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ONSOZ

Prostat kanseri ginimuzde erkeklerde goriilen en sik malignite ve ikinci en sik 6liim
nedenidir. Prostat kanserinde standart tedavi goren olgularin énemli bir boliimiinde zamanla
tedaviye diren¢ gelismektedir. Bu hastalarda etkin bir tedavi yontemi ise bulunmamaktadir.
Androjenden bagimsiz hale gelmis prostat kanseri hiicreleri i¢in kullanilan etkili tedavi
yontemlerinden biri kemoterapidir. Ginimuzde tekli ve kombinasyon kemoterapi tedavisi

kullanilarak yapilan bir¢ok klinik aragtirma devam etmektedir.

Metastatik prostat kanser hastalarinda dosetaksel kullanimi, FDA tarafindan
onaylanmig ve bu ilacin kullanimmin hastanin yasam kalitesini ve siiresini uzattig1
gozlenmigstir. Bir sfingolipid olan seramid, hiicrede ikinci haberci olup, hiicrelerin
bliylimesinden ¢ogalmasina, yaslamasindan apoptoza kadar 6nemli hayati olaylar1 yonetir.
Seramid bir¢ok farkli biyokimyasal yolla olusabilir. Glukozilseramid sentaz (GCS), apoptotik
seramidi antiapoptotik glukozilseramide doniistiiriirken sfingozin kinaz-1 (SK-1) enzimi ise
apoptotik seramidi antiapoptotik sfingozin-1-fosfata (S1F) donistiiriir. Direngli hiicre
hatlarinda ve direngli hastalarin kanserli doku 6rneklerinde GSS ve SK-1 enzimlerinin asiri
eksprese edildigi belirlenmistir. Son dénemlerde yapilan ¢alismalar, hiicrede de novo seramid
iretiminin arttiritlmasi, hiicrelere digaridan seramid uygulanmasinin veya seramidi diger
antiapoptotik {riinlere doniistiiren enzimlerin inhibisyonunun hiicrelerin biiyiime ve
cogalmasini engelledigini ve hiicrelerde apoptozu indiikledigini gostermistir.

Gergeklestirdigimiz bu calisma ile ilk defa bioaktif sfingolipid metabolizmasinin
apoptotik seramidlerin sentezlenmesi veya birikiminin arttirilmasi yonunde hedeflenmesi ile
dosetakselin apoptotik ve antiproliferatif etkilerinin 6nemli derecede arttirildig1 gosterilmistir.

Bu caligma Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu tarafindan 109S215

numarali proje ile desteklenmistir.
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OZET

Bu arastirmada, androjenden bagimsiz prostat kanser hucrelerinin durdurulmas:
yonunde 6nemli rol oynayan LASS geni ve glukosilseramid sentaz (GSS), sfingozin kinaz-1
(SK-1) genlerinin ekspresyon duzeyleri tespit edilerek, seramid/sfingozin-1-fosfat ve
seramid/glukozilseramid'in muhtemel rolleri incelendi. Dosetaksel, C8:seramid, GSS ve SK-1
inhibitortnln sitotoksik etkileri XTT hicre proliferasyon teknigi kullanilarak arastirildi.
Mitokondri zar potensiyeli (MZP) ve kaspaz-3 enzim aktivitesindeki degisiklikler kaspaz-3 ve
JC-1 MMP Kkiti kullanilarak 6l¢iildii. Seramid metabolize eden genlerin ekspresyon diizeyleri
RT-PCR kullanilarak incelendi.

Bulunan sonuglarin birbirini dogruladigi tizere, DU-145 ve PC-3 prostat kanser
hicrelerinde, C8:seramid ve GSS, SK-1 inhibitorleri ile dosetaksel kombinasyonlarinin,
sitotoksik ve kaspaz-3 enzim aktivitesini arttirarak ve mitokondri zar potansiyelini bozarak
onemli Olcude sinerjistik etki ortaya ¢ikardiklar1 tespit edilmistir. Bulunan sonuglar,
izobalogram analizleri ile de dogrulanmistir. Daha da 6nemlisi, RT-PCR sonuglar1 dosetaksel
ile muamele edilen hiicrelerde, GSS ve SK-1 genlerinin ekspresyonlarinda azalma ve LASS
genlerinin ekspresyonlarinda ise artis oldugunu gostermistir.

Elde edilen bu veriler, androjenden bagimsiz prostat kanser hiicrelerinde dosetakselin
indiikledigi apoptozda, seramid metabolize eden genlerin ve gen drinlerinin énemli rolleri

oldugunu anlamamiza yardim etmistir.

Anahtar Kelimeler: Prostat Kanseri, Bioaktif Sfingolipidler, Seramidler, Dosetaksel.



ABSTRACT

In this study, we examined the possible roles of the ceramide/sphingosine-1-phosphate
and ceramide/glucosyleceramide by examining expression levels of glucosyleceramide
synthase (GCS), sphingosine kinase-1 (SK-1) and LASS gene family which can play
important roles to overcome androgen independent prostate cancer.

Cytotoxic effects of docetaxel, C8:ceramide, GCS and SK-1 inhibitor were determined
by XTT cell proliferation assay. Changes in caspase-3 enzyme activity and mitochondrial
membrane potential (MMP) were measured using caspase-3 colorimetric assay kit and JC-1
MMP detection Kit, respectively. Expression levels of ceramide metabolising genes were
examined by RT-PCR.

The results, confirming each other, showed that the combinations of C8:ceramide or
GCS and SK-1 inhibitors with docetaxel have considerable synergistic effects, as confirmed
by isobalogram analysis, on cytotoxicity and apoptosis through increase in caspase-3 enzyme
activity and decrease in mitochondrial membrane potential in human DU-145 and PC-3
prostate cancer cells. More importantly, RT-PCR results revealed that there were
downregulation in expression levels of GCS, SK-1 genes and upregulation in expression
levels of LASS genes in response to docetaxel.

These data pioneered to understanding of underlying mechanisms which showed
involvement of ceramide metabolizing genes and their products in docetaxel induced

apoptosis in androgen independent prostate cancer cells.

Keywords: Prostate cancer, Bioactive Sphingolipids, Ceramides, Docetaxel.



GIRIS

Hormona direngli hale gelmis, ileri evre prostat kanseri fatal seyirlidir ve her tiirlii
tedaviye ragmen hastalar kisa siire igerisinde hayatlarin1 kaybetmektedir. Bu nedenle yeni
tedavi yontemlerine ihtiyag vardir.

Arastirmamizda hiicrelere disaridan bir seramid analogu olan C8-seramid, GSS
inhibitori olan PDMP ve SK1 inhibitéri uygulanarak hticre igi seramid sentezi ve birikimi
arttirllmig ve bu artisin direngli prostat kanseri hiicrelerinin dosetaksele duyarligini nasil
etkiledigi belirlenmistir. Bu incelemeler XTT hiicre ¢ogalma yiizdeleri, kaspaz-3 enzim
aktivitesi, mitokondri zar potansiyeli gibi yontemlerle molekiiler diizeyde gerceklestirilmistir.
Bu yaklasim ile prostat kanseri hiicrelerine dosetaksel uygulamanin yani sira seramid
metabolizmasinin hedeflenmesinin ilag duyarliligini arttirdigi belirlenmistir.

Ote yandan, artan dozlarda dosetaksel uygulanan prostat kanseri hiicrelerinde, seramid
metabolizmasi genelerinin (Lassl, -2, -4, -5, -6, GSS, SK1) ekspresyon analizleri RT-PCR
yontemi ile gergeklestirilmistir. Elde ettigimiz sonuglarimiz, dosetaksel uygulamalari ile her
iki hiicre hattinda da SK1 ve GSS genlerinin ekspresyon diizeylerinde azalma oldugunu
gostermistir. Dosetaksel PC-3 hiicrelerinde LASS1, LASS2 ve LASS6 genlerinin ekspresyon
dizeylerini arttirirken, DU-145 hicrelerinde sadece LASS1 geninin ekspresyonunu
arttirmigtir.

Elde edilen sonuglar bir biitiin olarak degerlendirildiginde, seramid metabolizmasini
hedeflemenin terapétik potansiyelleri oldugu ve 6zellikle klinikte uygulanan ajanlarla beraber

uygulandiginda kuvvetli sinerjistik hiicre dliimlerini tetikleyecegi goriilmiistir.



GENEL BILGILER

Prostat kanseri, ileri yastaki erkeklerde daha sik goriilen bir kanser tirl olup, kansere bagl
oliimlerin ikinci siradaki nedenidir. Molekiiler biyoloji ve epidemiyolojideki yeni gelismeler
prostat kanseri biyolojisi ve etiyolojisine yeni bir bakis acisi getirmistir. Bu gelismeler
1s1g8inda, bu hastaligin daha iyi anlagilmasi saglanacak ve gelecekte prostat kanserinin
onlenmesi ve tedavi edilmesi i¢in yeni bir umut 15181 olacaktir. Bat1 iilkelerinde daha yiiksek
oranda olmakla beraber prostat kanserinin siklig1 ve mortalite oranmi cesitli iilkeler arasinda
oldukca degiskendir. Bu cesitliligin nedeni temelde genetik ve ¢evresel degisimlerden
kaynaklanir (VISAKORPI, 1998; SCHULZ, 2003; BASLER, 2007, KISH, 2001; TING
2007).

Prostat kanserine 65 yasin lizerindeki erkek hastalarda daha fazla rastlanilmaktadir. Bu
hastaligin baglangici ve ilerleyisi heniiz tam olarak bilinmemekle beraber genetik ve cevresel
faktOrlerin hastaligin gelisiminde 6nemli rol oynadigi gosterilmistir. Yapilan klasik ve
molekiiler epidemiyolojik caligmalar prostat kanserinin gelisimini tetikleyen birgok potansiyel
risk faktorleri oldugunu ortaya koymustur. Calismalarda prostat kanserinin aile igi gorulme
olasiliginin yiiksek olmasi bu hastaligin genetik olabilecegini ve bu sekilde gelisen prostat
kanserinin daha agresif bir tablo ¢izebilecegini gostermistir. Prostat kanseri baslangici ve
gelisimi androjenler tarafindan etkilenir. Prostat tiimorii androjene oldukg¢a duyarlidir ve
tedavide, medikal ve cerrahi kastrasyonla baskilanir. Metastatik prostat kanserinde standart
tedavinin androjen ablasyonu olmasima ragmen, olgularin énemli bir bolimiinde zamanla
tedaviye direng gelisecektir. Bu hastalarda kemoterapi, siiregelen ana tedavi yontemlerinden
bir tanesidir. Klinik ¢alismalarda, androjene direng gelismis hastalarda bir yar1 sentetik taksan
olan dosetakselin prostat spesifik antijen (PSA) diizeyini dislirdigi ve hastaligin
semptomlarini iyilestirdigi gézlemlenmistir. Dosetaksel diger taksan ailesindeki ilaglar gibi
Beta tiibiilinlere baglanarak mikrotiibiil depolimerizasyonunu ve mitozu bozar ve hiicre
sikluslinic G2-M fazinda geciktirir (VISAKORPI, 1998; SCHULZ, 2003; BASLER, 2007,
KISH, 2001; TING 2007).

Seramidler hiicre metabolizmasinda hiicrelerin biiylimesinden ¢ogalmasina, programli
hiicre 6liimlerinden yaslanmaya kadar birgok 6nemli olayda temel rolleri olan hiicre igi
molekiillerdir. Seramidler sfingomyelinleri seramide doniistiiren sfingomyelinaz ve/veya de
novo olarak seramid sentaz enzimi ile sentezlenmektedirler. Farkli ¢alismalarda uygulanan
kemoterapétik ajanlara karst seramid miktarlarinda 6nemli bir artis oldugu gosterilmistir.
Bunun yanisira uygulanan antikanser ajanlara olumlu yanit vermeyen hiicre hatlar1 ve kanser

hastalarinda ise seramidin iiretiminde ve/veya metabolizmasinda onemli sapmalar oldugu
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belirlenmistir. Bu sapmalarin temelinde hiicrede seramidlerin sentezinden sorumlu olan insan
longevity assurance gen ailesine (LASS) ait 6 genin (LASS1, -2, -3, -4, -5, -6) ekspresyon
diizeyindeki diistisler, seramidi glukozil seramid ve sfingozin 1 fosfata doniistiiren glukozil
seramid sentaz ve sfingozin kinaz-1 genlerinin ekspresyon diizeylerindeki artiglar oldugu
bilinmektedir (MACCHIA, 2003; HANNUN, 2008; SENCHENKOV, 2001; GOUAZE-
ANDERSSON, 2007).

Cesitli memeli hiicrelerinde seramidin olusumunun altta yatan ana mekanizmalarindan
biri olan de novo seramid sentezi LASS1-6 genleri tarafindan diizenlenmektedir. Lass ailesi,
Okaryot hucrelerinde korunarak giinimiize kadar gelmis seramide genleridir. Lass ailesi
iiyelerinin ekspresyon diizeyleri her doku tipinde farklidir. Yapilan ¢aligmalarda farklt memeli
hiicrelerinde, bu genlerin her birinin fazla ekspresyonu sonucunda farkli uzunlukta ve islevde
seramid olusumunu diizenledikleri gdsterilmistir. Son zamanlarda Lass aktivitesi sonucu artan
seramidin kemoterapinin indiikledigi hiicre Oliimlerinin artisinda 6nemli bir rolii oldugu
anlagilmistir (OGRETMEN, 2006; SEGUI, 2006).

Glukozil seramid sentaz enzimi seramide glukoz transfer ederek glukozil seramidi

sentezler. Glukozil seramid hiicrenin biiylimesi, ¢ogalmasi, yayilmasi ve programli hiicre
olumlerinde oldukga énemli fonksiyonlara sahip bir molekuldur. Yiksek glukozil seramid
sentaz aktivitesi kemoterapiye iyi yanit veremeyen meme, epiteloid ve yumurtalik gibi farkli
kanser tiirlerinde ilag direngliligine neden olan 6nemli bir faktordiir (LAVIE, 1996).
Sfingozin kinaz-1 geninin Urind olan sfingozin-1-fosfat hicre icerisinde hicresel
farklilagsmay1, cogalmayi, gocii ve apoptozu engellemeyi tetikleyici gibi 6nemli fonksiyonlari
olan bir ikincil mesajcidir. Ozellikle biiyiime ve hayatta kalmayi tesvik eden birgok dis faktdr
sfingozin kinaz-1 genini aktive ederek hicre igi sfingozin-1-fosfat konsantrasyonlarinin
yukselmesine ve pro-apoptotik seramid miktarlarin1 azalmasina neden olmaktadir. Karsit
isleve sahip olan seramid ve sfingozin-1-fosfatin birbirine doniismesi 6zel enzimler tarafindan
sik1 bir sekilde kontrol edilmektedir. Bu nedenle, seramidin sfingozine ve sfingozin-1-fosfata
donlstimii pro-apoptotik sinyalleri bloke etmekte ve hiicreye yasama ve boliinme ortamint
saglayan sinyaller yaratmaktadir. Sfingozin kinaz-1 geninin asir1 ekspresyonu hiicrelerin
kemoterapotik ajanlara karsit direncliligini  arttirirken, siRNA ile ekspresyonunun
engellenmesi pro-apoptotik seramidin hiicre igerisinde birikmesine ve dolayisi ile hiicrelerin
ilaglara karsi duyarliliklarinin artmasina neden olmaktadir (BARAN, 2007; MELENDEZ,
2008; LEROUX, 2007).

11



GEREC VE YONTEM

Hiicre Hatlar
PC-3 Ve DU145 Hiicreleri
PC-3 androjen tedavisinden sonra gelisen metastatik prostat kanseri olan 62 yasinda beyaz bir
erkegin post-mortem kemik iliginden izole edilmistir. DU-145, 69 yasindaki bir hastanin
merkezi sinir sistemine metastaz yapmis olan tiimdr dokusundan alinmaistir.
Dosetaksel
Taksoid ailesinden olan dosetakselin, serbest tiibiilinleri baglayarak stabil mikrotiibiillerin
icinde tlibiilinlerin polimerizasyonunu saglayarak ve mikrotiibiillerin ayrilmasini engelleyerek
mitotik hiicre boliinmesini engelledigi bilinmektedir.
Insan PC-3 Ve DU-145 Prostat Kanseri Hiicrelerinin Besi Yerleri Ve Ureme Kosullar
PC-3 ve DU-145 hucreleri %10 fetal dana serumu ve %1 penisilin-streptomisin iceren RPMI
1640 besiyerinde uretilmislerdirr. Hiicreler 37°C sicaklik ve %5 CO2 ortaminda karbondioksit
inklibatorunde biiytilmislerdir.
Insan PC-3 Ve DU-145 Prostat Kanseri Hiicrelerinin Pasajlanmasi
PC-3 ve DU-145 hiicreleri 3 glnde bir pasajlanmistir. Hicre Kultir flaskindan besiyeri
uzaklastirilmig ve yilizeye yapisik duran hiicreler PBS ile yikanmistir. Daha sonra hiicrelerin
uzerine 4 ml Tripsin-EDTA soliisyonundan ilave edilmis ve inkubatorde 5 dakika
beklenmistir. Hiicrelerin tzerine 4 ml besiyeri ilave edilmis ve 1000 rpm de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra tstteki siv1 atilmig ve falkon tlplnin dibine ¢oken hiicreler 15 mL besiyeri
sollisyonunda ¢ozulerek hiicre kiiltiir flaskina aktarilmigtir.
Dosetaksel ve PDMP Veya SK-1 Inhibitérii Veya C8:Seramid Kombinasyonun PC-3 Ve
DU-145 Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkilerinin XTT Yoéntemi ile Belirlenmesi
Tetrazolium tuzlarinin hiicre proliferasyonu, hiicre canliligi ve/veya sitotoksisite analizleri
icin yaygin bir sekilde kullanildig1 bilinmektedir. XTT sitotoksisite testi, tetrazoliumun canlt
hiicrelerin mitokondrileri tarafindan formazana c¢evrilmesi temeli iizerine kurulmustur.
Reaksiyon aktif mitokondrilerce gerceklestirilmekte, O©li hiicreler ise bu islemi
gerceklestirememektedir. XTT uygulamasi gergeklestirildikten sonra ornekler ELISA
okuyucu tarafindan analiz edilerek meydana gelen renk degisimine gore c¢ogalan hiicre
oranlari belirlenmektedir (BARAN, 2007).

Calismamizda PC-3 ve DU-145 hiicreleri 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina (10.000
hiicre/kuyucuk) ekilmis ve dosetaksel + PDMP, dosetaksel + SK-1 inhibitori ve dosetaksel +

C8:seramid kombinasyonlarina artan dozlarda 72 saat boyunca maruz birakilmiglardir. 72 saat
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sonunda her goze aktiflestirilmis XTT soliisyondan 50 pL eklenmis ve karbondioksit
inkubatoriinde 37° C’de 4 saat daha bekletilmislerdir. Hiicrelerin ¢ogalma degerleri 490 nm
dalga boyunda ELISA okuyucu ile optik yogunlugun belirlenmesi ile elde edilen degerlerle
hesaplanmustir.

Hiicre i¢i seramid miktarini arttirmaya yonelik disardan C8:seramid veya hiicre iginde
sentezlenen apoptotik seramidi antiapoptotik glukozil seramide doniistiiren glukozil seramid
sentaz inhibitori olan PDMP veya apoptotik seramidi antiapoptotik sfingozin 1 fosfata
doniistimiinii engelleyen SK-1 inhibitori dosetaksel ile birlikte PC-3 ve DU-145 hiicrelerine
uygulanmis ve hiicrelerin 6liim yiizdelerindeki degisimler incelenmistir. Bu ¢alismada, PDMP
ve SK-1 inhibitori hucreler Gzerine glukozil seramid sentaz enzimini ve sfingozin kinaz-1
enzim aktivitesini inhibe eden ancak hiicreler Uzerine toksik etkisi olmayan bir doz (IC90)
tercih edilirken, C8:seramid uygulamasi ile hiicrelerde apoptoz indiiklenmeye ¢alisildigindan
seramidin  IC50 dozu dosetaksel ile kombine uygulanmistir. Bu sekilde seramid
metabolizmasinin manipiilasyonu ile dosetakselin apoptotik etkisinin arttirilabilirligi test
edilmistir.

Kombinasyon Uygulamalariin izobologram Analizleri

Dosetaksel/ C8:seramid, /PDMP, ve /SK-1 inhibitérii kombinasyonlarinin olasi sinerjistik,
additif, ndtral veya antagonistik etkilerinin belirlenmesi amaci ile CalcuSyn Windows
bilgisayar programi (CalcuSyn software, Biosoft, UK) kullanilmistir. Programa datalarin
girilmesinden sonra software tarafindan bulunan Cl degeri iki ajanin etkisinin nasil oldugunun
belirtilmesi i¢in kullanilan bir terimdir. CI<1 sinerji oldugunu, CI= 0.1-0.5 glclu sinerji
oldugunu, CI <0.1 ¢ok guclu sinerjiyi, Cl=1 additif etkiyi, CI>1 antagonist etkiyi, Cl= 3.3-10
guclu antagonist etkiyi ve C1>10 ¢ok gucli antagonist etkiyi gosterir (ZHAO, 2010).
Kaspaz-3 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Kaspaz-3 enzim aktivitesindeki artis ve azaliglar programli hiicre 6liimlerini birinci derecede
etkileyen 6nemli bir parametredir. Enzim aktivitesindeki artiglar programli hiicre 6liimlerini
tetiklerken enzim aktivitesindeki azaliglar hiicresel oliimleri engellemektedir. Caligmamizin
bu kismi ile dosetakselin yalniz uygulandigi hiicrelere gore, PDMP, SK-1 inhibitorii veya
C8:seramid ile beraber uygulandiginda bir sinerji meydana getirip getirmedigi kaspaz-3 enzim
aktivitesine bakilarak kantitatif olarak belirlenmistir (BARAN, 2007).

Bu amaglarla, dosetaksel yalniz ve PDMP veya SK-1 inhibitori veya C8:seramid ile
kombine uygulanarak PC-3 ve DU-145 hicrelerinde kaspaz-3 enzim aktivitesindeki olasi

degisimlerin belirlenmesi amaci ile Kaspaz-3 Kolorimetrik Kiti kullanilmistir.
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Bu amacla 5x10° hiicre 6 kuyucuklu kiiltiir kabinin her bir kuyusunda 2 mL besiyerine
ekilmis ve 72 saat boyunca farkli dozlarda ilaca maruz birakilmiglardir. 72 saat inkiibe
edildikten sonra, hucreler 800 rpm de 5 dk santrifuj edilerek toplanmistir. Supernatant
uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin iizerine 100 pL sogutulmus lysis buffer ilave edilip
karistirilmis ve buzun tzerinde 10 dk bekletilmistir. Ornekler ependorf tiipe alinip 15.000 rpm
de 5 dk santrifuj edilmis ve supernatant steril yeni bir ependorf tiipe alinmigtir. Ayr1 ayri
kuyucuklara 50 pL supernatantlardan ve 50 pL 2X reaksiyon buffer1 96 kuyucuklu flat
bottom mikroplatelere ekim yapilmistir. Daha sonra her kuyucuga 5 uL kaspaz-3 kolorimetrik
substrat (DEVD-pNA) ilave edilerek 37 derecede 2 saat bekletilmistir. Sonuclar 405 nm dalga
boyunda okunmustur. Bu yontemle PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde duragan ve ilag
uygulamalar1 sonrasinda kaspaz-3 enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler ve kaspaz-3
enzim aktivitesinin seramid metabolizmasinin hedeflendigi ve dosetaksele maruz birakilan
prostat kanseri hiicrelerinde nasil etkilendigi belirlenmistir.

Mitokondri Zar Potansiyelinin Belirlenmesi

Mitokondri zar potansiyeli programli hiicre oliimlerinde 6nemli bir fonksiyona sahiptir.
Mitokondri zar potansiyelinin azalmasi ile mitokondri igerisinde bulunan sitokrom-c
sitoplazmaya salinarak kaspaz enzimlerini aktiflestirir ve bu durum hicrelerin 6lumu ile
sonuglanir. Bu calismada ile dosetakselin indiikledigi hiicresel oliimlerde mitokondri zar
potansiyelinin rolii belirlenmistir. Ote yandan, dosetakselin yalmz ve PDMP, SK-1 inhibitor(
veya seramid ile uygulandigr hiicrelerde mitokondri zar potansiyeli belirlenerek olgiilmiis ve
kombinasyon uygulamanin programli hiicre oliimleri iizerine sinerjistik bir etki yaratip
yaratamadigi belirlenmistir (BARAN, 2007).

PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde mitokondri zar potansiyelinin belirlenmesi amaci ile JC-
1 mitokondri zar potansiyeli belirleme kiti kullanilmistir. Bu amagla 5x10° hiicre 6 kuyucuklu
kiiltiir kabinin her bir kuyusunda 2 mL besiyerine ekilmis ve 72 saat boyunca farkli dozlarda
ilaca maruz birakilmislardir. Hiicre siispansiyonu 800 rpm de 5 dk sentrifuj edilerek hicreler
toplanmustr.

Hicreler 0.5 mL 1X JC-1 kimyasali ile sulandirilip hicre suspansiyonu 37 °C de %5
CO2 inkibatorinde 15 dakika inkube edilmis ve 800 rpm de 5 dk santrifij edilmistir.
Stipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicreler 2 mL besiyerine ekilmis ve tekrar santrifij
edilmistir. Hicre pelleti 0.5 mL taze besiyerinde sulandirilmis ve akim sitometride analiz
edilmistir. Bu yontemle PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde duragan ve dosetaksel ve PDMP veya

SK-1 inhibitori veya C8:seramid uygulamalar1 sonrasinda mitokondri zar potansiyelinde
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meydana gelen degisimler ve mitokondri zar potansiyelinin hiicre Oliimlerine etkileri
belirlenmistir.

Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Yéntemi ile Seramid Metabolizmasi
Genlerinin Ekspresyon Duzeylerinin Belirlenmesi

Dosetaksel uygulanan hicrelerde seramidi metabolize eden genlerin ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesi, dosetakselin indiikledigi hiicresel dliimlerde seramid metabolizmasi genlerinin
roliiniin belirlenmesi agisindan son derece 6nemlidir. Bu amagla, RT-PCR yontemi ile artan
dozlarda ve farkli zaman dilimlerinde dosetaksel uygulanan PC-3 ve DU-145 hicrelerinden
RNA izolasyon kiti kullanilarak RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen RNA’lardan
Ters Transkriptaz enzim kiti kullanilarak kompelementer DNA (cDNA) sentezi yapilmustir.
Daha sonra uygun primerler kullanilarak ilgili genlerin ekspresyon diizeyleri real time-PCR
yontemi ile belirlenmistir.

Real time-PCR sonucunda elde edilen iiriinlerin yogunluk analizi yapilmis ve ekspresyon

diizeyindeki degisimler kontrol grubu ile karsilastirilarak tartigilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan primerler (BARAN, 2007).

GSS-F S’ATGACAGAAAAAGTAGGCT3’

GSS-R S’GGACACCCCTGAGTGGAA3Z’

LASS1-F S’CTATACATGGACACCTGGCGCAAZ’

LASS1-R S'TCAGAAGCGCTTGTCCTTCACCAZ’

LASS2-F CCCTCGAGGGATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGATGCTCC
AGACCTTGTATGATT 3’

LASS2-R 5" CGGAATTCCGTCAGTCATTCTTACGATGGTT3’

LASS3-F 5-GGTCTCTGCAAGAATTTCAGGGCTTACG-3'

LASS3-R 5-CATCATGATCTTCCAGGTCTGAC-3'

LASSS5-F S’CCCTCGAGGGATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGATGGCG
ACAGCAGCGCAGGGA 3’

LASSS -R 5’ CGGAATTCCGTTACTCTTCAGCCCAGTAGCT 3’

LASS6-F S’CCCTCGAGGGATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGATGGCA
GGGATCTTAGCCTGG 3’

LASS6-R S’CGGAATTCCGTTAATCATCCATGGAGCAGGA 3’

SK-1-F S’CCGACGAGGACTTTGTGCTAATS’

SK-1-R 5’GCCTGTCCCCCCAAAGCATAACS’

Beta actin-F 5’CAGAGCAAGAGAGGCATCCTZ’
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Beta actin-R S’TTGAAGGTCTCAAACATGATS’

BULGULAR

Dosetakselin PC-3 Ve DU-145 Huicreleri Uzerine Sitotoksik Etkileri

Dosetakselin PC-3 ve DU-145 hiicreleri Uzerine sitotoksik etkileri XTT yontemi ile
belirlenmistir. Bu amacgla PC-3 ve DU-145 hicrelerine artan dozlarda (0,01-500 nM)
dosetaksel 72 saat boyunca uygulanmis ve ila¢c uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerine gore
cogalma yiizdeleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuclar dosetakselin PC-3 ve DU-145
hicreleri iizerine doza bagimli olarak antiproliferatif ve sitotoksik etkisi oldugunu
gostermistir (Sekil 1 ve 2). Hiicre biiylime grafigi sonuglar1 PC-3 (Sekil 1) ve DU-145 (Sekil

2) hiicrelerinde dosetakselin IC50 degerlerinin sirayla 38.4- ve 30 nM oldugunu gostermistir.
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Sekil 1. Dosetakselin PC-3 hiicreleri tizerine sitotoksik etkileri.
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Sekil 2. Dosetakselin DU-145 hiicreleri Gizerine sitotoksik etkileri.
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C8:seramidin PC-3 Ve DU-145 Hucreleri Uzerine Sitotoksik Etkileri

Prostat kanseri hucreleri 72 saat boyunca artan dozlarda C8:seramide (Sekil 2) maruz
birakilmislardir. Hiicrelerin ¢ogalma grafiginden, PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde C8:seramidin
IC50 degeri sirasiyla 35 (Sekil 3) ve 33 uM (Sekil 4) olarak hesaplamistir.
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Sekil 3. C8:seramidin PC-3 hiicreleri Gzerine sitotoksik etkileri.
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Sekil 4. C8:seramidin DU-145 hiicreleri Uzerine sitotoksik etkileri.

PDMP’nin PC-3 Ve DU-145 Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkileri

Prostat kanseri hicreleri 72 saat boyunca artan dozlarda PDMP’ye (Sekil 5 ve 6) maruz
birakilmislardir. Hiicrelerin ¢ogalma grafiginden, PC-3 ve DU-145 hicrelerinde PDMP’in
IC10 degeri 85 (Sekil 5) ve 100 uM (Sekil 6) olarak hesaplamistir.
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Sekil 5. PDMP’nin PC-3 huicreleri Gizerine sitotoksik etkileri.
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Sekil 6. PDMP’nin DU-145 hiicreleri tzerine sitotoksik etkileri.

SK-1 inhibitoriiniin PC-3 Ve DU-145 Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkileri

PC-3 ve DU-145 prostat kanseri hiicreleri 72 saat boyunca artan dozlarda SK-1 inhibitoriine
(Sekil 7 ve 8) maruz birakilmiglardir. Hiicrelerin ¢ogalma grafiginden, PC-3 ve DU-145
hiicrelerinde SK-1 inhibitorinin IC50 degeri 92 (Sekil 7) ve 32 uM (Sekil 8) olarak

hesaplamistir.

18



120 4

Hiicre Proliferasvonu
o
(=]

a
_&0
OQ'
-k-

SK-1 Inhibitérii (mikroM, 72 saat)

Sekil 7. SK-1 inhibitorinin PC-3 hicreleri Uzerine sitotoksik etkileri.
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Sekil 8. SK-1 inhibitdriinin DU-145 hicreleri tzerine sitotoksik etkileri.

Dosetaksel/C8:seramid Kombinasyonunun PC-3 Ve DU-145 Hicreleri Uzerine
Sitotoksik Etkileri

Dosetaksel/C8:seramid kombinasyonun PC-3 ve DU-145 hucreleri (zerine sinerjistik
antiproliferatif etkileri oldugu belirlenmistir. Spesifik 6rnek vermek gerekirse, 72 saat
boyunca 1-, 10 ve 100 nM dosetaksele maruz birakilan PC-3 hicrelerinin proliferasyonunda
ila¢c uygulanmayan kontrol grubu hiicrelere gore sirasiyla %25, 44 ve 63 azalma belirlenirken
ayni dozlarda dosetaksele maruz birakilan DU-145 hiicrelerinde bu azalmalar %10, 44 ve 70
olarak hesaplanmistir. Ayni dozlarda dosetakselin 35 uM C8:seramid ile kombinasyonu PC-3
hlcrelerinin ¢ogalmasini %61, 66 ve 69 azaltmistir (Sekil 9). 33 uM C8:seramid ile kombine

uygulanan ayni dosetaksel dozlar1 DU-145 hiicrelerinin proliferayonunu %78, 80 ve 81
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azalttig1 belirlenmistir (Sekil 10). Bu sonuglar dosetaksel/C8:seramid kombinasyonunun DU-

145 hiicreleri iizerine ¢ok daha etkili oldugunu gdstermistir.
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Sekil 9. Dosetaksel/C8:seramid kombinasyonunun PC-3 hiicreleri Gzerine sitotoksik etkileri.
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Sekil 10. Dosetaksel/C8:seramid kombinasyonunun DU-145 hiicreleri Uzerine sitotoksik

etkileri.

Dosetaksel/PDMP Kombinasyonunun PC-3 Ve DU-145 Hiuicreleri Uzerine Sitotoksik
Etkileri

Dosetaksel/PDMP  kombinasyonun PC-3 ve DU-145 hucreleri (zerine sinerjistik
antiproliferatif etkileri oldugu belirlenmistir. Spesifik 6rnek vermek gerekirse, yukarida
belirtilen dozlarda dosetakselin 85 pM PDMP ile kombinasyonu PC-3 hicrelerinin
cogalmasin1 %73, 74 ve 74 azaltmistir (Sekil 11). 100 uM PDMP ile kombine uygulanan ayni
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dosetaksel dozlari DU-145 hicrelerinin proliferasyonunu %13, 73 ve 89 azalttig
belirlenmistir (Sekil 12). Bu sonuglar dosetaksel/PDMP kombinasyonunun PC-3 hucreleri

izerine ¢cok daha etkili oldugunu gostermistir.
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Sekil 11. Dosetaksel/PDMP kombinasyonunun PC-3 hiicreleri Uzerine sitotoksik etkileri.
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Sekil 12. Dosetaksel/PDMP kombinasyonunun DU-145 hiicreleri tizerine sitotoksik etkileri.

Dosetaksel/SK-1 Inhibitérii Kombinasyonunun PC-3 Ve DU-145 Hiicreleri Uzerine
Sitotoksik Etkileri

Dosetaksel/SK-1 inhibitérii kombinasyonun PC-3 ve DU-145 hicreleri Uzerine sinerjistik
antiproliferatif etkileri oldugu belirlenmistir. Spesifik 6rnek vermek gerekirse, yukarida
belirtilen dozlarda dosetakselin 32 uM SK-1 inhibitorQ ile kombinasyonu PC-3 hiicrelerinin
cogalmasini %79, 77 ve 77 azaltmistir (Sekil 13). 92 uM SK-1 inhibitori ile kombine
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uygulanan aynmi dosetaksel dozlari DU-145 hicrelerinin proliferasyonunu %74, 75 ve 76

azalttig1 belirlenmistir (Sekil 14).
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Sekil 13. Dosetaksel/SK-1 inhibitorii kombinasyonunun PC-3 hicreleri (zerine sitotoksik

etkileri.
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Sekil 14. Dosetaksel/SK-1 inhibitorii kombinasyonunun DU-145 hicreleri tzerine sitotoksik

etkileri.

Kombinasyonlarin izobalogram Analizleri

Dosetaksel/ C8:ceramide, /PDMP, ve /SK-1 inhibitdrii kombinasyonlarinin nasil bir etki

yarattiginin belirlenmesi amaci1 ile CalcuSyn Windows bilgisayar program: (CalcuSyn

software, Biosoft, UK) kullanilmistir. Programa datalarin girilmesinden sonra software

tarafindan bulunan CI degeri iki ajanin etkisinin nasil oldugunun belirtilmesi i¢in kullanilan
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bir terimdir. CI<1 sinerji oldugunu, CI= 0.1-0.5 gii¢lii sinerji oldugunu, CI <0.1 ¢ok gucli
sinerjiyi, Cl= 1 additif etkiyi, CI>1 antagonist etkiyi, Cl= 3.3-10 gug¢li antagonist etkiyi ve
CI>10 ¢ok gucli antagonist etkiyi gosterir.

Elde /SK-1
kombinasyonlarinin CI degerlerinin PC-3 hiicrelerinde sirasiyla 0.00018, 1.3924E-015 ve
(Sekil 15). Ayni
hiicrelerindeki CI degerleri ise 5.256E-021, 0.14462 ve 1.4137E-033 olarak belirlenmistir. Bu

edilen sonuclar dosetaksel/C8:seramid, /PDMP ve inhibitora

5.9743E-023 oldugunu gostermistir kombinasyonlarin DU-145

Cl degerleri dosetaksel ile sfingolipidleri hedefleyen bu kimyasallarin giiglii sinerjistik etkileri

oldugunu gostermistir (Sekil 16).
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Sekil 15. PC-3 hicrelerin zerine dosetakselin C8:seramid, PDMP ve SK-1 inhibitori ile

kombinasyonunun sinerjistik etkileri.
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Sekil 16. DU-145 hicrelerin tzerine dosetakselin C8:seramid, PDMP ve SK-1 inhibitori ile

kombinasyonunun sinerjistik etkileri.

Dosetakselin  Yalniz Ve C8:seramid, PDMP Ve SK-1 inhibitori ile Kombine
Uygulandigin PC-3 Hicrelerinde Kaspaz-3 Enzim Aktivitesinde Meydana Gelen
Degisimler

Kaspaz-3 enzim aktivitesi élctimleri, 1- ve 10 nM dosetaksele yalniz maruz birakilan PC-3
hlcrelerinin enzim aktivitesinde 1,33- ve 1,4 kat artislar oldugunu gosterirken ayni dozlarda
dosetakselin 35 puM C8:seramid ile kombinasyonunun enzim aktivitesini 3,4 ve 3,8 kat
arttirdigini gostermistir. Kontrol grubu hiicreleri ile karsilastirildiginda, C8:seramidin yalniz
uygulandigi hiicrelerdeki kaspaz-3 enzim aktivite artis1 ise 1,9 kat olarak belirlenmistir. Ayni

dozlarda dosetakselin 85 uM PDMP ile kombinasyonunun enzim aktivitesini 2 ve 6,5 kat
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arttirdigin1 gostermistir. Kontrol grubu hiicreleri ile karsilastirildiginda, PDMP nin yalniz
uygulandigi hiicrelerdeki kaspaz-3 enzim aktivite artist ise 1,2 kat olarak belirlenmistir (Sekil
17). 92 uM SK-1 inhibitori ile beraber uygulanan 1 ve 10 nM dosetakselin kaspaz-3 enzim
aktivitesini 2,3 ve 2,4 kat arttirdigin1  gostermistir. Kontrol grubu hucreleri ile
karsilastirildiginda, SK-1 inhibitérinin yalmz uygulandigi hiicrelerdeki kaspaz-3 enzim
aktivite artis1 ise 1,3 kat olarak belirlenmistir. Bu sonuglar hiicre i¢i seramid sentezinin
arttirllmast veya seramidin katabolize edilmesinin engellenmesi ile dosetakselin apoptotik

etkilerinin PC-3 hiicrelerinde arttirilabilecegini gostermistir (Sekil 17).
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Sekil 17. PC-3 hicrelerinde hiicre ici seramid konsantrasyonunun biyokimyasal yontemlerle

arttirtlmasi ile dosetakselin apoptotik etkisinin arttiritlmasi

Dosetakselin  Yalmz Ve C8:seramid, PDMP Ve SK-1 Inhibitori ile Kombine
Uygulandign DU-145 Hiucrelerinde Kaspaz-3 Enzim Aktivitesinde Meydana Gelen
Degisimler

Kaspaz-3 enzim aktivitesi 6lcumleri, 1- ve 10 nM dosetaksele yalniz maruz birakilan DU-145
hlicrelerinin enzim aktivitesinde 1,17- ve 1,36 kat artislar oldugunu gosterirken ayni dozlarda
dosetakselin 33 uM CB8:seramid ile kombinasyonunun enzim aktivitesini 1,7 ve 2,12 kat

arttirdigini gostermistir. Kontrol grubu hiicreleri ile karsilastirildiginda, C8:seramidin yalniz
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uygulandig1 hiicrelerdeki kaspaz-3 enzim aktivite artisi ise 1,15 kat olarak belirlenmistir. Ayni
dozlarda dosetakselin 100 uM PDMP ile kombinasyonunun enzim aktivitesini 1.43 ve 2,01
kat arttirdigin1 gostermistir. Kontrol grubu hiicreleri ile karsilastirildiginda, PDMP nin yalniz
uygulandig1 hiicrelerdeki kaspaz-3 enzim aktivite artis1 ise 1,07 kat olarak belirlenmistir
(Sekil 18). 32 UM SK-1 inhibit6ru ile beraber uygulanan 1 ve 10 nM dosetakselin DU-145
hicrelerinde kaspaz-3 enzim aktivitesini 2,42 ve 3,08 kat arttirdigin1 gostermistir. Kontrol
grubu hcreleri ile karsilastirildiginda, SK-1 inhibitorunin yalniz uygulandigi DU-145
hlicrelerindeki kaspaz-3 enzim aktivite artis1 ise 1,58 kat olarak belirlenmistir. Bu sonuglar
hlicre ici seramid sentezinin arttirilmasi veya seramidin katabolize edilmesinin engellenmesi
ile dosetakselin apoptotik etkilerinin DU-145 hiicrelerinde arttirilabilecegini gostermistir
(Sekil 18).
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Sekil 18. DU-145 hicrelerinde hicre ici seramid konsantrasyonunun biyokimyasal

yontemlerle arttirilmasi ile dosetakselin apoptotik etkisinin arttirilmasi.

Dosetakselin  Yalniz Ve C8:seramid, PDMP Ve SK-1 Inhibitérii ile Kombine
Uygulandign PC-3 Hicrelerinde Mitokondri Zar Potansiyelinde Meydana Gelen
Degisimler

Mitokondri zar potansiyeli dlgtimleri sitoplazmik/monomerik JC1 oranlari ile belirlenmistir.
1- ve 10 nM dosetaksele yalniz maruz birakilan PC-3 hiicrelerinin sitoplazmik/mitokondrial

JC1’i miktarinda 1,08- ve 1,22 kat artislara yol acarken ayni dozlarda dosetakselin 35 uM
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C8:seramid ile kombinasyonunun sitoplazmik/mitokondriyal JC1’i 2,08 ve 2,34 kat arttirdig1
belirlenmistir. Kontrol grubu htcreleri ile karsilagtirildiginda, C8:seramidin yalniz
uygulandigi hiicrelerdeki sitoplazmik/mitokondriyal JC1 artist ise 1,24 kat olarak
belirlenmistir.  Aym1  dozlarda dosetakselin 85 pM PDMP ile kombinasyonunun
sitoplazmik/mitokondriyal JC1’i 1,65 ve 1,72 kat arttirdigi gozlenmistir. Kontrol grubu
hicreleri ile karsilastirildiginda, PDMP nin yalmiz uygulandigi  hiicrelerdeki
sitoplazmik/mitokondrial JC1 artis1 ise 1,09 kat olarak belirlenmistir (Sekil 19). 92 uM SK-1
inhibitord ile beraber uygulanan 1 ve 10 nM dosetakselin sitoplazmik/mitokondriyal JC1’i 29
ve 30 kat arttirdigin1 gostermistir. Kontrol grubu hiicreleri ile karsilastirildiginda, SK-1
inhibitorinin yalniz uygulandigi hiicrelerdeki sitoplazmik/mitokondrial JC1 artis1 ise 20 kat
olarak belirlenmistir. Bu sonuglar hiicre i¢i seramid sentezinin arttirtlmast veya seramidin
katabolize edilmesinin engellenmesi ile dosetakselin apoptotik etkilerinin PC-3 hicrelerinde

arttirtlabilecegini gostermistir (Sekil 19).
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Sekil 19. PC-3 hicrelerinde hiicre ici seramid konsantrasyonunun biyokimyasal yontemlerle

arttirtlmasi ile dosetakselin apoptotik etkisinin arttirtlmasi
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Dosetakselin  Yalmz Ve C8:seramid, PDMP Ve SK-1 Inhibitérii ile Kombine
Uygulandign DU-145 Hiucrelerinde Mitokondri Zar Potansiyelinde Meydana Gelen
Degisimler

Mitokondri zar potansiyeli 6lctimleri, 1- ve 10 nM dosetaksele yalniz maruz birakilan DU-145
hicrelerinin sitoplazmik/mitokondriyal JC1 oraninda 1,1- ve 1,2 kat artislar oldugunu
gosterirken ayni dozlarda dosetakselin 33 pM C8:seramid ile kombinasyonunun
sitoplazmik/mitokondriyal JC1 oranin1 2,53 ve 2,71 kat arttirdigin1 gostermistir. Kontrol
grubu htcreleri ile karsilastirildiginda, CS8:seramidin yalniz uygulandigi hiicrelerdeki
sitoplazmik/mitokondriyal JC1 artis1 ise 1,45 kat olarak belirlenmistir. Aynmi dozlarda
dosetakselin 100 uM PDMP ile kombinasyonunun sitoplazmik/mitokondriyal JC1’i 1,85 ve
2,63 kat arttirdigini gostermistir. Kontrol grubu hiicreleri ile karsilastirildiginda, PDMP’nin
yalmiz uygulandigi hiicrelerdeki sitoplazmik/mitokondriyal JC1 artis1 ise 1,30 kat olarak
belirlenmistir (Sekil 20). 32 UM SK-1 inhibitort ile beraber uygulanan 1 ve 10 nM
dosetakselin DU-145 hcrelerinde sitoplazmik/mitokondriyal JC1 oranini 21,30 ve 22,37 kat
arttirdigi gézlenmistir. Kontrol grubu hiicreleri ile karsilagtirildiginda, SK-1 inhibitorinin
yalmz uygulandigi DU-145 hiicrelerindeki sitoplazmik/mitokondriyal JC1 artis1 ise 15,38 kat
olarak belirlenmistir. Bu sonuglar hiicre i¢i seramid sentezinin arttirilmasi veya seramidin
katabolize edilmesinin engellenmesi ile dosetakselin apoptotik etkilerinin  DU-145

hiicrelerinde arttirilabilecegi gosterilmistir (Sekil 20).
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Sekil 20. DU-145 hicrelerinde hicre ici seramid konsantrasyonunun biyokimyasal

yontemlerle arttirilmasi ile dosetakselin apoptotik etkisinin arttirilmasi

Dosetaksel Uygulamasi ile Seramid Metabolize Eden Genlerin Ekspresyon Duizeylerinde
Meydana Gelen Degisimler

Dosetaksel uygulanan PC-3 (Sekil 21) ve DU-145 (Sekil 22) hiicrelerinde GSS ve SK-1
genlerinin ekspresyon diizeylerinde anlamli derecede azalmalar belitlenmistir. Ote yandan
PC-3 hiicrelerinde LASS1, LASS2 ve LASS4 genlerinin ekspresyon diizeylerinde artislar
tespit edilirken (Sekil 21) DU-145 hiicrelerinde sadece LASS1 geninde bir artis gézlenmistir
(Sekil 22).
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Sekil 21. 0,1-, 1- ve 10 nM dosetaksel uygulanan PC-3 hicrelerinde seramid metabolize eden

genlerin ekspresyon analizleri.
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Sekil 22. 0,1-, 1- ve 10 nM dosetaksel uygulanan DU-145 hiicrelerinde seramid metabolize

0,1 nM
1nM
10 nM

eden genlerin ekspresyon analizleri.
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TARTISMA/SONUC

Bu ¢aligmada, seramid metabolizmasi genlerinin ve metabolik trunlerinin dosetaksel
tetikledigi hucresel Oltmlerdeki roli incelenmistir. Arastirmamizda elde edilen sonuglar,
prostat kanser hiicrelerinde dosetakselin indiikledigi apoptozis ile ilgili yeni mekanizmalari
anlamamiza yardime1 olmustur. Elde ettigimiz sonuglar, hicre ici seramid miktarinin seramid
analoglar1 veya GSS ve SK-1 enzimlerinin kimyasal olarak inhibisyonu sayesinde arttirilmasi
ile DU-145 ve PC-3 prostat kanser hucrelerinin proliferasyonunun azaldigini ve
mitokondriyal zar potansiyelinin bozulmasi ve kaspaz enzim-3 aktivitesindeki artis sayesinde
apoptozisi tetikledigini gostermistir. Daha da énemlisi, dosetakselin bir seramid analogu olan
C8:seramid veya GSS inhibitori PDMP veya SK-1 inhibitori ile kombine uygulanmasinin,
DU-145 ve PC-3 kanser hcrelerinin dosetaksele olan duyarliligini sinerjistik bir sekilde
arttirdigi  tespit edilmistir. Bu arastirmadan elde edilen bilgiler sayesinde, bioaktif
sfingolipidlerin diizenlenmesinin, androjenden bagimsiz prostat kanserinin tedavisinde yeni
kapilar agabilecegi gOsterilmistir. Molekiiler veya biyokimyasal yontemler ile seramid
miktarinin arttirilmasinin, gesitli kanser trlerinde farkli kemoterapétiklerin apoptotik etkisini
arttirdig1 gosterilmistir (BARAN, 2007; DESAI, 2008). Paklitaksel ile kisa zincirli seramid
kombinasyonu, hem duyarli hem de coklu ila¢ direnci olan ovaryum kanser hiicrelerinde
apoptozu sinerjistik olarak arttirmigtir (DEVALAPALLY, 2007; DESAI, 2008). Hucre
gecirgenligi olan C6:seramidin disaridan uygulamasiin, ¢esitli  kanser hucrelerinin
doksorubisine duyarlibigini arttirdigi gésterilmistir (JI, 2010). C2:seramidin insan kolon
kanser hicrelerinde apoptozisi indiikledigi (AHN, 2010) ve NSCLC HI1299 kanser
hiicrelerinde de paklitaksele duyarlilig1 arttirip apoptozisi indiikledigi gosterilmistir (CHEN,
2010). Yeni bir seramid analogu olan AL6'nin gemtisabin ile beraber sinerjistik sitotoksik etki
ve pankreatik kanser hiicrelerinde artan apoptozise yol a¢tig1 bildirilmistir (GIOVANNETTI,
2010). Akao ve arkadaslar1 disaridan uygulanan ve hiicre gecirgenligi olan seramid
analoglarinin apoptozisdeki roliinii gdostermislerdir (AKAO, 2002). Bu caligmalara paralel
olarak, arastirmalarimizda kisa zincirli C8:seramidin dosetaksel ile kombinasyonunun
sinerjistik bir sekilde prostat kanser hicrelerinde proliferasyonu azalttigini ve apoptozisi
indiikledigini gosterdik. ilk defa calismamizda, hem PC-3 hem de DU-145 hiicrelerinde
dosetakselin LASS1 ekspresyon miktarlarint arttirdignr gosterilmistir. Ayn1 zamanda da
dosetakselin yalniz PC-3 hiicrelerinde LASS2 ve LASS6 ekspresyon miktarlarinin arttirildigt
tespit edilmistir.

GSS'nin yiksek diizeyde ekspresyonu ve glukozilseramid miktarlarindaki artiglarin
ila¢ direngliligini gelistirdigi tespit edilmistir (OGRETMEN, 2006). GSS, apoptotik seramidi

31



antiapoptotik glukozilseramide ¢evirdigi i¢in, PDMP gibi baz1 kimyasal inhibitérlerle GSS'in
inhibisyonu sayesinde antikanser ilaglarin sitotoksik ve apoptotik etkilerini arttirmistir
(REYNOLDS, 2008). Maurer ve arkadaslari, bir GSS inhibitorii olan PPMP'nin (1-phenyl-2-
palmitoylamino-3-morpholino- 1-propanol) fenretinide ile olan kombinasyonunun sinerjistik
olarak kanser hicrelerinin proliferasyonunu baskiladigin1 gostermislerdir (MAURER 1999;
MAURER, 2000). Benzer sekilde, calismamizda da dosetakselin GSS inhibitoru, PDMP, ile
kombinasyonunun diger kimyasallarin tek basina verdikleri etkileriyle karsilastirildiginda,
DU-145 ve PC-3 hicrelerinin proliferasyonunu sinerjistik olarak baskiladigi, mitokondriyal
zar potansiyelini sinerjistik olarak bozdugu ve kaspaz-3 enzim aktivesini sinerjistik olarak
arttirdigi belirlenmistir. Daha da onemlisi, RT-PCR sonuglari, her iki hiicre hattinda da
dosetaksel uygulamalar1 sonucunda GSS ekspresyon dlzeylerinde doza bagli azalma
belirlenmistir.

Sfingozin kinaz-1, apoptotik sfingozini antiapoptotik sfingozin-1-fosfata (S1F)
dontistirir (SEGUI, 2006). SK-1/S1F dengesi, bioaktif sphingolipid metabolizmasini
degistirir, kanser hiicrelerini antikanser kimyasallarin apoptotik etkilerinden korur ve ilaclara
direnglilik gelismesini tetikler. S1F uygulamasi normal hiicrelerde hiicre oliimiine karsi
koruyucu etki saglarken, S1F biyosentezinin inhibisyonu, cesitli kanser hicrelerinin
tedavisinde yeni bir tedavi segenegi olarak karsimiza g¢ikar (TILLY, 2002). Pchejetski ve
arkadaglar1 SK-1'in prostat adenokarsinom hayvan modelleri ve kdltlrlerinde ilacin
indiikledigi apoptozisi diizenledigini gostermislerdir (PCHEJETSKI, 2005; PCHEJETSKI,
2008). Daha onceki galismalarimizda da gosterdigimiz gibi, S1F duzeylerinin azaltilmasi
apoptozisi arttirir ve SK-1'in yiksek diizeyde ekspresyonu ile seramid metabolizmasinin
bozulmasi, antikanser ilaglara direngliligin gelismesinde 6nemli bir rol oynar (BARAN,
2007). Yaptigimiz bu ¢alismada SK-1 enzim aktivitesini kimyasal bir inhibitorle inhibe
ederek hicre proliferasyonunun her iki hiicre hattinda da doza bagli olarak azaldigini
gosterdik. Diger taraftan, SK-1 inhibitor/dosetaksel kombinasyonun, prostat kanseri
hicrelerindeki sinerjistik apoptotik etkisini gosterdik. Dosetakselin iyi bilinen apoptotik
mekanizmasina ek olarak, dosetakselin doza bagl olarak antiapoptotik SK-1 ekspresyon
duzeylerini baskiladig1 da bu caligsma ile gosterilmistir.

Sonu¢ olarak, tiim bu c¢alismalar, elde edilen sonuglar1 bir biitiin olarak
degerlendirdigimizde, dosetakselin tetikledigi hiicresel oliimlerde apoptotik seramidleri
sentezleyen genlerin ekspresyonunu tetiklemesi ve antiapoptotik GSS ve SK1 genlerinin
baskilamas1 oldugu ilk defa bu ¢alisma ile ortaya konmustur. Ote yandan, translasyonel bir

katkis1 olabilecek dilizeyde, dosetaksel ile beraber seramid metabolizmasini hedefleyen
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kimyasal ajanlarin beraber uygulanmasi ile prostat kanseri gibi son derece yaygin, 6liimciil ve
tedavi edilmesi zor bir kanser tirinun ¢ok daha etkili bir sekilde tedavi edilebilecegi
belirlenmistir. Bu c¢alisma ile basarili ve etkileyici sonucglar alinmasina ragmen bu g¢alisma
sonuglarinin hayvan (in vivo) ¢alismalariyla desteklenmesi gerekmektedir. TUBITAK destegi
ile gerceklestirdigimiz ve hipotezimizi dogrulayan bu in vitro c¢alismadan elde ettigimiz
veriler bizi cesaretlendirmis ve bundan sonraki caligmalarda in vivo ya ydnelmemiz

noktasinda yol gosterici olmustur.
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