularinin GraphPad Software programi

ile degerlendirilmesi sonucuna gore;

PC3 ve LNCaP hiicrelerinin abirateron asetat veya dosetaksel ile inkiibasyonu siirecinde, her

iki ilacin da IC50 degerlerinin 72. saatte ortaya ¢iktig1 gozlendi.

PC3 hiicreleri icin, Abirateron asetatin IC50 degerinin 39,66 uM (Sekil 4.14) ve
dosetaksel’in IC50 degerinin ise 1,182 nM oldugu hesaplandi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.14. PC3 hiicrelerinde, MTT proliferasyon testi sonucuna gore abirateron asetatin 72°lik saat
inkiibasyonu sonrasinda 1C50 degerinin 39,66 pM oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.15. PC3 hiicrelerinde MTT proliferasyon testi sonucuna gore; dosetakselin IC50 degerinin 1,182
nM oldugu gozlenmektedir.

LNCaP hiicreleri icin, abirateron asetatin IC50 degerinin 19,09 uM (Sekil 4.16).
dosetakselin IC50 degerinin ise 0,1633 nM oldugu hesaplandi(Sekil 4.17).
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Sekil 4.16. LNCaP hiicrelerinde MTT proliferasyon testi sonucuna gore, abirateron asetatin IC50 degerinin
19,09 uM oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.17. LNCaP hiicrelerinde MTT proliferasyon testi sonucuna gore, dosetakselin IC50 degerinin 0,1633
nM oldugu gozlenmektedir.

Bulunan IC50 degerlerinin etkinligini degerlendirmek i¢in, PC3 ve LNCaP hiicreleri, 96
kuyucuklu plate’lere tekrar ekilerek, bu ¢alismada kullanilan ilaglarin hesaplanan IC50
degerlerine karsilik gelen konsantrasyonlari ile hiicreler 72 saat inkiibe edildi ve MTT

proliferasyon testi uygulandi. Bu testin bulgularina gore;
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PC3 hiicrelerinde, abirateron asetat, dosetaksel ve abirateron asetat+dosetaksel 1C50
degerlerine karsilik gelen dozlarinin, gergekten de bu hiicreler lizerinde etkili oldugu ve

hiicrelerin proliferasyonunu DMSO (C6zgen) grubuna gore %50 ve lizerinde inhibe ettigi

gosterildi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. PC3 hiicrelerinde, uygulanan ilaglarin belirlenen IC50 degerlerine karsilik gelen
konsantrasyonlari ile 72 saat inkiibasyonu sonrasinda, hiicrelerin proliferasyonlarmin, DMSO (Cdzgen)
grubuna gore %50 ve iizerinde inhibe oldugu goriilmektedir. DMSO: dimetil siilfoksit, ABI: abirateron
asetat, DC: dosetaksel, ABI+DC: abirateron asetat+dosetaksel.

PC3 hiicrelerine benzer sekilde, LNCaP hiicrelerinde de, DMSQO’ya gdre abirateron asetat,
dosetaksel ve abirateron asetat+dosetakselin IC50 degerlerine karsilik gelen dozlarinin,
hiicrelerin proliferasyonunu, DMSO (Cozgen) grubuna gore, %50 ve iizerinde inhibe

ettigi gosterildi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. LNCaP hiicrelerinde, kullanilan ilaglarin belirlenen IC50 degerlerine karsilik gelen dozlar ile
72 saat inkiibasyonu sonrasinda, hiicrelerin proliferasyonunu, DMSO (Cdzgen) grubuna gore, %50 ve
tizerinde inhibe ettigi goriilmektedir. DMSO: dimetil siilfoksit, ABI: abirateron asetat, DC: dosetaksel,
ABI+DC: abirateron asetat+dosetaksel.

4.3. immiinofloresan Analizi Bulgular

PC3 hiicrelerinde, NOTCHI1 ekspresyonunun abirateron asetat ve dosetaksel uygulanan
gruplarda, DMSO grubu ile benzerlik gosterdigi ve anlamli bir degisiklik gostermedigi
belirlendi (p>0,001) (Sekil 4.20, Sekil 4.21). Abirateron asetat+dosetaksel grubunda,
DMSO, abirateron asetat ve dosetaksel grublarina kiyasla, NOTCHI1 ekspresyonunun
istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 belirlendi (p<0,001) (Sekil 4.20, Sekil 4.21).
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Sekil 4.20. PC3 hiicrelerinde NOTCH1 immiinofloresan boyanmasi. DMSO: dimetil siilfoksit, ABI:
abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABi+DC: abirateron asetat+dosetaksel (20X).
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Sekil 4.21. PC3 hiicrelerinde, NOTCHI1 proteininin immunofloresan analizi bulgulari. DMSO: dimetil
siilfoksit, ABI: abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABI+DC: abirateron asetat+dosetaksel. Sekilde, a:
DMSO, b: abirateron asetat ve c: dosetaksel grubuna gore istatistiksel anlamliligi gostermektedir (p<0,001).

Abirateron asetat, dosetaksel ve abirateron asetat+dosetaksel gruplarinda, LNCaP
hiicreleri NOTCHI1 proteini ekspresyonunun, DMSO ve kontrol gruplari ile benzerlik
gosterdigi belirlendi (p>0,001) (Sekil 4.22, Sekil 4.23).
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Sekil 4.22. LNCaP hiicrelerinde NOTCH1 immiinofloresan boyanmasi. DMSQO: dimetil siilfoksit, ABI:
abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABI+DC: abirateron asetat+dosetaksel (20X).
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Sekil 4.23. LNCaP hiicrelerinde, NOTCHI1 proteininin immiinofloresan analizi bulgulari. DMSO: dimetil
siilfoksit, ABI: abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABi+DC: abirateron asetat+dosetaksel.

PC3 hiicrelerinde, abirateron asetat, dosetaksel ve abirateron asetat+dosetaksel
grublarinda, JAGGEDI proteini ekspresyonu, DMSO grubu ile benzerlik gosterdigi ve
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gostermedigi belirlendi (p>0,001) (Sekil 4.24,
Sekil 4.25).
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Sekil 4.24. PC3 hiicrelerinde JAGGED1 immiinofloresan boyanmasi. DMSO: dimetil siilfoksit, ABI:

abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABI+DC: abirateron asetat+dosetaksel grubu. (20X).
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Sekil 4.25. PC3 hiicrelerinde, JAGGEDI1 proteininin immiinofloresan analizi bulgulari. DMSO: dimetil
siilfoksit, ABI: abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABI+DC: abirateron asetat+dosetaksel grubu.

LNCaP hiicrelerinde de, PC3 hiicrelerinde oldugu gibi gruplar arasinda JAGGEDI
proteini ekspresyonu acisindan istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gbézlenmedi

(p>0,001) (Sekil 4.26, Sekil 4.27).
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Sekil 4.26. LNCaP hiicrelerinde, JAGGED1 immiinofloresan boyanmasi. DMSQ: dimetil siilfoksit, ABI:
abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABI+DC: abirateron asetat+dosetaksel grubu. (20X).

77



LNCaP / JAGGED1
1,8e+7 —

1,6e+7

1,4e+7 —
1,2e+7 —
1,0e+7 —
8,0e+6

6,0e+6 —
4,0e+6 —
2,0e+6 —

Kontrol DMSO AB ABi+DC

immiinofloresan boyanma yogunlugu

Sekil 4.27. LNCaP hiicrelerinde, JAGGED] proteininin immiinofloresan analizi bulgulari. DMSO: dimetil
siilfoksit, ABI: abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABi+DC: abirateron asetat+dosetaksel.

PC3 hicrelerinde, abirateron asetat, dosetaksel ve abirateron asetat+dosetaksel
gruplarinda, DMSO grubuna gore, HES1 ekspresyonun arttig1 belirlendi, ancak bu artis
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,001) (Sekil 4.28, Sekil 4.29).
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Sekil 4.28. PC3 hiicrelerinde HES1 immiinofloresan boyanmasi. DMSO: dimetil siilfoksit, ABI:

abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABI+DC: abirateron asetat+dosetaksel grubu. (20X).
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Sekil 4.29. PC3 hiicrelerinde, HES1 immiinofloresan analizi bulgulart. DMSO: dimetil siilfoksit,
ABI:abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABI+DC: abirateron asetat+dosetaksel.

LNCaP hiicrelerinde, abirateron asetat grubunda, DMSO ve dosetaksel gruplarina kiyasla,
HES1 proteini ekspresyonunun, istatistiksel olarak anlamli oranda artis gosterdigi
belirlendi (p<0,001) (Sekil 4.30, Sekil 4.31.). Dosetaksel grubunda, DMSO gruplarina
gore HES1 ekspresyonu yoniinden anlamli bir fark bulunamad: (p>0,001) (Sekil 4.30,
Sekil 4.31). Abirateron asetat+dosetaksel grubunda ise ¢aligilan tiim diger gruplara gore,
HES1 proteini ekspresyonun istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi gozlendi
(p<0,001) (Sekil 4.30, Sekil 4.31).
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Sekil 4.30. LNCaP hiicrelerinde HES1 immiinofloresan boyanmasi. DMSO: dimetil
abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABi+DC: abirateron asetat+dosetaksel grubu. (20X).

siilfoksit, ABI:

81



LNCaP / HES1

300 o

a,b,c

250 —|
]
o
2
c
>

g 200 —

] a.c

£
c
«
>

o 150 —
o
(=
©
]
Qo
o

B 100 —
<
3
£
E

50 —

o il

Kontrol DMSO ABI DC ABI+DC

Sekil 4.31. LNCaP hiicrelerinde HES1 immunofloresan analizi bulgular. DMSO: dimetil siilfoksit, ABI:
abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABI+DC: abirateron asetat+dosetaksel. Sekilde, a: DMSQ’ya, b:
abirateron asetata ve c: dosetaksele gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir (p<0,001).

4.4. Western Blot Bulgulan
PC3 hiicrelerinde NOTCH1 proteini ekspresyon seviyesi degerlendirildiginde, sadece
abirateron asetat uygulanan grupta DMSO’ya kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede

bir azalig gozlendi (p<0,001) (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. PC3 hiicrelerinde NOTCHI1 proteini Western Blot sonuglari. A) NOTCH1 proteini Western Blot
bantlari, B) NOTCH1 proteini seviyesinin Western Blot analizi bulgular;, DMSO: dimetil siilfoksit, ABi:
abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABi+DC: abirateron asetat+dosetaksel. Sekilde, a: DMSO’ya gére
istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir (p<0,001).

LNCaP hiicrelerinde, NOTCHI1 proteini ekspresyon seviyesi, abirateron asetat ve
abirateron asetat+dosetaksel gruplarinda, DMSO ve dosetaksel gruplarina kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig gozlendi (p<0,001) (Sekil 4.33.). Dosetaksel
uygulanan grupta ise DMSO grubuna gore NOTCH1 ekspresyon seviyesinde herhangi bir
farklilik gozlenmedi (p>0,001)(Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. LNCaP hiicrelerinde NOTCH1 proteini Western Blot sonuglari. A) NOTCH1 proteini Western
Blot bantlari, B) NOTCH1 protein seviyesinin Western Blot analizi bulgulari, DMSO: dimetil siilfoksit,
ABI: abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABI+DC: abirateron asetat+dosetaksel. Sekilde, a: DMSO’ya gére
istatistiksel anlamlilig, c: dosetaksele gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir (p<0,001).

PC3 hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel ile 72 saat inkiibasyonu sonrasinda
JAGGED1 proteini seviyesinin, abirateron asetat+dosetaksel grubunda, DMSO’ya
kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 derecede arttig1 gézlendi (p<0,001) (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. PC3 hiicrelerinde JAGGEDI proteini Western Blot sonuglari. A) JAGGED1 proteini Western
Blot bantlari, B) JAGGEDL1 protein seviyesinin Western Blot analizi bulgulari. DMSO: dimetil siilfoksit,
ABI: abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABI+DC: abirateron asetat+dosetaksel. Sekilde, a; DMSO’ya gore
istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir (p<0,001).

LNCaP hiicrelerinde abirateron asetat ve dosetaksel ile 72 saat inkiibasyonu sonrasinda
JAGGED1 proteini seviyesi ise abirateron asetat, dosetaksel ve abirateron
asetat+dosetaksel gruplarinda DMSO grubuna gore anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,001)
(Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. LNCaP hiicrelerinde JAGGED1 proteini Western Blot sonuglari. A) JAGGED1 proteini Western
Blot bantlari, B) JAGGEDL protein seviyesinin Western Blot analizi bulgulari. DMSO: dimetil siilfoksit,
ABI: abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABI+DC: abirateron asetat+dosetaksel.

PC3 hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel ile 72 saat inkiibasyonu sonrasinda HES1
proteini seviyesi, abirateron asetat+dosetaksel uygulanmig grupta, DMSO ve abirateron
asetat gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi gozlendi (p<0,001)
(Sekil 4.36.). Ancak abirateron asetat ve dosetaksel gruplari JAGGED1 protein
seviyesinde, DMSO’ya kiyasla anlamli bir fark bulunamadi (p>0,001) (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. PC3 hiicrelerinde HES1 proteini Western Blot sonuglari. A) HES1 proteini Western Blot
bantlari, B) HES1 protein seviyesinin Western Blot analizi bulgular. DMSO: dimetil siilfoksit, ABI:
abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABi+DC: abirateron asetat+dosetaksel. Sekilde, a: DMSO’ya gére
istatistiksel anlamliligi, b: abirateron asetata gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir (p<0,001).

LNCaP hiicrelerinin abirateron asetat ve dosetaksel ile 72 saat inkiibasyonu sonrasinda
HES1 proteini seviyesi, abirateron asetat, dosetaksel ve abirateron asetat+dosetaksel
gruplarinda, DMSO (Co6zgen) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi
belirlendi (p<0,001) (Sekil 4.37). Ayrica abirateron asetat ve abirateron asetat+dosetaksel
gruplart JAGGED1 proteini seviyesinin dosetaksel grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlaml derecede arttig1 gézlendi (p<<0,001) (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. LNCaP hiicrelerinde HES1 proteini Western Blot sonuglari. A) HES1 proteini Western Blot
bantlar1, B) HES1 protein seviyesinin Western Blot analizi bulgular1 DMSO: dimetil siilfoksit, ABI:
abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABI+DC: abirateron asetat+dosetaksel. Sekilde, a: DMSO’ya gére
istatistiksel anlamlilig, c: dosetaksele gore istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir (p<0,001).

4.5. Kantitatif Real Time PCR Bulgular
PC3 ve LNCaP hicrelerinin abirateron asetat, dosetaksel ve abirateron asetat+dosetaksel
ile 72 saat inkiibasyonu sonrasinda NOTCH1, JAGGED1 ve HES1 genlerinin mRNA

ekspresyon degisimi kantitatif real time PCR ile incelendi.

PC3 hiicrelerinin ilaglarla 72 saat inkiibasyonu sonrasinda, NOTCHZ1 geni ekspresyonu
abirateron asetatin uygulandigi grupta, DMSO grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede azald1 (p<0,001) (Sekil 4.38.A). Dosetaksel grubunda ise, DMSO grubuna gore
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anlamli bir fark gozlenmez iken, abirateron asetat ve abirateron asetat+dosetaksel

grublarina kiyasla anlamli derecede bir artig belirlendi (p<0,001) (Sekil 4.38.A).

LNCaP hiicrelerinin ilaglarla 72 saat inkiibasyonu sonrasinda ise, NOTCH1 geni mRNA
ekspresyonu, sadece dosetaksel uygulanan grupta kontrol ve abirateron asetat uygulanan
gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi gozlendi (p<0,001) (Sekil
4.38.B). Diger gruplar arasinda ise istatistiksel olarak herhangi bir anlamli fark

gozlenmedi (p>0,001) (Sekil 4.38.B).
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Sekil 4.38. PC3 ve LNCaP hiicrelerinde NOTCH1 mRNA’simin qRT-PCR ile analizi bulgulari. A) PC3
hiicrelerinde NOTCH1 geninin mRNA ekspresyonu analizi, B) LNCaP hiicrelerinde NOTCH1 geninin
mRNA ekspresyonu analizi, DMSO: dimetil siilfoksit, ABI: abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABi+DC:
abirateron asetat+dosetaksel. Sekilde, a; DMSO grubuna gore anlamliligi, b; abirateron asetat grubuna gore
anlamlilig1 e; Abirateron asetat ve Abirateron asetat+Dosetaksel grublarina gore istatistiksel anlamliligt
gosterir anlamliligr gostermektedir (p<0,001).

PC3 hicrelerinin ilaglarla 72 saat inkiibasyonu sonrasinda, JAGGED1 geni mRNA
ekspresyonunun, abirateron asetat ve abirateron asetat+dosetaksel gruplarinda, DMSO
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi belirlendi (p<0,001) (Sekil
4.39.A). Dosetaksel grubunda ise, DMSO, abirateron asetat ve abirateron
asetatt+dosetaksel gruplarina kiyasla JAGGED1 geni mRNA ekspresyonunun istatistiksel
olarak anlamli derecede arttig1 gézlendi (p<<0,001) (Sekil 4.39.A).
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LNCaP hiicrelerinin ilaglarla 72 saat inkiibasyonu sonrasinda JAGGED1 geninin mRNA
ekspresyonu ise, abirateron asetat, dosetaksel ve abirateron asetat+dosetaksel gruplarinda,
DMSO grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 belirlendi (p<0,001)
(Sekil 4.39.B).
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Sekil 4.39. PC3 ve LNCaP hiicrelerinde JAGGED1 mRNA’sinin qRT-PCR ile analizi bulgulari, A) PC3
hiicrelerinde JAGGED1 geninin mRNA ekspresyonu analizi, B) LNCaP hiicrelerinde JAGGED1 geninin
mMRNA ekspresyonu analizi. DMSO: dimetil siilfoksit, ABI: abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABi+DC:
abirateron asetat+dosetaksel, a: DMSO grubuna gére anlamliligi, f: DMSO, abirateron asetat ve abirateron
asetattdosetaksel gruplarina gore anlamliligi gostermektedir (p<0,001).

PC3 hiicrelerinin ilaglarla 72 saat inkiibasyonu sonrasinda, HES1 geni mRNA
ekspresyonu, abirateron asetat ve abirateron asetat+dosetaksel gruplarinda, DMSO ve
dosetaksel gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 belirlendi
(p<0,001) (Sekil 4.40.A). Diger gruplar arasinda ise anlamli bir fark bulunamadi
(p>0,001) (Sekil 4.40.A).

LNCaP hiicrelerinde HES1 geninin mRNA ekspresyonu, abirateron asetat ve abirateron
asetat+dosetaksel gruplarinda, DMSO ve dosetaksel gruplarina kiyasla istatistiksel olarak
anlamli derecede artti1 belirlendi (p<0,001) (Sekil 4.40.B). Dosetaksel grubunda ise,
DMSO grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi (p<0,001) (Sekil
4.40.B).
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Sekil 4.40. PC3 ve LNCaP hiicrelerinde HES1 mRNA’sinin qRT-PCR ile analizi bulgular1 A) PC3
hiicrelerinde HES1 geninin mRNA ekspresyonu analizi, B) LNCaP hiicrelerinde HES1 geninin mRNA
ekspresyonu analizi. DMSO: dimetil siilfoksit, ABI: abirateron asetat, DC: dosetaksel, ABi+DC:
abirateron asetat+dosetaksel, a: DMSO grubuna goére anlamliligi, c: dosetaksele gére anlamliligi
gostermektedir (p<0,001).
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5. TARTISMA

PCa, bugiine kadar, erkeklerde en sik teshis edilen neoplazmlardan biridir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde kansere bagli mortalitede ikinci siray1 almaktadir (Siegel ve ark.,
2017). PCa, onceleri bilateral orsitektomi veya anti-androjenler ile kastre edilerek tedavi
edilmeye calisilmistir. Metastatik PCa hastalarmin tedavisindeki kose tasi, anti-
androjenler ile yapilan tedavidir. Tedavi alan kisilerdeki baslangi¢ cevabi oldukea iyidir;
nitekim bu hastalarda baslangi¢ cevabi PSA ve yumusak doku metastazinda azalma
gozlenmesidir. Ancak, bu tedaviden yaklasik 18-24 ay sonra, hastalarda hormon
tedavisine direng gelisir ve CRPC ortaya ¢ikar (Pienta ve Bradley, 2006; Sinibaldi, 2007).
Bunun sebebinin ise, PCa hiicrelerinden ve adrenal bez tarafindan tiretilen androjenlerin
olabilecegi belirtilmistir (Attard ve ark., 2005; Bruno ve Njar, 2007). Anti-androjenler ile
yapilan tedavi, ilerleyen siiregte PCa hiicreleri lizerine agonistik etki yaparak AR’nin asir1
ekspresyonuna veya AR mutasyonuna neden oldugu, ve ayrica mutasyona ugrayan
reseptoriin androjen yoklugunda bile aktive olmasina yol a¢tigi vurgulanmistir (Chen ve
ark., 2004). Hormon direngli prostat kanseri, klinikte dosetaksel ve/veya abirateron asetat
ile tedavi edilmeye calisilmaktadir (Sinibaldi, 2007). In vitro’da, PCa hiicre hatlariyla
yapilan ¢alismalarda da, ¢ogunlukla bu ilaclar kullanilmakta ve bu ilaglarin, hiicresel

diizeyde etkiledigi molekiiler mekanizmalar aydinlatilmaya caligilmaktadir.

Bu calisma, metastatik AR(-) PC3 ve AR(+) LNCaP prostat kanser hiicre hatlarina
abirateron asetat ve dosetaksel uygulandigi zaman, Notch sinyal yolag: iiyelerinden
Notchl, Jaggedl ve Hes1’in ekspresyonlarinin nasil etkilendigine iliskin, giinlimiize kadar

yapilan ilk orijinal ¢calismadir.

Literatiirde, in vitro’da, PCa hiicre hatlarina, abirateron asetat (Richards ve ark., 2012;
Brossard ve ark., 2013; van Soest ve ark., 2013; luliani ve ark., 2015) ve dosetaksel’in
(Ting ve ark., 2007; Henry ve ark., 2012; Liu ve ark., 2013; Pham ve ark., 2014; Mimeault
ve ark.,, 2015) uygulandigi bir¢ok calisma bulunmaktadir. Ancak bu ¢alismalarin
cogunlugunda, PC3 ve LNCaP hiicreleri i¢in, proliferasyon testi teknigi kullanilarak,
etkinligi belirlenmis IC50 dozu ve siiresi belirlenmesi parametreleri eksik birakilmigtir.

Bununla birlikte, daha 6nceki ¢alismalarda, abirateron asetat i¢cin 10 pM, dosetaksel i¢in
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ise 5 nM dozlar1 kullanilmis ve siire ise her iki ilag i¢in de 48 saat olarak uygulanmistir
(luliani ve ark., 2015; Mimeault ve ark., 2015). Bizim ¢alismamizda, literatiirdeki dozlar1
ve siireleri de kapsayacak sekilde yapilan uygun doz ve siire belirleme siirecinde,
literatiirde belirtilen doz ve siirenin etkin olmadig1 belirlenmis ve ardindan yeniden
abirateron asetat ve dosetaksel i¢in en uygun IC50 dozlar ve siireleri belirlenmis ve

ardindan belirlenen bu doz ve siireler deney boyunca uygulanmaistir.

Notch sinyal yolagi, normal prostat gelisimi i¢in gerekli oldugundan (Wang ve ark., 2006)
yola ¢ikilarak, bu yolagin prostat kanseri gelisimine de katkida bulunabilecegi beklenir.
Notchl reseptoriiniin aktive edici mutasyonlari, siklikla 16semi ve akciger kanserinde
gozlenmistir (Radtke ve Raj, 2003; Weng ve ark., 2004; Roy ve ark., 2007; Maraver ve
ark., 2012). Bununla birlikte, PCa'de Notch mutasyonlari nadiren bildirilmistir, bu
nedenle, PCa'de Notch sinyal yolaginin nasil diizenlendigi hala tam olarak
anlagilamamustir. PCa'de Notch sinyalizasyonunun aktivasyonunu saglayan molekiiler
mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi, PCa hastalar1 i¢in Notch inhibitérlerinin klinik
gelisimi i¢in biiylik 6nem tasir. Daha dnce yapilan prostat kanseri ¢calismalari incelendigi
zaman, Notch sinyal yolag: iiyelerinden ozellikle Notchl, Jaggedl ve Hesl {izerinde
durulmus oldugu goriilmektedir (Shou ve ark., 2001; Santagata ve ark., 2004; Scorey ve
ark., 2006; Wang ve ark., 2010; Wang ve ark., 2011; Soylu ve ark., 2015).

Bu c¢aligmada, PC3 hiicrelerine abirateron asetat uygulanmasi sonrasinda, Notchl
ekspresyonunun gen ve protein seviyesi diizeyinde azaldigi, bununla birlikte,
immiinofloresan diizeyinde herhangi bir 6nemli degisiklik gbzlenmedi. immiinofloresan
yontemi, daha c¢ok Notchl proteinin lokasyonu ve dagilimi hakkinda bilgi verir,
dolayisiyla bize gore, protein seviyesi hakkinda daha net bilgi veren western blot sonuglari
daha 6nemlidir. Daha once yapilan caligmalarda; PC3 prostat kanseri hiicre hattinda,
Notchl ve ligand1 olan Jaggedl'in ekspresyonunun azalmasinin, S fazi hiicre siklusu
ilerlemesini geciktirtigi ve hiicre biiyiimesinin inhibe oldugu bildirilmistir (Zhang ve ark.,
2006). Bin Hafeez ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada; insan dokular1 ve insan
PCa hiicre hatlarinda, Notch1’in asir1 ekspresyonunun tiimdr invazyonunu destekledigi
gosterilmis, PC3 ve 22Rvl insan prostat kanseri hiicre hatlarinda Notch1'in knockdown

edilmesinin ise, hiicre invazyonunu onemli derecede azalttigi vurgulanmistir. Ayrica,
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Notchl'in knockdown edilmesinin, Notchl'in - NF-KB yolaginin hedef genleri olan
matriks metalloproteinaz-9 (MMP9) ve iirokinaz plazminojen aktivatorii (uPA) dahil
olmak iizere hiicre invazyonunda rol alan hiicre disi proteinlerinin ekspresyonunda
belirgin bir azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Bin Hafeez ve ark., 2009). Bir baska
caligmada, prostat kanseri kemik metastazinda, Notchl asir1 ekspresyonu gozlenmistir
(Sethi ve ark., 2010). 2017 yilinda yaymlanan bir ¢alismada, Notchl’in asir1
ekspresyonunun, PC3 hiicrelerinde migrasyon ve invazyonu artirdigi, Notchl’in
baskilanmasmin ise, migrasyon ve invazyonu geciktirdigi gosterilmistir. Ayrica
Notchl’in asir1  ekspresyonu, PC3 hiicrelerinde EMT (epithelial-mesenchymal
transition)’ye neden olmustur (Zhang ve ark., 2017). Yukaridaki ifadelerden hareketle,
daha 6nce yapilan ¢aligmalara gore, Notchl ekspresyonunun azalmasi, PCa hiicrelerinin
proliferasyonunu, invazyonunu ve metastazini azaltabilir veya inhibe edebilir. Daha 6nce
yapilan calismalarin sonuglari gézoniline alinarak, bizim calismamizdan elde edilin
bulgular yorumlandiginda, abirateron asetatin, Notchl ekspresyonunu azaltarak, PCa
hiicrelerinin, proliferasyonunu, EMT’sini, migrasyonunu, invazyonunu ve metastazini

azaltabilecegi vurgulanabilir.

Bizim ¢alismamizda, PC3 hiicrelerine dosetaksel uygulanmasi, Notchl ekspresyonunu
gen diizeyinde artirdig1 belirlendi. Ancak bu artig, western blot ile belirlenen protein
seviyesine ve immiinofloresan boyama ile belirlenen protein ekspresyonuna yansimadi.
Bunun nedeni, hiicrenin bu proteine ihtiyacinin olmamasi1 veya ilerleyen siirecte

translasyon mekanizmalari ile iligkili bir diizensizlikten kaynaklaniyor olabilir.

Bu calismada, LNCaP hiicrelerine abirateron asetat ve abirateron asetat+dosetaksel
uygulanmasi ise, western blot diizeyinde Notchl protein seviyesini azaltmigtir. Ancak bu
azalis gen diizeyine ve immiinofloresan boyanmalarina yansimamistir. Gen diizeyindeki
azalis ilk saatlerde gerceklesmis olabilir ve 72 saatlik siirenin sonuna dogru ise gen
ekspresyonu normal seviyeye ulasmis olabilir. Shou ve arkadaslarinin 2001 yilinda yaptigi
calismada LNCaP, DU145 ve PC3 insan prostat kanser hiicrelerinde RT-PCR analizleri
ile, Notch1 ekspresyonun normal hiicrelere gore artig gosterdigini tesbit ettiler. TRAMP
(Transgenic Adenocarcinoma of the Mouse Prostate) hayvanlarin primer ve metastatik

timoriiniin malignant prostatik epiteliyal hiicrelerinde ise in situ hibridizasyon ile Notchl

94



ekspresyonunun belirgin derecede arttigini tesbit etmislerdir (Shou ve ark., 2001). Scorey
ve arkadaglart LNCaP, PC3 ve PC-3M hiicre hatlarinda Notch1-4, Jagged1-2 ve DIl1’in
RT-PCR ile analizlererini gergeklestirmisler, LNCaP, PC3 ve PC-3M hiicre hatlarinda
Notchl ve Jagged]1 expresyonunun PNT2 normal hiicre hattina kiyasla ekspresyonlariin
arttigin1 belirlemislerdir (Scorey ve ark., 2006). Bin Hafeez ve arkadaglarinin 2009 yilinda
PC3, DU-145, LNCaP and 22Rv1 PCa hiicre hatlarinda Notch1’in western blot analizinde
ekspresyonunun normal PrEC hiicre hattina gore anlamh sekilde arttigini belirlemistir
(Bin Hafeez ve ark., 2009). Wang ve arkadaslar1 2011 yilinda bu ¢alismada PC3, DU145,
LNCaP, and C4-2B insan PCa hiicre hatlarint kullanarak NOTCH1 ve JAGGED1’in hiicre
biiyiimesini arttirdig1 ve apoptozu inhibe ettigini tesbit etmislerdir (Wang ve ark., 2011).
Zhu ve arkadaslar1 2013 yilinda yaptig1 calismada, 286 benign, high PIN (prostatik
intraepitelyal neoplazi) ve diisiik veya yiiksek grade PCa’li hastalarin dokularinda, Notch1
ve Jaggedl ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli derecede artigin1 gostermislerdir
(Zhu ve ark., 2013). Su ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada, LNCaP hiicrelerinde Notchl
hedefli siRNA kullanarak Notchl geni ekspresyonu inhibe edildigi zaman, hiicre
siklusunda arrest, apoptoz ve proliferasyon inhibisyonu gézlenmistir (Su ve ark., 2013).
Bu caligsmada, literatiirde ilk defa, LNCaP hiicrelerine abirateron asetat ve abirateron
asetat+dosetaksel uygulanmasi yapilmis ve sonugta, bu hiicrelerde Notchl protein
ekspresyonunun azaldigi belirlenmistir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarin 1s1ginda bizim
bulgularimiz degerlendirildiginde, abirateron asetat ve abirateron asetat+dosetaksel
uygulamlarinin Notchl protein ekspresyonunu azaltmasi, LNCaP hiicrelerinin hiicre
siklusunun arrestine, apoptozuna, proliferasyonunun inhibisyonuna neden olabilecegi

sOylenebilir.

Yukarida belirtilen bulgularimiza gore; abirateron asetat, tiim viiciitta androjen sentezini
inhine etmesinin yaninda, Notchl inhibisyonuna da neden olarak, metastatik PC3 ve
LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde, proliferasyonu, EMT’yi, migrasyonu, invazyonu ve

metastazi azaltabilecegi veya inhibe edebilecegi 6ne siiriilebilir.

Calismada, PC3 hiicrelerine abirateron asetat uygulamasi, Jagged1’in gen diizeyinde
MRNA ekspresyonunu azaltti. Ancak bu azalis protein diizeyinde gozlenmedi. Aym

hiicrelere dosetaksel uygulanmasi ise tam tersine Jagged1’in gen diizeyinde mRNA
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ekspresyonunu artirdi. Ancak bu artig, protein diizeyine yansimadi. PC3 hiicrelerine
abirateron asetat+dosetaksel uygulamasi sonrasinda ise, Jaggedl gen diizeyinde mRNA
ekspresyonu azalirken, protein diizeyinde artig gosterdigi belirlendi. Memelilerde, mRNA
2,6-7 saat arasi stabil kalabilmekte iken, olusan protein ise 48 saate kadar stabil
kalabilmektedir (Vogel ve Marcotte, 2012). Dolayisiyla, mRNA diizeyinde azalig
gozlenirken, protein asamasinda artis gOstermesi, heriki siirecin stabilitesinin farkli
olusundan kaynaklaniyor olabilir. Ilk etapta, olusan mRNA, sonraki siirecte degreda
olabilir. Santagata ve arkadaslarinin 2004 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, 236 hastanin
benign, high-grade PIN (prostatik intraepitelyal neoplazi), lokalize ve metastatik prostat
kanseri  dokularinda  immunohistokimya  teknigi ile Jaggedl  proteininin
immiinolokalizasyonu arastirilmis ve sonugta, metastatik prostat kanseri dokularinda
benign ve lokalize PCa dokularina kiyasla Jaggedl proteininin ekspresyonunun arttig
belirlenmistir (Santagata ve ark., 2004). Scorey ve arkadaslarinin 2006 yilinda yapmis
oldugu RT-PCR analizleri ile, LNCaP, PC3 ve PC-3M hiicre hatlarinda Jaggedl
expresyonunun PNT2 normal hiicre hattina kiyasla ekspresyonlarinin arttigi belirlenmistir
(Scorey ve ark., 2006). Wang ve arkadaslar1 2011 yilinda bu ¢alismada PC3, DU145,
LNCaP, and C4-2B insan PCa hiicre hatlarini kullanarak Jaggedl’in hiicre biiylimesini
arttirdigin1 ve apoptozu inhibe ettigini tesbit etmislerdir (Wang ve ark., 2011). Zhu ve
arkadaslar1 2013 yilinda yaptig1 ¢alismada 286 benign, high PIN (prostatik intraepitelyal
neoplazi) ve dislik/yiiksek grade PCa’li hastalarin dokularinda Jaggedl’in
immiinohistokimyasal analizini yapmuslardir. Metastatik veya yliksek grade PCa
dokularinda Jaggedl ekspresyonun istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugunu
gostermiglerdir (Zhu ve ark., 2013). Bizim 2015 yilinda yaptigimiz ¢aligmada 20 lokal
prostatik adenokarsinoma, 18 High PIN ve 18 normal prostat dokusunda proteinlerinin
immiinohistokimyasal analizleri yapilmistir. Prostat kanseri baslangict PIN ve prostatik
adenokarsinom yapisinda Jaggedl proteinin ekspresyonunun belirgin derecede arttigi
gosterilmistir (Soylu ve ark., 2015). Delury ve arkadaslarinin 2016 yilinda yapmis oldugu
calismada, metastatik PC3 hiicrelerinde, kemik iligi stromasinin, Jagged1 ekspresyonunu
indiikledigi ve boylece hiicre migrasyonunu ilerlettigi gosterilmistir (Delury ve ark.,
2016). Su ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptigi ¢alismada, Pten null prostat kanseri

modelinde, Jaggedl’in asir1 ekspresyonu, prostat stromal hiicrelerinde Tgfp sinyal
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yolagin1 uyararak reaktif stromal mikrogevreyi uyararak prostat kanseri ilerlemesine
alacilik ettigi gosterilmistir (Su ve ark., 2017). Daha 6nce Jaggedl ekspresyonu ile ilgili
yapilan ¢alismalar dikkate alindiginda, bizim ¢alismamizda PC3 hiicrelerine 6zellikle
abirateron asetat+dosetaksel uygulamasi, Jaggedl protein ekspresyonunu artirdigi
belirlenmis olup, Jagged1 protein ekspresyonunun artmasi, prostat kanserinin ilerlemesi
icin 6nemli olan reaktif stroma gelisimi ve ilerlemesini artirabilecegi, apoptoz inhibisyonu
yapabilecegi, hiicre biiylimesini artirabilecegi ve hiicrelerin migrasyonuna katkida

bulunabilecegi ongoriilebilir.

Calismamizda, LNCaP hiicrelerine abirateron asetat, dosetaksel ve abirateron
asetat+dosetaksel uygulamasi sonrasinda, Jaggedl’in sadece gen diizeyinde mRNA
ekspresyonunda azalma gozlenmistir. Protein diizeyinde ise anlamli bir fark
gozlenmemistir. Jaggedl mRNA’sinda gozlenen azalisin, protein diizeyine yansimamis

olmasi, translasyon mekanizmalari ile iliskili bir siire¢ olabilir (Vogel ve Marcotte, 2012).

PC3 hiicrelerine abirateron asetat uygulanmasindan sonra, Hesl’in sadece mRNA
diizeyinde anlamli bir artis gozlenmistir. Western blot ve immiinofloresan sonuglarina
gore, HES1 proteini ekspresyonu biraz artmistir, ancak bu artis anlamli degildir. HES1’in
gen diizeyindeki artisinin protein diizeyine yeterince yansimamis olmasi, ilerleyen siirecte
proteine doniistiiriilebilecegi anlamima da gelebilir. Bu c¢alismada PC3 hiicrelerine
abirateron asetat+dosetaksel uygulamasi, HES1 in gen diizeyinde mRNA ekspresyonunu
DMSO grubuna gore neredeyse iki kat arttirdi. LNCaP hiicrelerine abirateron asetat,
dosetaksel ve abirateron asetat+dosetaksel uygulanmasi ise, HES1’in hem protein hemde
gen diizeyinde ekspresyonunun anlamli sekilde artmasina neden oldu. Palomero ve
arkadaslar1 2007 yilinda T-hiicre 16semisi ile iliskili yaptiklar1 bir calismada, Hes1’in
dogrudan Pten ekspresyonunu baskiladigi ve PI3K yolagmin aktivasyonunu sagladigin
rapor etmiglerdir (Palomero ve ark., 2007). Wong ve arkadaslarinin yaptigi bir baska
calismada da, Hesl’in Pten’i baskiladigi ve bdylece in vitro timosit gelisimini
diizenlenledigi gosterildi (Wong ve ark., 2012). Gao ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaptigi
bir calismada, insan kolon kanseri dokularinda, Hes1’in PTEN promotoruna baglanarak,
dogrudan PTEN’i regiile ettigi ve boylece PTEN/ PI3K/Akt yolaginimin diizenlenmesinde
onemli rol aldig1 belirtildi (Gao ve ark., 2015). 2015 yilinda yapilan basgka bir ¢alismada,
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insan nazofarengiyal karsinoma hiicrelerinde, Hes1’in asir1 ekspresyonu, PTEN’in mRNA
ve protein seviyesinde ekspresyonunu azaltti§i, Hes1’in knockout edilmesi durumunda
PTEN’in mRNA ve protein diizeyinde ekspresyonunun énemli derecede arttig1 gosterildi.
Ayrica kromatin immiinopresipitasyon testi ile de Hes1’in PTEN lokusu ile iligkili oldugu
ve PTEN promotor bdlgesine baglandig1 gosterildi (Wang ve ark., 2015). Daha 6nceki
bilgilere gore, klinik prostat kanseri vakalarinin yaklasik 9%30-70’inde PTEN kaybi
gozlenmektedir (Shen ve Abate-Shen, 2010). Yukarda verilen Hes1-PTEN yolagi ile ilgili
verilere paralel olarak, hastalifin farkli evrelerindeki PCa hastalarinda, PTEN mRNA
seviyesi ile HES1 mRNA seviyesinin ters orantili oldugu insan PCa data set analizleri ile
gosterildi (Revandkar ve ark., 2016). 2015 yilinda yapilan bir ¢alismada, PTEN kaybi olan
prostat kanseri hastalarinin abirateron asetat ile tedavi edilmesi sonrasinda, daha koti
klinik sonuglar olabilecegini gostermislerdir (Ferraldeschi ve ark., 2015). Daha 6nce
yapilan yukardaki ¢alismalarin 1s18inda, PC3 hiicrelerinde abirateron asetat ve abirateron
asetat+dosetaksel, LNCaP hiicrelerinde abirateron asetat, dosetaksel ve abirateron
asetat+dosetaksel uygulamasi sonrasinda artan Hesl, PTEN promotoruna baglanarak,
PTEN ekspresyonunun baskilanmasina neden olabilecegi oOngoriilebilir. PTEN’nin
baskilanmasi, hiicrelerde proliferasyon, hayatta kalma ve tiimor biiylimesini artirtyor
olabilir. Aslinda bu ¢aligmanin sonuglarina gore, abirateron asetatin bir taraftan CYP17A1
inhibitorii olarak PCa’y1 tedavi etmeye calisirken, diger taraftan Hesl aracili PTEN
kaybmma neden olarak PCa hastalarinin prognozunun daha kdtiiye gitmesine neden

olabilecegi ongoriilebilir.

Scorey ve arkadaglar1 metastatik LNCaP ve PC3 hiicre hatlarinda Hes1’in gama sekretaz
inhibitorii ile inhibisyonu sonrasi, hiicre canliliginin 48 saat sonra anlamli derecede
azaldigini tesbit etmislerdir (Scorey ve ark., 2006). Ayrica Bizim 2015 yilinda yaptigimiz
caliymada 20 lokal prostatik adenokarsinoma, 18 High PIN ve 18 normal prostat
dokusunda Hes1’in immiinohistokimyasal analizleri sonucunda, prostat kanseri baglangici
olan PIN yapisi ve adenokarsinom yapisinda Hesl proteininin ekspresyonu belirgin
derecede arttigi gosterildi (Soylu ve ark., 2015). Abirateron asetat ve dosetaksel
uygulamasinin artirdig1 Hes1 ekspresyonunun, PCa prognozunun daha kétiiye gitmesine

neden olabilecegi ileri siiriilebilir.
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Calismamizda, elde edilen tiim bulgularimiz birlikte degerlendirildiginde; in vitro
kosullarda prostat kanseri hiicrelerine abirateron asetat ve dosetaksel uygulamasinin,
Notch sinyal yolag1 proteinlerinin ekspresyonlarini etkiledigi sdylenilebilir. Bu ilaglarin
uygulanmasi sonucunda, 6zellikle Hes1 ekspresyonunun, hem androjen reseptorii pozitif
olan LNCaP hiicrelerinde ve hem de androjen reseptorii negatif olan PC3 hiicrelerinde
anlamli sekilde arttigi gosterildi. Sonuglarimiza gore, in vivo kosullarda sadece ilag
uygulamasi yerine, ilaglarla birlikte, Notch sinyal yolagi inhibitorlerinin birlikte
uygulanmasi, Hesl ekspresyonunu azaltabilir ve uygulama hastanin prognozundaki
kotiiye gidisi durdurulabilir. Ancak abirateron asetat ve dosetaksel ile birlikte Notch
inhibitorlerinin hastalarda kullanilabilmesi i¢in, Notch sinyal yolaginin etkiledigi diger

molekiiler mekanizmalar1 aydinlatacak yeni ¢alismalara ihtiya¢ oldugu agiktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tezde, in vitro kosullarda, PC3 ve LNCaP prostat kanseri hiicre hatlarina abirateron
asetat, dosetaksel ve abirateron asetat+dosetaksel uygulamasi sonrasinda, hiicre
proliferasyonu, farklanmasi, hayatta kalmasinda onemli olan Notch sinyal yolagi
tiyelerinden Notchl, Jaggedl ve Hesl ekspresyon degisimleri arastirilmis ve asagidaki

sonugclar elde edilmistir;

1. PC3 hiicrelerine abirateron asetat uygulanmasi, Notchl ekspresyonunu hem gen hem
de protein diizeyinde azaltmistir. Ancak immiinofloresan diizeyinde bir degisiklik
gbzlenmemistir. Dosetaksel uygulanmasi sonrasinda, sadece gen diizeyinde Notchl
ekspresyonunda artis gézlenmistir. Abirateron asetat+dosetaksel uygulanmasi sadece

immiinofloresan diizeyinde Notchl ekspresyonunu ¢ok az artirmistir.

2. LNCaP hiicrelerine abirateron asetat ve abirateron asetat+dosetaksel uygulanmasi,
Notchl ekspresyonunu, western blot sonuglarina gore sadece protein diizeyinde

azaltmustir.

3. PC3 hiicrelerinde Jaggedl ekspresyonu, abirateron asetat uygulandigi zaman sadece
mRNA diizeyinde azalmistir. Dosetaksel uygulandigi zaman sadece mRNA diizeyinde
artmistir. Abirateron asetat+dosetaksel uygulandiginda ise, protein diizeyinde artmis

iken, mRNA diizeyinde azalmistir.

4. LNCaP hiicrelerinde Jagged1 ekspresyonu, abirateron asetat, dosetaksel ve abirateron
asetat+dosetaksel uygulandiginda sadece mRNA diizeyinde azaldigi gdzlenmistir,

ancak bu azalis protein diizeyine yansimamustir.

5. PC3 hiicrelerinde Hesl ekspresyonu, abirateron asetat uygulandigi zaman sadece
mRNA diizeyinde artmigtir. Dosetaksel uygulandigi zaman anlamli bir degisim
gozlenmemistir. Abirateron asetat+dosetaksel uygulandiginda, mRNA diizeyinde

artmistir, ancak protein diizeyinde ise azalmigstir.

6. LNCaP hiicrelerinde Hesl ekspresyonu, abirateron asetat, dosetaksel ve abirateron

asetat+dosetaksel uygulandiginda hem gen hem de protein diizeyinde artmistir. Ancak
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dosetaksel uygulamasi sonrasinda, sadece immiinofloresan diizeyinde bir degisim

olmamustir.

7. Bugalisma in vitro kosullarda abirateron asetat ve dosetaksel uygulanmasi sonrasinda,

Notchl, Jaggedl ve Hes1 ekspresyon degisimini arastiran ilk caligmadir.
8. Bu caligma, abirateron asetat+dosetaksel’in birlikte uygulandig ilk ¢aligmadir.

9. Prostat kanseri hiicrelerine abirateron asetat ve dosetaksel uygulanmasinin, Hesl
ekspresyonunda ¢ok anlamli oranda artisina neden oldugu literatiirde ilk defa bu

calisma ile gosterilmistir.

Sonug olarak, in vitro’da prostat kanseri hiicrelerine Abirateron asetat ve dosetaksel
uygulandiginda, Notch sinyal yolagi proteinlerinin ekspresyonlar1 degismektedir.
Bulgularimiza gore, bu ilaglarin uygulanmasi ile, her iki hiicre hattinda da, 6zellikle Hes1
ekspresyonunda ¢ok anlamli oranda artis goriilmektedir. Dolayisiyla, PCa’li hasta
tedavisinde, bu kemoterapétik ilaglarla birlikte, Notch sinyal yolagi inhibitorlerinin
birlikte uygulanmasi, Hes1 ekspresyonunu azaltabilir ve hastanin prognozundaki kéotiiye
gidis durdurulabilir. Bununla birlikte, abirateron asetat ve dosetaksel ile birlikte Notch
inhibitorlerinin hastalarda kullanilabilmesi i¢in, daha ileri ¢aligmalara gereksinim oldugu

agiktir.
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