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1. OZET

DENEYSEL PROSTAT KANSERINDE TUMOR
METABOLIZMASININ LAKTAT DEHIDROJENAZ ILISKILIi
DEGISIMININ APOPTOZ VE EPITELYAL MEZENKIMAL
DONUSUM (EMT) UZERINDEKI ROLU

Calismamizda olusturulan deneysel prostat kanser modelinde LHD-A inhibitoriiniin
1,25(0H).D3 vitamini ve Dosetaksel ile kombinasyonunun apoptoz, oksidatif stres ve
EMT mekanizmalari iizerine etkilerinin arastirilmasi amac¢lanmistir. Bu amag i¢in, 70
adet C57BL/6 tiirii erkek fare kullanilmigtir. Kontrol grubu ve 6 adet tedavi grubu
olusturulmustur. Elde edilen serum oOrneklerinden CK18-M30, laktat ve total
antioksidan kapasitesi, total oksidan statlisii ve oksidatif stres indeksi degerleri
hesaplanmistir. Tiimdér doku Orneklerinden ise apoptoz analizi igin TUNEL
boyamasi, EMT i¢in western blot ve qPCR analizi yapilmistir. Alinan karaciger ve
bobrek dokularinda kullanilan ajanlarin olusturdugu doku hasarinin anlasilmasi i¢in
karacigerde hematoksilen-eozin, bobrek dokularinda ise periyodik asit schiff
boyamas1 yapilmistir. Sonuclar incelendiginde uygulanan LDH-A inhibitorii ile
Warburg etkisinin tersine dondiiriildiigii laktat sonuglarina bakilarak goriilmiistiir.
Dosetaksel ve LDH-A inhibitorii + Dosetaksel tedavi gruplarinin oksidatif stresi ve
apoptozu istatistiksel olarak anlamli sekilde arttirdigi goriilmiistir (p<0,05).
Oksidatif stresin artmasi ile nefrotoksik olan Dosetaksel’in bobrek tizerindeki hasari
arttirdig1 ancak LDH-A inhibitorii + Dosetaksel tedavisinin oksidatif stresi daha fazla
arttirmis olmasi ile bobrek lizerinde daha fazla hasar olusturdugu gozlemlenmistir.
EMT iizerine etkisi incelendiginde LDH-A inhibitorii + Dosetaksel grubunun E-
kaderin ekspresyonunu arttirdigi ve N-kaderin ekpresyonunu da anlamli sekilde
azalttig1 goriilmiistiir (p<0,05). Snail, Slug ve Twist transkripsyon faktorlerinin de
ekspresyonunu azaltmistir (p<0,05). HIF-1a protein ekspresyonunu diger gruplardan
farkl sekilde istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi ve bunun EMT’ nin MET’e
donlisimii  agisindan  O6nemli oldugu goriilmistir (p<0,05). Sonug¢ olarak,
calismamizda Dosetakselin LDH-A inhibitérii ile kombine tedavisinin prostat kanseri
tedavisinde, apoptoz ve metastaz mekanizmalar1 {izerine etkisinin tek basina

Dosetaksel tedavisine gore daha etkili oldugu goriilmistiir.



Bu tez TUBITAK (1002 — 1195850) tarafindan desteklenmistir.
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2. ABSTRACT

THE ROLE OF LACTATE DEHYDROGENASE-RELATED
ALTERATION OF TUMOR METABOLISM ON APOPTOSIS
AND EPITHELIAL MESENCHYMAL TRANSFORMATION
(EMT) IN EXPERIMENTAL PROSTATE CANCER

In this study, we aimed to investigate the effects of the combination of LHD-A
inhibitor with 1,25(0OH).D3 vitamin and Docetaxel on apoptosis, oxidative stress and
EMT mechanisms in the experimental prostate cancer model created in our study.
For this purpose, 70 male C57BL/6 mice were used. A control group and 6 treatment
groups were formed. CK18-M30, lactate and total antioxidant capacity, total oxidant
status and oxidative stress index values were calculated from obtained serum
samples. TUNEL staining for apoptosis analysis, western blot and qPCR analysis for
EMT were performed from tumor tissue samples. In order to understand the tissue
damage caused by the agents used in the liver and kidney tissues taken, hematoxylin-
eosin staining was performed in the liver and periodic acid schiff staining in the
kidney tissues. When the results were examined, it was seen by looking at the lactate
results that the Warburg effect was reversed with the LDH-A inhibitor applied.
Docetaxel and LDH-A inhibitor + Docetaxel treatment groups significantly increased
oxidative stress and apoptosis (p<0.05). It has been observed that Docetaxel, which is
nephrotoxic with the increase of oxidative stress, increases the damage on the
kidney, but LDH-A inhibitor + Docetaxel treatment has increased the oxidative stress
more, causing more damage on the kidney. When the effect on EMT was examined,
it was observed that the LDH-A inhibitor + Docetaxel group increased the expression
of E-cadherin and significantly decreased the expression of N-cadherin (p<0.05).
Snail also decreased the expression of Slug and Twist transcription factors (p<0.05).
It was observed that HIF-la protein expression was statistically significantly
decreased, different from the other groups, and this was important for the conversion
of EMT to MET (p<0.05). In conclusion, in our study, it was observed that the
combined treatment of Docetaxel + LDH-A inhibitor had a more effective effect on
the apoptosis and metastasis mechanisms than docetaxel alone in the treatment of

prostate cancer.
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3. GIRIS VE AMAC

Prostat kanseri (PK), erkeklerde insidansi birinci, akciger ve kolon

kanserinden sonra kansere bagli 6liimlerin tigiincii nedenidir (1).

Kanserde onemli bir fenomen olan Warburg etkisi, metabolizmanin kanser
hiicrelerinin proliferasyonlarini ve anabolik biiyiimelerini desteklemek igin anaerobik
glikolize dayali olarak programlandigini ifade eder. Anaerobik glikolizin sonucu
olarak glukoz metabolizmas1 yon degistirir. Agirlikli olarak ‘Piriivat-Asetil KoA’
dontisiimii ile krebs siklusu ilizerinden ger¢eklesen oksidatif fosforilasyon yoluyla
metabolize edilmek yerine, piriivat tizerinden laktat dehidrogenaz (LDH) enzimi
araciligiyla laktata katabolize edilir. Hiicre glukoz metabolizmasindan kazanmasi
gereken 32 ATP yerine, 2 ATP kazanmis olur. Artan glukoneogenez nedeniyle
hastalarda kaseksi ve O6lim meydana gelir. LDH-A kanser hiicresinde bulunan,
anaerobik glikolizin ana diizenleyicisi olan LDH formudur. Aktif olarak piriivatin
diizeyini azaltir ve timor dokularinda laktat diizeylerini arttirir (2). Artan laktat
diizeyi nedeni ile timor mikro-gcevresi aside dogru kayar ve bu da tiimor fizyolojisini
degistirir. LDH-A aktivitesi artisi; tiimor biiylimesini ve metastazin1 destekler,
migrasyon ve invazyonu artirir (3). LDH-A’nin bu 6zelliklerinden dolayr LDH-A
inhibitori ile kombine tedaviler son donemlerde meme, kolon, akciger kanserlerinde
giincel arastirma konusu olmustur. Yapilan ¢aligmalarda LDH-A inhibisyonunun
cesitli kanser hiicre hatlar1 lizerinde antiproliferatif bir etkiye sahip oldugu ve tiimor
progresyonunu inhibe ettigi gozlemlenmistir. Bu nedenle LDH-A, yeni anti-kanser

ajanlarin gelisimi i¢in dikkat ¢eken bir hedef olmustur (4).

Son yillarda daha diisiik dozlarda kemoterapi yapilmasini saglayan sinerjik
etki gosteren yeni kemoterapi rejimleri 6nem kazanmaktadir. Dosetaksel taksan
tiirevi olan, prostat kanserinin birinci basamak tedavisi i¢in etkili anti-mikrotiibiil
kemoterapétik bir ilagtir. Bu nedenle, Dosetaksel’in kombine ve karsilagtirmali in
vitro ve in vivo calismalari, PK’ine karst yeni tedavi ajanlart gelistirmek igin

onemlidir (5).

D vitamini yagda eriyen vitaminler arasinda yer almakta olup ayni zamanda
endojen olarak uygun biyolojik ortamda da sentezlenebilen hormon ve hormon

onciisii bir steroldiir (6). D vitamininin aktif formu olan 1,25(0OH).D3 farkli



mekanizmalar iizerinden apoptoz indiiksiyonu, hiicre farklilasmasinin uyarilmasi,
anti-inflamatuar, anti-proliferatif etki, anjiyogenez, invazyon ve metastaza etki

ederek kansere kars1 koruyucu etki gosterebilir (7).

Epitelden mezenkimale gecis (EMT), genis bir doku tiirii ve gelisim evreleri
yelpazesinde dogal olarak meydana gelen biyolojik hiicre programdir. EMT yara
yilesmesi, doku fibrozu ve kanser ilerlemesi dahil olmak {izere cesitli patolojik
stireclerde 6nemli bir rol oynar (8). EMT Kanser hiicrelerinde metastazin en 6nemli
basamagidir. EMT’ye epitelyal ve mezenkimal belirte¢lerdeki degisikliklere
bakilarak karar verilmektedir. Epitelyal belirteglerdeki (E-kaderin) azalma ve
mezankimal belirteglerdeki (N-kaderin, vimentin) artma hiicrenin EMT ye gittiginin
gostergesidir. Kanser hiicrelerinde EMT nin 6nlenmesi veya EMT’den mesenkimal-
epitelyal (MET)’e doniisiimiin saglanmasi metastazin 6nlenmesi i¢in etkili bir strateji
olabilir (9). Kanser hiicrelerinde, EMT biyobelirtegleri arasinda yer alan SNAIL,
SLUG, TWIST, ZEB1/2 gibi transkripsiyon faktorleri onemli rol oynar. Bu
transkripsiyon faktorlerinin tamami hiicreleraras1 baglantilarin ana bileseni olan E-
kaderi’nin baskilayicilaridir ve kanser hiicrelerinde mezenkimal durumun korunmasi

icin gereklidir (10).

In-vitro ve in-vivo ortamda yapilan EMT ¢aligmalarinda, kanser hiicrelerinde
E-kaderin seviyesinin distiigli ve N-kaderin, vimentin gibi mezenkimal
biyobelirteglerin seviyelerinin arttig1 gosterilmistir. Ayrica ¢alismalarda Snail, Slug,
Twist ve ZEB1/2 konsantrasyonlarinin E-kaderini baskilamak iizere arttigini gesitli
kanser tiplerinde gosterilmistir (11-15). TGF-B, BMP, Wnt-B-catenin, Notch,
Hedgehod, ve Hipoksi sinyal yolaklar1 tarafindan uyarilan EMT’de Snail, Slug,
Twist ve ZEB1/2, E-kaderini baskilamak tizere yolagin sonunda yer alirlar (16).
Hipoksi yolaginda yer alan ve Twist’ten once gelen HIF-la tiimor hiicrelerinin
hipoksiye adaptasyonunda anahtar bir rol oynar ve hipoksiye yanit veren en kritik
sinyal yolagidir (17). HIF-1a ile indiiklenen EMT metastazda 6nemlidir. Bu konu ile
ilgili yapilan ¢aligsmalarda kanser hiicrelerinde HIF-1a seviyelerinin yiikselmesi ile
hiicrelerin EMT’ye gittigi bulunmustur (18-20). Yapilan ¢alismalara bakildiginda
HIF-1o’nin hipoksik ortamlarda LDH-A ekspresyonunu degisik kanser tiirlerinde
arttirdigin1 gosteren calismalar bulunmaktadir (21-23). Ayrica kanser hiicrelerinde

LDH-A aktivitesindeki artis ile laktik asit artar ve laktik asidoz meydana gelir.



Ortaya ¢ikan asidoz HIF-la iizerinden apopitoza diren¢ gelismesine neden olur
(24,25). Ancak LDH-A inhibe edildigi durumda HIF-1 o ekspresyonun yonii ve HIF-
I o’nin Twist lizerinden EMT’ye olan etkisindeki degisim bilinmemektedir. Bu
bilgiler 1s1ginda artmig LDH aktivitesinin kanser hiicresine daha agresif bir karakter
kazandirdigi ve invaziv Ozelligini arttirdigi sOylenebilir. Ancak heniiz In-vivo
ortamda LDH-A inhibitorii ve LDH-A inhibitérii- Dosetaksel kombine tedavisinin

PK’inde EMT {izerine etkileri bilinmemektedir.

Calismamizda olusturulan deneysel PK modelinde Dosetaksel, 1,25(0OH)2D3
vitamini, LDH-A inhibit6rii ve LDH-A inhibitori + 1,25(OH)2Ds vitamini, LDH-A
inhibitorii + Dosetaksel kombine tedavilerinin apoptoz, oksidatif stres ve EMT
biyobelirtegleri (E-kaderin ve N-kaderin), transkripsiyon faktorleri (Snail, Slug,
Twist) ve EMT sinyal yolaklarindan biri olan hipoksi sinyal yolagi (HIF-1a) iizerine

etkilerinin anlasilmasi amag¢lanmistir.



4.GENEL BiLGILER
4.1. Prostat Kanserinin Epidemiyolojisi

Kanser, bir dizi genetik bozukluk sonucu olusan kompleks bir hastaliktir.
Tim diinyada, kalp hastaliklarindan sonra en sik rastlanan 6liim nedeni olmasi
nedeniyle dnemli bir saglik sorunudur (26). Niifusun artisi, artan niifusun yaslanmasi
ve kanser riskini arttiran gevresel ve davranigsal faktorler nedeni ile kanser
vakalarmin ve kansere bagli 6liimlerin sayisinin hizla artmasi beklenmektedir (27).
PK, diinya genelinde erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser tiiriidlir ve gelismis
tilkelerde kanser vakalari giderek artis gostermektedir (28). 2017 yilinda Amerikan
Kanser Dernegi, yeni tan1 konmus PK vakalarinin sayisin1 161.360 olarak bildirmis
ve erkeklerde tiimorlerin %20'sini olusturdugunu sdylemistir. Ayrica, insidansi

birinci ve mortalitesi liglincii sirada yer almaktadir (29).
4.2. Prostat Kanserinin Etiyolojisi

Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi PK’nin de etyopatogenezi tam olarak
ortaya konulamamistir. Yas, irk, diyet aligkanliklar1 ve genetik etkenlerin PK
tizerinde etkisi oldugu diistiniilmektedir (30,31). 50 yas ve lizeri erkeklerde PK
goriilme siklig1 giderek artmaktadir. Ailesinde PK Oykiisii olmayanlara gore erkek
kardesi veya babasi PK olan kisilerde PK insidans1 2 ila 3 kat daha fazladir. Bir
kisinin herhangi bir zaman aralifinda PK’ne yakalanmis {i¢ aile iiyesi varsa, ailede
PK oykiisii olmayan birine gore 10 kat daha fazla PK’ne yakalanma olasilig1 vardir.
Ayrica diyet alisgkanliklar1 PK etiyolojisinde faktor olabilir. Yiiksek yagh diyet ve
yiiksek kalsiyum alimi PK olasiligini artirmaktadir. Irk PK olmay1 etkileyen diger bir
faktordiir. Afro-Amerikanlarin PK’ne beyaz irktan daha fazla yakalandiklar
bilinmekle beraber asyalilarda PK’ne yakalanma siklig1 diger irklara gore diisiik

seviyededir (32,33).
4.3. Prostat Kanserinin Histolojik Tipleri

PK’nin; epitelyal tiimorler, epitelyal olmayan tiimorler, c¢esitli tiimdrler,
ikincil tiimorler, siniflandirilmamis tiimorler ve tiimor gibi gorlinen lezyonlar ve

epitelyal anormallik olmak {izere 6 tane histolojik tipi mevcuttur (34).



4.4. Prostat Kanserinin Tedavisi

PK tedavisinde cerrahi yontemlerin yaninda, androjen yoksunluk tedavisi
(AYT), ablatif tedaviler, radyasyon terapisi, kemoterapi ve immiinoterapiler cerrahi
olmayan yoOntemler olarak kullanilmaktadir (35). Gen terapisi gibi biyolojik
yontemlerin kullanilmasi ve hormon terapisi gibi farkli yaklagimlar birlikte veya tek
basina kullanilabilir. Her yontemin kendine 0zgli avantaj ve dezavantajlarinin
bulunmasi, kanserin kisiye 0zgii bir hastalik olmasi, tedavilerin kisiden kisiye

farklilik gosterebilmesi nedeniyle tek bir tedavi yonteminin varligindan bahsetmek

miimkiin degildir (36).
4.4.1. Prostat Kanser Tedavisinde Cerrahi Olmayan Yontemler
4.4.1.1. Androjen Yoksunluk Tedavisi

Androjenler sakal, cinsel islev ve kas kiitlesi gibi erkek ozelliklerini
destekleyen hormonlardir. PK hiicrelerinin biiylimeleri icin androjene ihtiyaglar
vardir. Androjen yoksunluk tedavisi (AYT), 1941'de Huggins ve Hodges'un
yaptiklari ¢aligmalarindan bu yana ileri PK tedavisinde kullanilmaktadir (37). Bu
tedavi yOnteminde androjenlerin etkilerini bloke edip PK biiylimesinin
yavaglatilabilmesi hedeflenmektedir. Nadir durumlarda, testislerden birini veya her
ikisini ¢ikarmak icin ameliyat gerekebilir. Ilagla tedavide genellikle; liiteinizan
hormon salan hormon (LHRH) agonistleri ve LHRH antagonistleri, anti-androjenler,
Ostrojenler, abirateron ve enzalutamid gibi ila¢ tedavileri uygulanmaktadir. Bu
tedaviler oral veya enjeksiyon seklinde uygulanir. AYT uygulanan hastalarin en az
%90'inda biyokimyasal, %70-80'inde klinik etki basarisina ulasildigi bildirilmistir.
Bununla birlikte, bu etkilerin gecici oldugu ve hastalarin en az %50'sinin iki yil
icinde hastaliginin niiks ettigini gosteren raporlar vardir. Ek olarak, siirekli tedavi
gerekliligi nedeniyle AYT, sicak basmasi, yorgunluk, depresyon, erektil

disfonksiyon, cinsel zayiflik ve jinekomasti gibi ¢esitli yan etki riskini artirir (38).
4.4.1.2. Ablatif Tedaviler

PK i¢in ablatif tedaviler, “radikal tedavinin” yan etkileri ve asir1 tedavi
endisesi nedeniyle artan ilgi gérmistiir. Yiiksek yogunluklu odaklanmis ultrason

(HIFU), kriyoterapi, ve hedefli ablasyon teda odak lazer ablasyonu (FLA),



radyofrekans ablasyonu (RFA), fotodinamik terapi (PDT), geri doniisiimsiiz
eletroporasyon (IRE), altin nanopartikiil ile direkt ablasyon (GNP) su anda kullanilan
ablatif tedaviler arasinda yer almaktadir (39,40).

4.4.1.3. Radyasyon Tedavisi

PK tedavisi i¢in iki radyoterapi kategorisi vardir: (1) dis 151n RT (EBRT) ve
(2) brakiterapi (BT). Brakiterapi normalde diisiik ve orta dereceli PK i¢in yapilirken
EBRT PK’nin herhangi bir asamasi i¢in kullanilabilir. Bununla birlikte, EBRT
sonrast brakiterapi takviye tedavisi, orta derecede yiiksek riskli PK vakalari i¢in de
uygulanmaktadir. EBRT'de, radyasyon 1sinlar1 kanserli hiicreleri yok etmek igin
belirlenen bir dozda tiimér hacmine odaklanir. Brakiterapi isleminde ise radyoaktif
izotoplar kalic1 veya gecici olarak tiimoér hacmine ¢ok yakin bir yere yerlestirilir.

(41).
4.4.1.4. Kemoterapi

PK tedavisinde Dosetaksel, kabazitaksel, paklitaksel, mitoksantron gibi
kemoterap6tik ajanlar ve estramustine, prednisone, satraplatin gibi adjuvan ajanlar

kullanilmaktadir (42).

Dosetaksel, mikrotiibiillere baglanarak ve androjen reseptorii niikleer
translokasyonunu onleyerek ve B hiicresi lenfoma (Bcl-2) fosforilasyonu yoluyla
apoptoza neden olarak calisan bir taksan tiirevidir (42). Paklitaksel, tubulini
hedefleyen birka¢ hiicre iskelet ilacindan biridir. Paklitakselin antitiimor etkileri,
mitotik ig diizenegi, kromozom segregasyonu ve hiicre bdliinmesindeki kusurlu
alanlara baglanmistir (43). Kabazitaksel yar1 sentetik tiibiilin baglayic1 bir taksan
ilacidir. Bu ilag ile yapilan hiicre kiiltiir deneylerinde Dosetaksel kadar gii¢lii oldugu
ve paklitaksele ve Dosetaksele direngli modellerde antitiimor aktivitesine sahip
oldugu bulunmustur. Mitoksantron ise DNA interkalasyonu ve hasarma miidahale

etmeye hizmet eden bir antrasendion, Tip II topoizomeraz inhibitoriidiir (42).
4.4.1.5. Immiinoterapiler

Immiinoterapinin amaci viicudun bagisiklik sistemini giiclendirerek kanser
hiicreleri ile savagmaya veya kanser hiicrelerini yok etmeye yardimci olmaktir.

Halihazirda gelistirilmekte olan immiinoterapdtik stratejiler iki kategoriye ayrilabilir:
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birincisi, bagisiklik efektdr fonksiyonlarini (6rn., Sitokinler, asilar, onkolitik viriisler,
uyarict hiicre transferleri ve adjuvanlar) uyarmayr veya arttirmayi amaglayan
tedavileri icerir ve ikincisi, bagisiklik kontrol noktalarini ve diger bagisiklik
modiilatorlerini hedefleme gibi bagisiklik baskilayict mekanizmalara karsi koyma

stratejilerini igermektedir (44).
4.4.2. Prostat Kanser Tedavisinde Cerrahi Yontemler

Radikal prostatektomi (RP), PK tedavisi i¢in 150 yildan uzun siiredir
kullanilmaktadir (45). RP, tiim prostat ve seminal vezikiillerin eksizyonunu ve pelvik
lenfadenektomiyi igerir. 1948'de bir perineal insizyonla yapilan retropubik yaklagim
kullanilmis, sonrasinda gelismis goriintiileme yontemlerinin rezeksiyon kolayligi ve
pelvik lenfadenektomi yapma yetenegini arttirmasi nedeniyle popiilerlik kazanmistir
(46). Ameliyatin amaclar1 kanserin negatif cerrahi sinirlarla radikal rezeksiyonu ve
normal periprostatik dokularin korunmasi, bdylece iiriner kontinansi1 korumak ve

erektil disfonksiyondan (ED) kaginmaktir (47).
4.5. Kanser Metabolizmasi

Timor progresyonunda yaygin olan diizensiz metabolizma, kanser
hiicrelerinin biiytimesi ve bdliinmesi i¢in 6nemli bir kaynak saglar. Normal eriskin
dokularla karsilastirildiginda; karbonhidrat, lipit ve amino asit metabolizmalar
timorlerde Onemli transformasyonel degisikliklere ugrayabilir. Kanserle iliskili
bilinen metabolik degisiklikler arasinda glikoz ve amino asitlerin diizensiz alimu,
glikoliz / trikarboksilik asit dongilisii (TCA), biyosentez ve nikotinamid adenin
dintikleotid fosfat (NADPH) {iretimi i¢in dongii ara maddeleri ve artan azot ihtiyaci
yer almaktadir. Kanserler igin etkili terapdtik stratejiler gelistirmek igin, kanser
metabolizmasinda olan degisiklikleri, kanser hiicresinin metabolik adaptasyonunu

anlamak gerekmektedir (Sekil 4.5.1) (48).

11



GLUT1/ SLC1AS

GLUT4 1
[ - -
Glukoz Pentoz Fastat Ribiloz-5-P —» SN“':'e‘?t'd ‘ Glut

J Yolu / ot
Glukoz-6-P 6-P-Gluk X NAM I[ Glutaminolysis
katloz-G-P Glutatyon
‘ = = = Sentezi «— Glutamat

Fruktoz-1,6-DP —» Glikozamin-6-P
Lipid Sentezi
Asetil KoA <

= = 1
Gliseraldehit-3-P Histon Asetilasyonu i

Anabolik
=== I " = 1 Kanser Hicresi
Glikoliz Protein Sentezi —
D-izositrat
1.3-DP-Gliserat Glisin
t. Asetil KOA Sitrat ¢-M
3-P-Gliserat —» Serin - —
\—{ | Tca sikasa X
- B Siksunil ~
2-P-Gliserat Okzalasetat oA | OXPHOS | — ATP
B-Okisdasyon \ /
ird [ ———— S
P-enolpirdvat stikdinat
PirGvat \ /
Fumarat
Laktat Yag Asitleri Keton Cisi i
ROS
MCT1 (e MCT1
‘Ters {
Laktat Warburg <
Mekigi isi
gi > Etidisi o
3
MCT4 MCT4
Laktat Yag Asitleri—» Keton Cisimleri Katabolik Stromal/

Kanser Hucresi

Otofaji

Sekil 4.5.1. Kanser hiicrelerinin metabolik adaptasyonlari (49)
4.6. Warburg Etkisi ve Artmus Anerobik Glikoliz

Otto Warburg, kanser hiicrelerinin biiylik miktarlarda glikoz tiikettigini ve
glikozun ¢ogunu oksijen varliginda bile laktata metabolize ettigini bildirmistir (50).
Bu fenomen artmis anerobik glikoliz veya Warburg etkisi olarak adlandirilir ve
kanser ve ¢ogu normal doku arasinda carpici bir metabolik farki temsil eder (51).
Kanserde oOnemli bir fenomen olan Warburg etkisi, kanser hiicrelerinin
proliferasyonlarin1 ve anabolik biiyiimelerini desteklemek igin anerobik glikolize
dayali olarak programlandigini ifade eder. Anerobik glikoliz sonucu olarak glukoz
yon degistirir. ‘Piriivat-Asetil KoA’ doniisiimii ile krebs siklusu iizerinden
gerceklesen oksidatif fosforilasyon yoluyla metabolize edilmek yerine, piriivat
tizerinden LDH enzimi aracilifiyla laktata dontstiiriliir. Hiicre glukoz
metabolizmasindan kazanmas1 gereken 32 ATP yerine, 2 ATP kazanmis olur. Artan

glukoneogenez nedeniyle hastalarda kaseksi ve 6liim meydana gelir (Sekil 4.6.1) (2).
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Sekil 4.6.1. Warbug etkisi. Normal hiicrelerde ve tiimor hiicrelerinde glikozun

metabolik yolu (52).

Bu enerji diisiinlin ortadan kaldirilmasi amaci ile hiicrenin i¢ine daha fazla
glukoz alimimin yapilabilmesi i¢in glukoz tasiyicilar1 GLUT1, GLUT2, GLUT3 ve
GLUT4’lin ekspresyonlarinda artis gozlenir. Kanser hiicresinin daha fazla glukoz
tilkketme durumu ve glukoz tasiyici proteinlerdeki ekspresyon artiglar1 kanser tani
yontemlerinin gelismesine de neden olmustur. Radyoaktif florin etiketli glikoz
analogu 18F-florodeoksiglukoz (18F-FDG) alimina bagli kanser tani ve tedavi
yontemi olan pozitif elektron emisyon tomografisi (PET)’in klinik olarak tiimor
teshisi, evrelemesi ve tedaviye yanmitin izlenmesinde kullanilmasinin prensibini

olusturmustur (53).

Hipoksi, pre-malign lezyonlarda oksijen yoklugunda bile metabolik aktivitelerin
stirdiiriilebilir olmasini saglayan anaerobik metabolizmaya doniisiim seklinde adaptif
bir karakter gelisir. Vaskiiler diizenlenme ile yeni kan damarlarinin olusumu ve sag
kalimmi destekleyen hipoksi ile indiiklenen vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF) ekspresyonu gergeklesir. Biyoenerjetik agidan bakildiginda, hipoksi daha iyi
hayatta kalacaklar1 i¢in anaerobik glukoz metabolizmasinin artis gosterdigi hiicreleri
secer. Glikolizin artiginin, hipoksi/anoksiye basarili bir adaptasyon olmasina ragmen,
artan asit iiretimi nedeniyle hiicre dis1 pH'ta dnemli diislislere neden olan negatif

sonuglara sahiptir (54)
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Normal hiicrelerin asidik bir mikrogevreye uzun siire maruz kalmasi p53- ve
kaspaz-3-bagimli apoptoz ve nekroz ile sonuglanir. Apoptoz i¢in fizyolojik
tetikleyici, hiicre i¢i asidoz ile olusan transmembran H + gradyanimnin ¢dkmesi
olabilir. Hiicre i¢i pH, aym1 anda eksprese olan birden fazla H+ tasiyici ailesi
tarafindan saglanir. Na+ —H+ degisimi ve vakuolar H+ -ATPazlar, apoptoza direng
gosterebilir (55).

4.7. Laktat Metabolizmasi

Kanser ve diabetes mellitus (DM) gibi bazi hastaliklar, laktat
metabolizmasindaki degisiklikler ile iliskilendirilmistir. Laktat metabolizmasi, laktik
asidoz ile sonuclanan cesitli durumlar1 anlamak icin de onemlidir. Iskelet kasi
fizyolojisini ve fiziksel egzersize yaniti anlamak i¢in de laktat metabolik yollari
onemlidir. Bir hidroksikarboksilik asit olan laktat’in L-laktat ve D-laktat olmak tizere
iki stereo izomeri vardir. Insanlarda glukoz, glikoliz ve pentoz fosfat yolunu
kullanarak metabolize edilir. Glukoz; NADH ve ATP iiretmek icin glikoliz, NADPH
ve riboz 5-fosfat iiretmek i¢in pentoz fosfat yolunu kullanir. Pentoz fosfat yolunda

aciga c¢ikan ara lirinler glikoliz ile baglantiy1 saglar (Sekil 4.7.1) (56).

Glukoz

Glukoz +
Fruktoz-6-Fosfat
. i u
Riboz-5-Fosfat \
T Gliseraldehit-3-Fosfat

v

Pirtvat
v

Laktat

Sekil 4.7.1. Pentoz fosfat yolu ile glikoliz ara maddeleri arasindaki baglanti (56)

Glikoliz, sitozolde glikozun piruvata yikimi ve daha sonra oksijen yoksa L-
laktata doniistiiren metabolik bir yoldur. Eger ortamda oksijen var ise piriivat Asetil-
KoA iizerinden TCA sikliisiine girer ve H2O ve CO: olusturur. Glikolizin son
asamasinda, pirtivat, LDH enzimi yardimu ile sitoplazmada L-laktata indirgenirken,
NADH, NAD + 'ya oksitlenir. Glikolizin devam etmesi i¢cin NAD + 'nin LDH ile
sitosolik rejenerasyonu gereklidir. Bu ylizden LDH enzimi ¢ift yonli ¢alisan ve

glikolizin devamliligini saglayan bir enzimdir (Sekil 4.7.2) (56).
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Sekil 4.7.2. Laktat dehidrojenaz reaksiyonu

Insanlarda D-laktatin fizyolojik kaynaklar1 arasinda eksi siit, yogurt, pekmez,
elma, domates, tursu, bira ve saraplar ve sindirim sistemindeki sindirilmemis
karbonhidratlarin bakteriyel fermantasyonu vardir. Ayrica D-laktat, endojen olarak
glioksalaz sistemi yoluyla metilglikokalden olusturulur. Saglikli kisilerde ekzojen D-
laktat agirlikli olarak piruvata doniislir, az miktarda D-laktat bobrek atilimina

ugrayabilir (56).

Kanser ve laktat metabolizmas: arasindaki iliski ise Warburg etkisi ile
aciklanmaktadir. Normal hiicrelerin malign transformasyonu, ¢ogu solid tiimorde
normoksik kosullar altinda bile glukoz alimmin ve laktat olusumunun artmasina
neden olur. Bu durum, hiicresel solunum, onkojenik degisiklikler, glikolitik
enzimlerin ve metabolit tasiyicilarinin asir1 ekspresyonu sonucu oldugu kabul

edilmektedir (57).
4.8. Laktatin Karsinogeneze EtKkisi

Glikolitik tiimorlerde kanser hiicrelerinin laktat seviyeleri 40 kata kadar
yiikselir ve bu artig kanserin agresifligi yaninda kotii sagkalim ile yiiksek korelasyon
gosterir (58). Bu nedenle, laktatin artisinin yaninda, transforme olmus hiicrelerin
sinirlart iginde ve 6tesinde, aday kanser hiicrelerinde laktat, monokarboksilat tasiyici-
4 (MCT4) ve monokarboksilat tasiyici-1 (MCT1) ekspresyonunu yiikseltir. Bu
durum laktati, timor biiylimesinin ve karsinojenezin diizenlenmesinde anahtar bir
molekiil yapar. Hanahan ve Weinberg, kanser aragtirma tarihinin en ¢ok alintilanan
makalesinde, kanserin belirleyici 6zelliklerini proliferasyon igin sinyal verme,
bliylime baskilayicilardan kaginma, hiicre 6liimiine direnme, replikatif 6liimsiizligii

saglama, anjiyogenezi indiikleme, istila ve metastazi aktive etme seklinde
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tanmmlamigtir  (59,60). Laktat, karsinojenezdeki tiim bu siireglere katkida

bulunmaktadir (61).
4.9. Laktat Dehidrogenaz Alt Birimleri ve izoformlar

LDH, viicutta yaygin olarak bulunan hiicre igi bir enzimdir. Enerji kaynagi
olarak glikozu kullanan dokularda diizeyi yiiksektir. Tetramerik bir protein olan ve
cift yonlii olarak calisan LDH enzimi (L-laktat: NAD oksidorediiktaz (LDH); EC
1.1.1.27), anaerobik kosullar altinda NADH'min NAD+'ya oksidasyonu ile piruvatin
laktata donligiimiinii saglar ve glikolizin devamliligi igin laktatin piruvata
dontisiimiini katalize eder (62). LDH, kofaktor olarak NAD / NADH kullanir. LDH,
LDHA (M) ve LDHB (H) seklindeki iki ayr1 gen tarafindan kodlanan M ve H alt
birimlerinin bir araya gelmesiyle olusan bir homo veya hetero-tetramerdir. Alt1
izoformda bulunan LDH’1n bes tanesi M (kas) ve H (kalp) olarak adlandirilan iki alt
biriminin kombinasyonuna baglidir. Kalpte LDH-1 (4H); retikiiloendotelyal sistemde
LDH-2 (3HIM), akcigerlerde LDH-3 (2H2M), bobreklerde LDH-4 (1H3M) ve
karaciger ve ¢izgili kasta LDH-5 (4M) bulunmaktadir. Altinci izoform ise, testiste
homotetramerik bir LDH-C'dir. Yalnizca testis ve spermde eksprese edilir ve
muhtemelen LDH-A geninin bir kopyasidir (63,64) (Sekil 4.9.1). izoenzimler
dokuya 6zgii bir sekilde dagitilir. LDH-1 ve LDH-2 agirlikli olarak kalp kaslari,
bobrek ve eritrositlerde bulunur. LDH-4 ve LDH-5 izoenzimleri karaciger ve iskelet
kasinda baskindir. LDH-2-4 dalak, akcigerler, endokrin bezleri ve trombositler gibi
bir¢ok dokuda bulunur. Bu dagilimin bir sonucu olarak, LDH'daki bir artis bir dizi
farkli dokudaki (iskelet veya kalp kasi, bobrek, karaciger) hasari yansitabilir. Hiicre
nekrozu oldugunda veya hiicrelerin neoplastik proliferasyonu LDH iiretiminin

artmasina neden oldugunda LDH seviyeleri yiikselebilir (65).

LDH-1 LDH-2 LDH-3 LDH-4 LDH-5 LDHC
LDH
Tetramer
Subunit &) ) ©
LDH-M -

—
1

mRNA

DNA

Sekil 4.9.1. LDH izoformlar1 ve yapilar1 (63)
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4.10. Kanserde Terapotik Hedef Olarak Laktat Dehidrogenaz

Kanser hiicreleri, proliferasyonlarini ve anabolik biiylimelerini desteklemek
i¢in anerobik glikolize gore programlanmistir. Eskiden glikolizin atik {irinii olarak
goriilen laktat, kanser gelisimi, siirdiiriilmesi ve metastazinin kritik bir diizenleyicisi

olarak goriilmektedir ve kanserdeki terapotik ajanlar igin hedef haline gelmistir (66).

Laktatin hiicre zarlar1 boyunca gecisine izin veren monokarboksilat
tastyicilar, bagisiklik sisteminin potansiyel modiilatorleri ve kanserin tani ve tedavisi

icin potansiyel hedefler olarak arastirilmaktadir (56).

Hem normal hiicrelerde hem de kanser hiicrelerinde laktat homeostazi,
monokarboksilik asit belirtecleri tarafindan saglanir: MCT1 (SLCl16al), MCT2
(SLC16a7), MCT3 (SLC16a8) ve MCT4 (SLC16a3) (67). Bu tasiyicilar laktatin ice
ve disa dogru akisini plazma membranina yonlendirir ve kanser hiicreleri tarafindan
tiretilen asir1 laktat seviyeleri MCT'ler tarafindan hiicre disina ¢ikarilirlar. Tagima,
pH'a, hiicre i¢i ve hiicre dig1 laktat konsantrasyonuna ve asetat, piruvat, biitirat ve
keton cisimleri dahil olmak {izere diger MCT substratlarinin seviyelerine baglhidir
(68,69). Protonlarin laktat ile birlikte tasinmasi laktatin toksik birikmesini ve hiicre
ici ortamin asitlesmesini Onler. Buna gére MCT'ler tarafindan laktat tasinmasi,

kanser hiicreleri i¢in terapotik bir zayifligi temsil eder (66).

Warburg etkisinde LDH-A'nin oynadigi anahtar rol ve bu metabolik yolun
kanser hiicrelerindeki oksijenden bagimsiz olarak goriilme sikligi, LDH-A
fonksiyonunun insan tiimorlerindeki 6nemini vurgulamaktadir (70). LDH-A, birgok
kanser tiiriinde yiikselir ve tiimor bilylimesi, invazyonu, metaztazi gibi kanserin
birgok ayirt edici 6zelligi ile baglantilidir (Sekil 4.10.1). Yapilan son ¢aligmalarda,
LDH-A ekspresyonunun RNA etkilesimi ile diisiiriildiigiinti, kanser hiicrelerinin
malign davranisinin in vitro ve in vivo ciddi sekilde etkilendigini gosteren acik

kanitlar vardir (71).
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Sekil 4.10.1. LDH-A, kanserin ayirt edici 6zelliklerinde kritik roller oynar (72).

LDH-A ekspresyonunun aksine, LDH-B, timorlere gore habis olmayan
dokularda yiiksek oranda eksprese edilir. Malign tiimorlerde, LDH-B'nin promoter
hipermetilasyonu tarafindan susturuldugu goriilmektedir; bu primer meme
timorlerinde ve primer prostat tiimorlerinde yliksek siklikta goriiliir. Bununla
birlikte, LDHB ekspresyonunun tiimoérlerde yaygin olarak azaldigina inanilmakla

birlikte, baz1 kanser hiicrelerinde kismen upregiile edildigi tarif edilmistir (72).

Ayrica 2015 yilinda yapilan bir c¢aligmada, sadece LDHA diizeyi ile
kiyaslandiginda LDHB / LDHA oranimmin meme kanseri hiicrelerinin metabolik
kapasitesini daha iyi yansittigi rapor edilmistir. Kanser hiicrelerindeki LDHB /
LDHA oranin1 azalmast meme kanserinin daha agresif oldugunu diisiindiirmektedir

ve bu oran “Glikolitik indeks” olarak tanimlanmustir (73).
4.10.1. LDH inhibisyonu

LDH inhibisyonu, normal aktiviteler ve yeterli oksijen kaynagi durumunda,
genellikle glikozu CO2 ve H2O'ya tamamen indirgeyen saglikli hiicrelere zarar

vermeden tiimor hiicrelerinin anerobik glikolizini bloke eder (70).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda LDH-A ve LDH-B inhibisyonu i¢in ¢esitli
molekiil ve kimyasallar kullanilmaktadir (Tablo 4.10.1).
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Tablo 4.10.1. LDH inhibisyonu i¢in kullanilan maddeler

MOLEKUL HEDEF ALDIGI YER
AT-101 (gossypol) LDH-A ve LDH-B
FX-11 LDH-A ve LDH-B
Galloflavin LDH-A ve LDH-B
N-hydroxyindole LDH-A

Sodyum Okzamat LDH-A

LDH inhibisyonu i¢in iyi bir spesifiteye sahip olan sodyum okzamat hayvan
deneyleri icin 3g/kg’a kadar toksik Ozellik gostermemektedir. Ancak LDH-A ve

LDH-B arasinda higbir segicilik gostermez ve ikisinin de aktivitesini inhibe eder

(74).

Son yillarda LDH inhibisyonu kiigiik interferans¢gt RNA (siRNA) teknigi
kullanilarak LDH geninin susturulmas ile de yapilabilmektedir. Kanser hiicre kiiltiir
calismalarinda bu yontem LDH inhibisyonunun saglanmasi icin ¢ok efektif bir
yontem olmakla beraber hayvan kanser ¢alismalarinda direkt uygulanamamasindan

dolay1 ¢ok tercih edilmemektedir.
4.11. Apoptoz

Nekroz, otofaji ve apoptoz olmak iizere ii¢ ¢esit hiicre 6liim mekanizmasi
bulunmaktadir. Nekroz, hipoksi veya iltihaplanma gibi dis yaralanmalarin neden
oldugu kontrolsiiz bir alternatif hiicre 6liim seklidir ve apoptozun aksine nekroz,
hiicrenin islevini yerine getiremedigi anda ani bir sok (radyasyon, 1s1, kimyasallar,
hipoksi, vb.) ile ¢ok ciddi sekilde hasar gordiigii enerjiden bagimsiz bir hiicre 6lim
seklidir (75). Otofaji, makro proteinler veya hatta tiim organeller gibi hiicresel
bilesenlerin, par¢alanma i¢in lizozom halinde sekestre edildigi bir islemdir (76).
Apoptoz ise, programlanmis hiicre Oliimii olarak adlandirilmaktadir ve genellikle
farkli morfolojik Ozellikler ve enerjiye bagli biyokimyasal mekanizmalar ile

karakterizedir. Apoptoz, normal hiicre dongiisiiniin saglanmasi, bagisiklik sisteminin
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diizgiin gelisimi ve isleyisi, hormona bagh atrofi, embriyonik gelisim ve kimyasal
kaynakli hiicre 6limii gibi cesitli siireclerin diizgiin gerceklesmesi icin hayati bir
bilesen olarak kabul edilir. Uygunsuz apoptoz (cok az veya c¢ok fazla)
norodejeneratif hastaliklar, iskemik hasar, otoimmiin bozukluklar ve bir¢ok kanser
tirtiniin olusumuna neden olan 6nemli bir faktordiir (77). Hiicrede ters giden bir
durum olustugu veya yaslt hiicrenin programli bir sekilde dldiiriilmesi gerektiginde
apoptoz baslar. Ilk olarak hiicre biiziismesi ve kromotin yogunlasmas1 gerceklesir.
Hiicre membran1 patlamaya ve organeller pargalanmaya baglar. Niikleus ve
organeller yikilir ve hiicre membraninin patlamaya devam etmesi ile apoptotik govde
formlar1 olusur. Olusan apoptotik govde formlari markofojlar tarafindan fagozitoz
yoluyla alinir ve atilirlar (Sekil 4.11.1). Insan viicudunda, giinde yaklasik 1 x 10°
hiicrenin apoptoz gecirdigi tahmin edilmektedir (78).

Y T
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//_. =\ ve Kromatin parcalanmaya baslar
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= APOPTOZ :
Normal Hucre Nukleus ve organeller yikahir
Hlcre membran patiamaya devam eder
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Sekil 4.11.1. Apoptoz’un sitolojisi (79)
4.11.1. Apoptoz Mekanizmalar:

Apoptoz iki yoldan olusur: Intrinsik (mitokondriyal yol) ve ekstrinsik (8liim

reseptor yolu) yol.

Intrinsik yol ile gergeklesen apoptoz, oksidatif stres, mitokondriyal bozukluk,
terapotik kanser ajanlari, hipoksi, iskemi-reperfiizyon hasari ve iyonlastirict 1sinlama
gibi DNA hasarina neden olan herhangi bir uyaran tarafindan tetiklenebilir.

Mitokondriyal hasar, Sitokrom C'nin sitoplazmaya salinmasini kolaylastiran dig
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mitokondriyal zarin gegirgenliginin artmasina neden olabilir. Serbest birakilan
Sitokrom C daha sonra kaspaz adaptorii apoptotik proteaz aktive edici faktor-1
(Apaf-1)’i baglar, boylece prokaspaz 9'u aktive ederek ve "apoptozom" olarak
adlandirilan bir kompleks olusturarak apoptotik kaskadi tetikler. Bu kompleks,
sirasiyla, kaspaz 3, 6 ve 7 gibi efektor kaspazlart aktive ederek DNA pargalanmasina

ve hiicre 6liimiine yol agar (Sekil 4.11.1.1) (80).

Biitiin intrinsik apoptoz olaylar1 6ncelikle Bcl-2 protein ailesi proteinlerinin
aktivasyonunda biiytlik rol oynayan p53 tiimor baskilayici protein tarafindan kontrol
edilir. Bcl-2 protein ailesinin iyeleri pro-apoptotik (Bax, Bak, Bid, Bim, Puma,
Noxa, Bad ve BIk) veya anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-X, ve BAG) olarak ikiye
ayrilir. Bel-2 protein ailesinin iiyeleri, mitokondrilerin membran biitiinliigiinii belirler

ve sitokrom C salinimi siirecinde yer alir (81).

Ekstrinsik yolla baslatilan apoptoz siirecinde oncelikle tiimdr nekroz faktorii
(TNF) gen familyasina ait membrana bagli 6liim reseptdrleri araciligiyla sinyal
gonderilir. Ik sinyal Fas ligand/ FasR, TNF/TNF R1, Apo2L/DR4 veya TNF'ye
bagl apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) R1 gibi ligandlar ve hiicre zar1 6liim
reseptOrleri arasindaki etkilesimler ile saglanir ve bu reseptorlerin Sliim etki
alanlarinin ligasyonu ile sonuglanir. Fas ligand'in reseptdriine baglanmasi adaptor
proteini Fas ile iligkili 6liim etki alaninin (FADD) baglanmasina neden olurken,
TNF/timo6r nekroz faktor reseptorii (TNFR) etkilesimi TNFR ile iligkili 6lim etki
alaninin (TRADD) baglanmasina neden olur ve bu da pro-kaspaz-8 aktivasyonu ile
sonuglanir. Pro-kaspaz-8, oliime neden olan sinyal kompleksi (DISC) yardimiyla
otokatalitik olarak aktive edilir. Aktif kaspaz-8 ya Bid'i tesvik eder, boylece intristik
yol da dis sinyalle birlesir ve aktive edilir, ya da caspase-3 ve caspase-7 ve
apoptozun aktivasyon siireci intrinsik uyaranlarla ayni son yol ile sonlandirilir. Bcl-2
ailesinin pro-apoptotik iiyesi Bid, intrinsik ve ektrinsik apoptotik yollar arasinda
ortak bir molekiildiir. Daha sonra, apoptozom olusumu Bak ve Bax molekiilleri ile

sitokrom salinimi ile indiiklenir (Sekil 4.11.1.1) (82).

21



Olim Ligandlan
TNF-alpha, FASL.TRAIL

Yolak Olim Reseptorieri
TNERI1. FAS, DRS

Adaptorier Cps3>

DISC
BID

Otokatalitik . Proteininin
Aktivasyon Pro"aspV Ayrnilmas:
Kaspaz-3/6/7 |
l Apaf-1
=" Siz
Kaspaz-9

Sekil 4.11.1.1. Intristik ve Ekstrinsik apoptoz yollarinin genel isleyis semasi (83)

4.11.2. Apoptoz Ol¢iimii

FADD. TRADD intrensek
Yolak
A
e 1 .
\ B

80’11 yillarda morfolojik kriterlere gore belirlenen apoptoz daha sonra DNA

kiriklarinin saptanmasina yonelik yontemlerle belirlenmeye baglandi. 90’11 yillarda

apoptotik  hiicrelerde kaspazlarin  aktiflestiginin  bulunmasi {izerine kaspaz

aktivasyonu Olgiiliirek apoptoz belirlendi. 90’11 yillarin sonunda fosfotidilserin

translokasyonu ile apoptoz saptandi. 2000’li yillarda sadece apoptotik epitelyal

hiicrelerde kaspaz aktivitesi ile kirilan bir protein olan keratin 18’in 6zgiin formunu

saptayan antikorlar kullanilarak apoptoz daha spesifik olarak saptandi.
Apoptozun belirlenmesinde kullanilan ¢ok sayida yontem vardir (84).
1- Morfolojik goriintiileme yontemleri
Isik mikroskobu ( hematoksilen boyama , giemsa boyama)
Floresan mikroskobu
Elektron mikroskobu
Faz-kontrast mikroskobu
2- Immiino histokimyasal yontemler
Annexin V yontemi

Tunnel yontemi
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M30 yontemi

Kaspaz 3 yontemi
3- Biyokimyasal yontemler

Agaroz jel elektroforezi

Western blotting

Flow sitometri (DNA azalmas1 — Annexin V)
4- Molekiiler biyoloji yontemleri

DNA microarray
5- Immiinolojik yéntemler

Elisa (DNA fragmantasyonu, M30 diizeyi, Annexin V)

Fluorimetrik yontem (Kaspaz aktivasyonu)
4.12. Epitelyal — Mezenkimal Doniisiim (EMT)

EMT ilk olarak erken embriyojenik morfogenezde merkezi bir farklilasma
stireci olarak kesfedilmistir (85). Normal epitel hiicrelerinin hiicre polaritesi ve
yapisma gibi Ozelliklerini kaybettigi, migrasyon ve invazyon gibi mezenkimal
hiicrelerin  6zelliklerini kazandigir patolojik bir olgudur (86). Bu islem hem
morfolojik hem de molekiiler seviyelerde gerceklesir. EMT, yara iyilesmesi, doku
fibrozu ve kanser metastazi ile iligkilendirilmistir. Kadinlarda EMT, plasenta
olusumu ve dogum sonrasinda, inflamasyon ve doku onarimi ile uyumlu fibroblast
olusumu seklinde goriiliir. Gelismekte olan embriyo ve yetiskinlerde MET meydana
gelebilir, boylece belirli bir yere go¢ ettikten sonra mezenkimal hiicreler epitelyal
hiicrelere doniistir (87). EMT, gelisim ve yara iyilesmesi sirasinda normal olarak
degerlendirilen bir slire¢ olmakla birlikte, fibrozis ve kanser metastazi dahil olmak
tizere farkli patolojilerinde rol oynamaktadir (88). EMT kanser hiicrelerinde
metastazin en dnemli basamagidir. EMT ye epitelyal ve mezenkimal belirteclerdeki
degisikliklere bakilarak karar verilmektedir. Epitelyal belirteclerdeki (E-kaderin)
azalma ve mezankimal belirteclerdeki (N-kaderin, vimentin) artma hiicrenin EMT ye

gittiginin gostergesidir. Kanser hiicrelerinde EMT’nin 6nlenmesi veya EMT’den
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MET’e doniisiimiin saglanmasi metastazin 6nlenmesi i¢in etkili bir strateji ve ilag

arastirmalari i¢in bir hedef olabilir (89).
4.12.1. EMT Belirtecleri

Epitel hiicreleri normalde lateral hiicre-hiicre baglantilar1 (sik1 baglanti
bolgeleri, yapisma bolgeleri, gegit baglantilar1 ve desmozomlar) tarafindan bir arada
tutulur. Apikal-bazal polarite gosterirler ve hemidesmozomlar ve a6p4 integrinler
yoluyla altta yatan bazal membran ile etkilesirler. Ek olarak, epitelyal hiicreler,
epitelyal hiicre katmanlarinin gesitli fiziksel streslere dayanikliligini saglamak igin
desmozomlari stabilize eden spesifik sitokeratinleri ifade eder. EMT'nin aktivasyonu,
hiicre polaritesinin kaybi, hiicre-hiicre baglantilarinin bozulmasi, altta yatan bazal

zarin bozulmasi ve hiicre dis1 matriksin (ECM) yeniden diizenlenmesi ile sonuglanir

(90).

EMT
Epitelyal Parsiyel Mezenkimal
Tight Adherens Desmozom
junction junction
{ Actin stres lifleri
Apikal
e E /
b /4/
P, ~
©y <y 3 TG / \
Bazal po —_ __4_’__’_% Arka On
A 32 (S
Membran Hemidesmazom
MET
* E-kaderin * Crumbs
* Epitelyal Hiicre * PAT)
Adezyon Molekuld e LGL » N-kaderin
* Okludinler * Vimentin
« Kilaudinler « Fibronektin
. (16[34 integrinler . Bl ve [33 integrinler
* Sitokeratinler * MMPs

Sekil 4.12.1.1. EMT — MET doniisiimiiniin gésterilmesi (90)

Tiimor hiicrelerinde EMT durumunda mezenkimal durumun gostergesi olan
N-kaderin, vimentin, fibronektin, 1 ve B3 integrin ve matriks metalloproteinaz
(MMP) 2,3,9 upregiile olmaktadir. E-kaderin, desmoplakin, sitokeratin, okludin ve
a6B4 integrin gibi epitelyal belirtecler ise down regiile olmaktadir (Sekil 4.12.1.1)
(92).
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4.12.1.1. E-Kaderin

Epitelyal hiicre yapisma molekiilii kaderin 1 (CDHI1; epitelyal kaderin (E -
kaderin) olarak da bilinir) iyi bilinen bir biiylime ve invazyon baskilayicidir. E-
kaderin, doku organizasyonunu ve apoptozu bloke eden karmasik mekanizmalarla
tiimdr olusumunu ve tiimor yayilimini baskiladigi bilinmektedir. Bu mekanizmalarin,
B-katenin ve epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) gibi protoonkojenik
molekiillerin inhibisyonu ile birlestiginde biyofiziksel yapisma siireglerini ve
mekanotransdiiksiyon esasli hiicre i¢i sinyalleri icerdigi disiiniilmektedir. Malign
karsinom hiicreleri E-kaderin fonksiyonunu g¢esitli sekillerde ortadan kaldirir ve

metastaz gelisimini saglarlar (92).
4.12.1.2. N-Kaderin

N-kaderin, homotipik ve heterotipik hiicre-hiicre yapismasina dogrudan
aracilik eden klasik kaderinlerin kalsiyum bagimli adezyon molekiilii ailesinin bir
tiyesidir. Gelisim doneminde, N-kaderin kardiyak ve nodral dokularin olusumu
sirasinda morfogenetik siireglerde onemli bir rol oynar ve osteogenez, iskelet
miyogenezi ve vaskiilatiiriin olgunlagsmasinda rol oynar. Yetigkinlik doneminde ise
N-kaderin, noral hiicreler, endotel hiicreleri, stromal hiicreler ve osteoblastlar dahil
olmak {izere ¢ok sayida hiicre tipinde eksprese edilir ve sinaps fonksiyonu, vaskiiler
stabilite ve kemik homeostazi igin tamamlayicidir. N-kaderin normal epitel
hiicrelerinde tipik olarak yoktur veya diisiik seviyelerde eksprese edilirken, epitelyal
kanser hiicrelerinde N-kaderin'in anormal ekspresyonu, meme, prostat, iirotelyal ve
pankreas kanseri gibi epitelyal malignitelerin iyi belgelenmis kanser tiirlerinde

goriiliir ve hastalik prognozu ile iligkilidir (93).

EMT'nin belirlenmesindeki en onemli olaylardan biri E-kaderin ekspresyonunun
down regiilasyonu ve N-kaderin’in up regiilasyonu veya de novo ekspresyonudur. Bu
olay “kaderin degisimi” olarak ifade edilir ve artan migrasyon ve invaziv davranis ile
iligkilidir (94,95). E-kaderin down-regiilasyonunun o6nemli bir sonucu, stabil
epitelyal hiicre-hiicre baglantilarinin, apiko-bazal hiicre polaritesinin ve epitelyal
doku yapisinin kaybidir, boylece kanser hiicrelerinin primer tiimoér bdlgesinden
salinmasin1 kolaylagtirir. E-kaderinin migrasyonu baskilayici roliiniin aksine, N-

kaderin, E-kaderin eckspresyonuna bakilmaksizin tiimor hiicrelerini  gelismis
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migrasyon ve invaziv kapasiteye sahip hale getirir. Bu nedenle, N-kaderin artiginin
epitelyal kanser metastazi ve hastalik ilerlemesinde kritik bir adim oldugu

goriilmektedir (96,97,98).
4.12.2. EMT Transkripsiyon Faktorleri

Malign tiimorlerde epitelyalden mezenkimale doniisiimiin saglanmasi i¢in bir
hiicre baglant1 proteini olan E-kaderinin transkripsiyon faktorleri tarafindan
baskilanmast  gerekmektedir. Bu sekilde kanser hiicrelerinin  metastazi
saglanmaktadir. EMTmin giicii Oncelikle, hiicresel yeniden programlanmay1
tetikleyebilen EMT-uyaric1 transkripsiyon faktorlerinin potansiyeline baglidir (99).
EMT transkripsiyon faktorleri olarak adlandirilan faktorler arasinda SEF1 ailesi dahil
olmak iizere two zinc finger faktorleri (Zinc-finger E-box binding homeobox
1(ZEB1) /dEF1 [d-kristalin /E2-box faktor 1] ve ZEB2/SIP1 [Smad ile etkilesen
proteinl]), Snail ailesi (Snail, Slug ve Smuc) ve temel sarmal dongii-sarmal
faktorleri (Twist ve E12/E47) yer almaktadir. Bunlar arasinda, dEF1 ailesi
proteinlerinin (ZEB1 / dEF1 ve ZEB2 / SIP1) seviyeleri 6zellikle EMT fenotipleri ve

kanser hiicrelerinin agresifligi ile pozitif iliskilidir (100).

Snail, Zeb ve Twist, EMT'yi indiikleyen yaygin hiicre dis1 uyaranlar (TGF-,
Wnt ve biiyiime faktorleri gibi) tarafindan aktive edilir. Bunlar arasinda en ¢ok
calisilan TGF- B’nin EMT'yi desteklemek icin Snail, Zebl ve Twistl'i up regiile
ettigi bilinmektedir. EMT ayrica hipoksi, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve DNA
hasarmin neden oldugu genotoksik stres gibi stresi indiikleyen hiicre kosullar
tarafindan tetiklenir. Stres kosullar1 ile uyarilan EMT, kemoterapi ve radyoterapiye
direng gelisimini kolaylagtirir, timor hiicrelerinin invazyonunu ve metastazini arttirir

ve kanser kok hiicreleri benzeri 6zellikler saglar (101).
4.12.2.1. Twist

Twist (Twistl olarak da bilinir) ve Twist ile iligkili protein (Twist2) genis
homolojiyi paylasir. Twistl noral tiip olusumu icin gereklidir ve iskelet gelisimi
sirasinda  osteogenik ve kondrojenik  hiicrelerin  mezenkimal Onciillerden
farklilagmasinin  diizenlenmesinde ve yeniden modellenmesinde rol oynadig

diisiiniilmektedir. Ote yandan Twist2, benzer mekanizmalar yoluyla osteoblast
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gelisimi sirasinda osteoblast olgunlagsmasini engelleyerek hiicreleri preosteoblast
fenotipinde korur. Anormal bir Twistl ifadesi veya gen metilasyonu siklikla
metastatik karsinomlarda bulunur. Twistl'in asir1  ekspresyonu; PK, epitelyal
yumurtalik kanseri gibi jinekolojik kanser, lirotelyal ve mesane kanseri, tiroid kanseri
gelisimi ve ilerlemesi ile de iliskilidir. Twistl, Akt (serin / treonine 6zgii bir protein
kinaz), sinyal transdiiseri ve transkripsiyon 3 aktivatorii (STAT3), mitojenle
aktiflestirilen protein kinazi (MAPK), Ras, TGFp ve Wnt sinyallemesi dahil olmak

tizere farkli sinyal yollarindan kanser metastazinda 6nemli bir rol oynar (102,103).
4.12.2.2. Snail

Drosophila embriyonik proteini Snail, mezoderm ve noral krest olusumu ve
omurgali ve omurgasiz embriyolarin merkezi sinir sistemi (CNS) gelisimi gibi uygun
gelisim icin gerekli olan transkripsiyon faktorii iceren bir zinc finger proteinidir.
Snail siiper ailesi, Sanill ve Snail2'yi (Slug olarak da bilinir) icerir ve tiim aile
tiyeleri transkripsiyonel baskilayicilar1 kodlar ve E-box heksa-niikleotid DNA
motifine baglanan yiiksek oranda korunmus bir karboksi terminal alani1 ile benzer bir
organizasyonu paylasir. Snail / Slug ekspresyonu, epidermal biiylime faktorii (EGF),
fibroblast biiytime faktorii (FGF), hepatosit biiylime faktorii (HGF), TGFp, kemik
morfogenetik proteinleri (BMP'ler), Wnt, Notch, tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a)
ve sitokinler gibi ¢oklu sinyal molekiillerinin kritik bir diizenleyicisi oldugu i¢in
kanser metastaz1 ile yakindan iligkilidir. Tiimo6r mikrogevresinden gelen sinyal
molekiillerinin, farkli hiicresel baglamlarda Snail / Slug'u aktive ettigi gosterilmistir.
Aktif Snail/ Slug, E-kaderin'i down regiile ederek ve hiicre migrasyonu, invazyonu

ve timor progresyonunu tesvik ederek belirgin sekilde EMT'yi uyarir (104,105).
4.12.2.3. Zeb

Zeb ailesi (Zebl ve Zeb2), omurgali embriyosunun normal gelisimi sirasinda
noral krest hiicrelerinin ve tiirev yapilarin olusumunda 6nemli bir rol oynayan bir
grup zinc finger / homeodomain transkripsiyon faktoriidiir. Zeb proteinleri, E-
kaderin'i regiile ederek ve uzak organlara hiicre migrasyonunu, invazyonunu ve
nihayetinde metastazi kolaylastirarak vimentin, fibronektin, N-kaderin ve MMP'ler
gibi bir dizi diger mezenkimal markeri diizenleyerek EMT'yi indiikler. Zeb

proteinlerinin ekspresyonu; biiyiime ve steroid hormonlari, hipoksiye bagl faktor-1
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alfa (HIF-1a) hipoksik kosullarda, FGF, insiilin biiylime faktorii 1, trombosit tiirevli
biiylime faktorii (PDGF) reseptorii, Ras-ERK2-Fral, NF-«B ve Janus kinaz (JAK) /
STAT3 ve TGFB / Smad, Wnt ve Notch gibi klasik sinyal yollar1 gibi ¢esitli sinyal
molekiilleri tarafindan aktive edilir (102,106).
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Sekil 4.12.2.3.1. Snail, Slug, Twist, ZEB1/2 transkripsiyon faktorlerinin E-kaderin
ile iligkisi (107)

4.12.3. Prostat Kanserinde EMT

Kanser olan ¢ogu hasta, primer tiimorlerin hayati organ ve dokulara metastaz
yapmast nedeni ile hastaliga yenik diigmektedir. PK kemige metastaz yapma
egilimindedir (108). Liu ve ark.’larinin yaptig1 bir calismada aktif androjen
reseptoric (AR)’nin  E-kaderin ekspresyonunu down regiile ederek PK’inde
metastazin tesvik edilmesine neden oldugu gosterilmistir (109). Ayrica bir
transkripsiyon faktorii olan Snail; E-kaderini, E kaderin E-box bolgesine baglanarak
ve PK hiicrelerinde transkripsiyonu baskilayarak regiile edebilir. Prostat
tiimorlerinde, Snail’in yiiksek ekspresyonu E-kaderin ekspresyonunun diismesine

neden olur (110).

PK’inde, a ve B-kateninlerin ekspresyon seviyeleri klinik tiimoér derecesi ve
evresi ile giiclii bir korelasyon gosterir ve diisiik eksprese edilirler. Vimentin
mezenkimal hiicrelerde eksprese edilen bir tip III ara filament proteinidir ve hiicre

biitiinliiglinli koruyan dinamik bir bag gorevi goriir. Agresif, hormona duyarsiz PK
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hiicrelerinde asir1  eksprese edilen vimentinin, invaziv fenotipi gelistirdigi
bilinmektedir. Klinik PK’de, N-kaderin, vimentin ve fibronektin gibi mezenkimal
belirteclerin birlikte ekspresyonu, timdr mikrogevresinde nadirdir; bununla birlikte,
Gleason 4 prostat tiimorlerinde eslik eden N-kaderin asir1 ekspresyonu ve E-kaderin
down regiilasyonu, zayif diferansiye tiimorleri karakterize eden kaderin degisiminin

giiclii bir gostergesidir (111).

Standart TGFB sinyali TGFB ligandinin tip II reseptorlerine (TGFBRII)
baglanmasi yoluyla meydana gelir ve Smad proteinleri, Smad 2 ve Smad 3 yoluyla
sinyal yayilimini baglatir. Reseptor substratt (RS) Smadlar olarak bilinen
fosforlanmis Smadlar 2 ve 3, gekirdegin i¢indeki Smad4 ile aprotein kompleksi
olusturur ve DNA baglayic1 kofaktorlerle iliskisini kolaylastirir ve TGFB'ye cevap
olarak sirali transkripsiyonel programlar1 aktive eder. Ilerlemis PK’indeki artmus
TGFp ekspresyonu PK progresyonu ile koreledir (112). PK’inde TGFp sinyali farkli
yollar iizerinden de baslatilabilir. Her biri EMT ye farkli katkilar1 olan Erk / MAPK,
JNK / p38MAPK, PI3 K / Akt yollar1 bu efektorler arasinda bulunmaktadir (113).

Ostrojen reseptdrii B (ERB1) ve ligand1 5a-androstan-3b, 17b-diol'iin temel
rolii epitelyal fenotipin korunmasidir. TGF ile indiiklenen EMT durumunda ER
ekspresyonunun azaldigi gozlenir. Cesitli ¢caligmalarda gosterildigi gibi ERB1, HIF-
la'y1 islevsel olarak dengesizlestirir, dolayisiyla EMT'yi destekledigi bilinen bir
transkripsiyon faktorii olan VEGF A'yi bastirir. Azalmis ERP ekspresyonu EMT'yi
tesvik etmek i¢in tek basina yeterlidir ve PK’inde yiiksek Gleason tiimdrlerinin

karakteristik 6zelligidir (114).

PK’deki EMT mekanizmalar: transkripsiyon faktorleri olan Snail, Slug Twist
ve Zeb ile diizenlenir. Transkripsiyon faktdrleri Snail ve Slug, epitelyal gen
ekspresyonlarin1 baskilayarak kanser ilerlemesine katkida bulunur. Snail, Akt
sinyalini aktive ederek TGFp'nin neden oldugu EMT'in y6nlendirilmesinde gerekli
gibi gorliinmektedir, bu da EMT'de Akt aktivasyonunun onemli bir rol oynadiginm
diistindiirmektedir. Metastatik PK’de Snail genini iceren bolgenin analizinde, PK
progresyonunda Gleason skoru ile 6nemli dlgiide iliskili olan Snail asir1 ekspresyonu

gosterilmistir. PTEN / TP53 kaybi olan bir fare modelinde Snail ailesi baskilayici
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aktivitesinin fonksiyonel analizi, Slug’mm TGFp ile indiiklenen EMT'nin ana

regiilatorii oldugu ve Snail'in nispeten kiigiik bir rol oynadigi bulunmustur (115,116).

ZEB aktivasyonu Ras / MAPK veya Wnt / B-katenin sinyalini aktive eden
biiyiime faktorleri yoluyla gergeklestirilir. ZEB1'in PK’indeki baskilayict etkileri,
ZEBI tarafindan E-kaderin promotdriine alinan NAD'ye bagli histon deasetilaz olan
SIRT1'e baghdir. Mezenkimal fenotip sergileyen PK hiicrelerinde, ZEBI1'in
inhibisyonu N-kaderin ve fibronektini azaltirken, E-kaderin ekspresyonunu geri
kazandirir. PK’inde ZEB1, IGF tarafindan Erk / MAPK'ya bagl bir sekilde aktive
edilebilir (117).

Hipoksik kosullar altinda aktive edilen HIF-1lo, dogrudan Twist
ekspresyonunu diizenleyerek EMT'yi indiikler. Hipoksi yolaginda yer alan ve
Twist’ten once gelen HIF-1a tiimor hiicrelerinin hipoksiye adaptasyonunda anahtar
bir rol oynar ve hipoksiye yanit veren en kritik sinyal yolagidir (118). HIF-1a ile
indiiklenen EMT metastazda onemlidir. Bu konu ile ilgili yapilan calismalarda
kanser hiicrelerinde HIF-la seviyelerinin yiikselmesi ile hiicrelerin EMT’ye gittigi
bulunmustur (119,120,19). Twist, tiimorojenik doniisim mekanizmalarini gegersiz
kilarak erken yaglanmayi karakteristik olarak inhibe edebilir. Klinik PK’inde
Twist’in asir1 ekspresyonu, prostat epitelyumunun metastatik davranist ve malign
transformasyonu ile iligkilidir. Twist ekspresyonunun fonksiyonel inhibisyonu,
MET'e morfolojik geri doniisiim ile sonuclanir, bu da bir EMT transkripsiyon
faktoriinlin baskilanmasinin MET'e doniisiim dongiisiinii indiikleyebilecegini gosterir

(Sekil 4.12.3.1) (111).
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Sekil 4.12.3.1. Prostat kanserinde EMT mekanizmasi (111)
4.12.4. EMT Laktat Dehidrojenaz iliskisi

Yapilan ¢alismalara bakildiginda EMT sinyal yolaklarindan olan HIF-1o’nin
hipoksik ortamlarda LDH-A ekspresyonunu degisik kanser tiirlerinde arttirdigini
gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (21,22,121). Kanser hiicrelerinde LDH-A
aktivitesindeki artis ile laktik asit artar ve laktik asidoz meydana gelir. Ortaya ¢ikan
asidoz HIF-1a iizerinden apoptoza direng¢ gelismesine neden olur (25,122). Bu
bilgiler 1s1¢inda artmis LDH aktivitesinin kanser hiicresine daha agresif bir karakter

kazandirdig1 ve invaziv 6zelligini arttirdig1 sdylenebilir.
4.13. D vitamini

D vitamini yagda eriyen vitaminler arasinda bulunan kolesterolden
sentezlenen bir steroid hormondur. Az sayida gida dogal olarak D vitamini icerirken
genel olarak ultraviyole B 1ginlarina maruz kalma yoluyla deride sentezlenir (123). D
vitamini baslangigta biyolojik olarak inaktif bir dnciil olarak sentezlenir, yar1 dmrii
12-16 saattir. Karacigerde, 3 haftalik bir yarilanma &mriine sahip olan kolekalsiferol
ana dolasim formu olan 25-hidroksi D vitamini (25 (OH) D) 'ye donistiiriiliir. Uzun
yarilanma Omrii nedeniyle, 25 (OH) D, bireysel D vitamini seviyelerini

degerlendirmek i¢in en giivenilir bilesiktir. Son olarak molekiil bobrekte kalsitriol
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olarak da bilinen biyolojik olarak aktif forma, 1,25-dihidroksi vitamin D (1,25
(OH)2D3)'ye doniistiiriiliir. D vitamini formlari dolagimda vitamin D baglayict
proteinlere (VDBP) baglanarak dolasir. Aktif D vitamini formu olan 1,25 (OH)2Ds
hedef hiicrelere girer, D vitamini reseptoriine (VDR) baglanir ve retinoik asit
reseptorii (RXR) ile etkilesime yol agan konformasyonel bir modifikasyonu indiikler.
VDR, steroid-tiroid-retinoid asit reseptorii siiper ailesinin hiicre i¢i bir polipeptit
pargasidir. VDR / VDR homodimerleri veya VDR / RXR heterodimerleri olarak
hedef hiicre DNA'sina baglanir ve 6zel protein sentezlerine yol agar (124). Her ne
kadar D vitamininin en iyi bilinen islevi kalsiyum ve fosfat serum seviyeleri arasinda
dengenin korunmasinda oynadigi rol olsa da 1,25 (OH)2Ds'nin hiicre i¢gi VDR'ye
baglanmasi ile 900'den fazla geni diizenleyerek bir¢ok fizyolojik siirece dahil olur.
Bu nedenle, D vitamini son zamanlarda fizyolojik homeostazin siirdiiriilmesi i¢in
gerekli goriilmeye baglanmistir. Eksikligi, kanser, hipertansiyon, otoimmiin
hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve metabolik bozukluklarla iliskilendirilmistir

(125).
4.13.1. D vitamini Kanser iliskisi

Glinlimiizde D vitamini ve kanser arasindaki iliskiyi aydinlatmak {izere cesitli
aragtirmalar yapilmaktadir. Yapilan arastirmalarda D vitamini eksikliginin meme,
ovaryum, bobrek, mide, kolon ve PK ile ilgili oldugu ¢alismalarla ortaya konmustur

(126,127,128).

Bu aragtirmalarda bulunan sonuglar 4 ana baslik altinda toplanmastir;

1-Diisiik D vitamini diizeyleri kanser gelisim riskini artirmaktadir (129,130),
2-Yiiksek dozda vitamin D alimi kanser riskini azaltmaktadir (131,132),

3-D vitamini iiretiminin yiiksek oldugu yaz aylarinda kanser riski diismektedir (133),

4-D vitamini Uretimindeki sinyal yolaklarinda olabilecek hatalar, kanser riskini

arttirmaktadir (134).

Epidemiyolojik ve preklinik caligmalarda D vitamininin aktif formu olan
1,25(0OH),D3 vitamini tedavisinin yararli etkileri gozlendiginden, antikanser

etkilerini agiklayan c¢esitli mekanizmalar Onerilmistir. Elde edilen veriler, D
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vitamininin metastaz ve hiicre-mikrogevre etkilesimlerine kadar tiim tiimor olusum
mekanizmasint  regiile edebilecegini  disiindiirmektedir. Bu mekanizmalar,
proliferasyon, diferansiyasyon, apoptoz, otofaji, EMT gibi hiicre davranislarinin
diizenlenmesini ve anjiyogenez, oksidatif stres, enflamasyon ve bagisiklik sistemi

gibi hiicre-mikrogevre etkilesimlerinin modiilasyonunu igerir (135).
4.13.2. D vitamini Prostat Kanseri Iliskisi

PK’inde D vitamininin roliiniin incelenmesinin nedenlerinden biri, D vitamini
ile PK riskini arastiran ve iligki bulan cok sayida epidemiyolojik caligmalarin
olmasidir. Diger bir¢ok tiimorde oldugu gibi (Kolorektal, meme, akciger ve Hodgkin
dist lenfoma), calismalar kuzey enlemlerinde yasayan D vitamini seviyeleri diisiik
erkeklerde PK riskinin ¢ok yiiksek oldugunu bildirmistir. D vitamini ve PK
arasindaki iliski i¢in en ikna edici vakalardan biri, Afro-Amerikali erkeklerde yapilan
caligmalara dayanmaktadir. Bu erkeklerde 25 (OH)Ds seviyeleri genellikle diigiiktiir
(esas olarak cilt pigmentasyonunun D vitamini intrakutan sentezini azaltan etkisinden

dolay1) ve PK riski ve mortalitesi Kafkas irkina gore agikga yiiksektir (136).

Hiicrelerin D vitamini tedavisinin antikanser etkileri ile iligkili biyokimyasal
degisiklikler PK ve diger kanser hiicre hatlarinda kapsamli bir sekilde incelenirken,
kanser hiicrelerinin hayatta kalmasinin ve proliferasyonunun inhibisyonunun altinda
yatan detayli mekanizmalar tam olarak anlasilamamustir. In vitro ve in vivo olarak en
sik incelenen 1,25 (OH)2Ds, asagidaki biyokimyasal etkilerle iligkili olarak timor

biiylimesini inhibe eder:

1- GO / Gl'de artan hiicre sayis1t ve p21 ve p27 gibi sikline bagl kinaz (CDK)

inhibitdrlerinin modiilasyonu ile hiicre dongiisiiniin durmasi,

2- Poli (ADP - riboz) polimeraz (PARP) bdliinmesi, anneksin baglanmasi ve artan

Bax / BCL-2 orani ile apoptoz indiiksiyonu,

3- Fosforile mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (P-MAPK) hiicre dis1 sinyal ayarl
kinaz [ERK] 1/2, fosforile-AKT (P-AKT), AKT ve MAPK/ ERK kinaz (MEKK) -1

gibi “proproliferatif” sinyalleme molekiillerinin baskilanmasi,

4- Kaspaza bagli MAPK / ERK kinaz klevajinin indiiksiyonu,
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5- p53’iin indiiksiyonu,

6- Anjiyogenezin inhibisyonu,

7- Motilite ve invazyon inhibisyonu,

8- Diferensiyasyonun indiiksiyonu,

9- Timor ile iliskili biiylime faktdrlerinin ekspresyonunun modiilasyonu.

Bu tiimor inhibisyon mekanizmalarinin her birinin, in vitro ve in vivo PK ve
diger kanser modellerinde meydana geldigi agiklanmistir. Ek olarak, 6nemli kanitlar
D vitamininin bagisiklik fonksiyonu ve inflamasyondaki roliiniin de kanser olusum

riskini azalttigini gostermistir (137).
4.13.3. D vitamini EMT iliskisi

D vitamini EMT’nin negatif modiilatoriidiir. VDR reseptorii invazyon
baskilayic1 E-kaderin ve tiimor baskilayici sistatin D gibi cesitli genlerin
indiiksiyonunu kontrol eden ve Wnt/B-katenin yolunu antagonize ederek EMT'ye
kars1 cikar. Yapilan caligmalarda 1,25(OH).Ds3’iin TGFf tarafindan indiiklenen
EMT’nin aksine etki gosterdigi ve bunu da EMT belirteclerinin ekspresyonunu
inhibe ederek yaptigi anlasiimaktadir (138).

Meme ve kolon kanseri hiicrelerinde yapilan ¢aligsmalarda, VDR, B-katenin ve
Snail’in  birbiriyle iliskili oldugu bulunmustur. VDR aktive edildiginde,
transkripsiyon faktorii 4 ile birlesmek i¢in B-katenin ile rekabet eder, boylece kolon
kanserinde B-katenin aktivitesini inhibe eder. Ligand baglanmasi iizerine E-kaderin
ekspresyonunu aktive eden VDR, Snail tarafindan baskilanir, ancak ZEB1 tarafindan
indiiklenir. Ligand ile aktive edilen VDR, epitelyal farklilasmay1 ve E-kaderin ve
diger hiicreler aras1 adezyon genlerinin ekspresyonunu indiiklediginden Snaill ve
Slug tarafindan VDR baskisi, 1,25(0OH)2D3 varliginda bile EMT indiiksiyonunu
garanti eder. ZEB1, ZEB2, E47 ve Twistl gibi diger EMT indiikleyicileri insan VDR
gen promotoriinii inhibe etmediginden, bu etki Snail transkripsiyon faktorleri ailesine
0zgl gibi goriinmektedir. Bazi ¢aligmalar, Snail ve Slug transkripsiyon faktorlerinin
VDR'nin baskilayicilari ve dolayisiyla kolon kanseri hiicrelerinde 1,25(OH)2D3

etkisinin oldugunu gostermektedir. Kolon kanseri biyopsilerinden elde edilen veriler,
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Snaill ve Slug’in kolon kanseri ilerlemesi sirasinda VDR down regiilasyonundan
sorumlu olabilecegini gdstermektedir. Yiiksek Snaill ve Slug seviyeleri olan kanser
hastalar1 daha diisiik VDR ekspresyonuna sahiptir ve bu nedenle D vitamini

bilesikleri ile tedaviye direnglidirler (139).
4.13.4. D vitamini Apoptoz Iliskisi

1,25(0OH)2D3’nin saglikli ve tiimoér dokularinda VDR ’ler araciligi ile apoptoza

neden oldugu bilinmektedir.

Ekstrinsik ve Intrinsik yollar iizerinden indiiklenen apoptoz, kontrollii hiicre
Olimiinii saglamaktadir. Apoptoz mekanizmasinda etkili oldugu diisiiniilen
faktorlerden birisi de hiicresel kalsiyumdur. Kalsiyum apoptoz icin 6nemli bir
diizenleyicidir ve apoptozun baslatilmast ve apoptoz sinyal yolaklarinin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Hiicre i¢i kalsiyum artisi apoptoz iizerinden
hiicre 6limiinii tetiklemektedir. Ancak kalsiyumun etki ettigi apoptoz sinyal yolagi
ve hedefleri tam olarak aydinlatilamamistir. Olas1 hedefler olarak kaspazlar ve

kalsiyum bagimli ndtral proteaz olan kalpainler diistiniilmektedir (140).

Kalsiyum iyonlarmin apoptoza olan etkisinde ilk yol olarak, sitokrom c
IP3R’e baglanmakta ve biiyiik bir sitokrom c¢ salinimi ile apoptoza yol agan bir
amplifikasyon prosesi ortaya g¢ikmaktadir. Ikinci yol olarak, proapoptotik ve
antiapoptotik Bcl-2/Bax aile iiyeleri arasindaki denge endoplazmik retikulum
(ER)’un kalsiyum igerigini regiile ederek ve ER’den mitokondriye kalsiyum aktarimi
hiicre 6limiinii tetiklemektedir. Ayrica antiapoptotik bir protein olan Bcl-2 direkt
olarak IP3R ile etkilesime girebilir ve kalsiyum salinimini ve apopitozu inhibe

edebilir (141).

Kalsiyum homeostatik mekanizmasi; voltaja bagimsiz ve voltaja bagiml
kalsiyum kanallar1 {izerinden ekstraselliller alandan kalsiyum girisini, ER
depolarindan kalsiyum salinimi ve kalsiyum sinyallerini yok eden sitozolik kalsiyum

tamponlama sistemlerini igermektedir (142).

1,25(0H)2D3 degisik hiicre tiplerinde kalsiyum girigini, transferini ve
kalsiyum tamponlamasini uyarmaktadir. 1,25(OH)2D3 voltaja bagimli ve voltaja

bagimsiz kalsiyum girisini aktive eder ve ryanodin reseptorleri (RyR) ve IP3R
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sayesinde ER’den kalsiyum salinimini tetikler. Ayrica niikleer ve membran

VDR ’lerine baglanan 1,25(OH)2Ds kalsiyum sinyallerini tetikler (143).

Kanser hiicrelerinde ve gelismis adipositlerde 1,25(OH)2D3 yiiksek
gecirgenlikte olan voltaja bagimli kalsiyum kanali {lizerinden kalsiyum akigini
indiiklemekte ve ER’de bulunan IP3 reseptdr/kalsiyum salinim kanali iizerinden
kalsiyum salinimi gergeklestirmektedir. Bu sayede intraselliiler kalsiyum artisi
olmaktadir. Bu da kalpain/kaspaz 12’ye bagimli apoptotik yolagi aktive ederek
apoptozu saglamaktadir. Normal epitel hiicrelerinde ise 1,25(OH)2D3 etkisi ile
kalsiyum hiicre icine diisiik gegirgenlikte olan voltaja bagimli kalsiyum kanali ve
voltaja duyarli kalsiyum kanali {izerinden ve ER’de bulunan RyR reseptorleri
tarafindan hiicre icine kalsiyum girisi saglanmaktadir. Ancak voltaja duyarh
kalsiyum kanalinin aktivasyonu ile intraselliiler kalsiyumun artisinin durdurulmasi
icin vitamin D’ye bagimli kalbindin D28k eksprese edilmektedir ve hiicrenin
apoptoza gitmesi durdurulmaktadir. Kalbindin D28k sadece normal epitel
hiicrelerinde  sentezlenmektedir.  Ayrica, intraselliller kalsiyum miktarinin
distiriilmesi i¢in 1,25(OH)2Ds kalsiyum ATPaz miktarini artirarak hiicre disina
kalsiyum pompalamasi yapmaktadir (Sekil 4.13.4.1) (141,142,143).

Ca-ATPase

Sekil 4.13.4.1. 1,25(0OH).Dz’iin apoptoza etkisi (144)
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5. YONTEM VE GERECLER

5.1. Kullamilan Cihaz ve Malzemeler

Faster Air Hiicre Kiiltiir Kabini (Italya)
Inkiibator, ESCO Cell Culture CO2 Incubator (A.B.D.)

Inverted Mikroskop (Zeiss, Almanya)
Neubauer Hiicre Sayim Lami (Almanya)

Eppendorf pipet seti (Almanya)

BioTek Synergy HTX multimode plaka okuyucu (A.B.D.)
Esco -80°C derin dondurucu (A.B.D.)

Miele +4°C ve -20°C buz dolab1 (Almanya)

BioRad SDS-PAGE (A.B.D.)

BioRad Trans-Blot sistemi (A.B.D.)

BioRad Jel goriintiileme sistemi (A.B.D.)

Thermo ABI 700 real time PCR (A.B.D.)

Thermo sogutuculu santrifiij (A.B.D.)

Azot tanki, Thermo (A.B.D.)

ATCC Tramp-C2 prostat kanser hiicre hatt1 (A.B.D.)

Sodyum Okzamat (LDH-A Inhibitérii), Sigma (Almanya)
Dosetaksel, Alfa Aesar (A.B.D)

1,25(0OH)2D3 vitamini Calcijex (Kanada)
DMEM yiiksek glikozlu Gibco (A.B.D.)

Phosphate Buffered Saline (PBS), Sigma, (Almanya)
FBS Gibco (A.B.D.)

Bovine Insiilin, Sigma (Almanya)

Dehidroizoandrosteron, Sigma (Almanya)

Penisilin- Streptomisin, Thermo (A.B.D.)

Fare CK18-M30 eliza kiti, BT lab (Cin)

Fare Laktat eliza kiti, MyBiosource (ABD)

Roche TUNEL kiti, Sigma (Almanya)

N-kaderin, Slug primer antikor, Elabscience (A.B.D.)
E-kaderin, Snail, Twist, HIF-1a primer antikor, BT lab (Cin)
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Sekonder antibody, BT Lab (Cin)

gqPCR problar1 (E-kaderin, N-kaderin, Snail, Slug, Twist, HIF-1a), Thermo
(A.B.D.)

gPCR kontrol probu C18S, Thermo (A.B.D.)

Trans-Blot Turbo RTA Transfer Kiti, Mini boy PVDF, BioRad (A.B.D.)
10x Tris Buffered Saline (TBS), BioRad (A.B.D.)

Tween 20, BioRad (A.B.D.)

EveryBlot Blocking Buffer, BioRad (A.B.D.)

Clarity Western ECI Substrat, BioRad (A.B.D.)

Precision Plus Protein WesternC Standart, BioRad (A.B.D.)

RNA izolasyon kiti, Hybrid-R mini, Geneall (Kore)

2X gPCR probe master mix (UDG), A.B.T. (Tiirkiye)

cDNA sentez kiti, A.B.T. (Ttirkiye)
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5.2. Hiicre Kiiltiir Deneyleri

Bu c¢alismada fare Tramp-C2 metastatik PK hiicre hatlar1 (ATCC® CRL-
2731™) kullanilmistir ve bu hiicre hatlar1 American Type Culture Collection

(ATCC)’den temin edilmistir (Tablo 5.2.1).

Tablo 5.2.1. Tramp-C2 prostat kanser hiicre hatt1 6zellikleri

Eksprese
Elde edilen edebildigi
Hiicre Hatt1 Hiicre Tirii | Hastahk
yer/doku gen ve
reseptorler
32 haftalik
erkek Androjen
C57BL/6 tiirii | _ reseptort,
Tramp-C2 ] Epitelyal Adenokarsinoma
fareden izole E-kaderin,
edilmis PK sitokeratin
hiicre hatti

Tramp-C2 PK hiicre hatlar1 %5 f6tal sigir serumu (FBS), %5 Nu-serum 1V,
10nM dehidroizoandrosteron, 0,005 mg/ml bovine insiilin ve %]l penisilin-
streptomisin eklenen yiiksek glikoz igeren Dulbecco’s modiefied Eagle’s medium
(DMEM) hiicre kiiltiir ortami1 kullanilarak 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde ¢ogaltildi.
(145). Hiicrelerin takipleri Zeiss marka inverted mikroskop altinda yapildi. Hiicreler
gerekli yogunluga ulastiginda pasajlandi ve ilk pasajlamadan elde edilen hiicreler
dondurularak -196°C’de saklandi. PK hiicrelerinin hayvanlara enjeksiyonu ise 6.

pasajdaki hiicreler kullanilarak yapildi.
5.3. Elde Edilen Hiicre Hatlarimn C57BL/6 Tiirii Farelere Enjeksiyonu

Kiiltiir sonucu olusturulan TRAMP-C2 hiicreleri PBS iginde her bir fareye
2x10° sayisinda olacak sekilde C57BL/6 tiirii farelerin sirtina subkutan olarak 27

gauge enjektor ile inokiile edildi. Enjeksiyon giinlinden sonra her iki glinde bir tiimor
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enjeksiyonu yapilan bolge palpe edilerek tiimériin olusumu izlendi. Ug hafta sonunda
yaklastk 2 mm boyutlarinda tiimoral nodiil olusumundan sonra olusturulan
tiimdrlerin boyutlar1 3 giinde bir olmak tizere elektronik kumpas yardimi ile dl¢iildii

ve hacimleri hesaplandi (Sekil 5.3.1). Hesaplanan hacimler kayit altina alindi.

Tiimdr Hacmi= (Uzunluk X Genislik?)/2 (146)

Sekil 5.3.1. Farenin sirtinda olusan tiimdriin yeri ve goriiniimii
5.4. Hayvan Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Uygulanan Ila¢ Dozlar

Calismaniz Istanbul Medipol Universitesinde yer alan Medipol Tibbi
Arastirma Merkezi (MEDITAM)’dan temin edilen 70 adet 10 — 12 haftalik saglikli
CS57BL/6 tiirii erkek fareler kullanilarak yapildi. Fareler 12 saat aydinlik ve 12 saat
karanlik ortamda, 22 + 1°C oda 1sisinda tutuldu. Beslenmeleri konusunda higbir

kisitlama yapilmadi. Fareler her bir grupta 10 adet olmak lizere 7 gruba ayrildi

(Tablo 5.4.1).
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Tablo 5.4.1. Deney gruplari

Grup Numarasi Grup Ad1 (n=10)

Grup 1 Kontrol Grubu

Grup 2 PK Kontrol Grubu

Grup 3 PK- Dosetaksel

Grup 4 PK —1,25(OH)2D3 vitamini

Grup 5 PK- LDH inhibitorii (Sodyum Okzamat)

Grup 6 PK- LDH inhibitérii + 1,25(0H)2D3
vitamini

Grup 7 PK- LDH inhibitorii + Dosetaksel

PK olusturulan C57BL/6 tiirii erkek farelere enjeksiyonlar asagidaki dozlarda
uygulandi.

Grup 1: Fosfat Tamponu (PBS)

Grup 2: PBS

Grup 3: 5 mg/kg Dosetaksel (5)

Grup 4: Sug/kg 1,25(0H)2D3 vitamini (147)

Grup 5: 300 mg/kg LDH-A inhibitori (Sodyum Okzamat) (4)

Grup 6: 300 mg/kg LDH-A inhibitorii (Sodyum Okzamat) ve Sug/kg 1,25(OH)2D3

vitamini kombine tedavisi.

Grup 7: 300 mg/kg LDH-A inhibitorii (Sodyum Okzamat) ve 5 mg/kg Dosetaksel

kombine tedavisi.

LDH-A inhibit6r enjeksiyonu 14 giin boyunca her giin, PBS, Dosetaksel ve
1,25(0OH)2D3 vitamini enjeksiyonlar1 14 giin boyunca haftada 3 kere (Pazartesi,
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Carsamba, Cuma giinleri) olmak {izere intraperitonel olarak uygulandi
(148,149,150,151,152).

5.5. Kan Orneklerinin Alinmasi

CS57BL/6 tiirii PK olusturulan erkek fareler 14 giin ila¢ uygulamasindan sonra
ketamin/ksilazin (200/10 mg/kg) yardimi ile anestezi altina alindi. Farelerin kanlar
kardiyak ponksiyon yontemi kullanilarak kirmizi kapakli jelli kan tiiplerine alindi.
Alinan kanlar 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve serum Ornekleri ayrildi.

Ayrilan serum 6rnekleri ¢alisma yapilana kadar -80°C’de saklandi.
5.6. Doku Orneklerinin Alinmasi

Kanlar1 alinan farelerin karaciger, bobrek ve tiimor dokulari alindi (Sekil
5.6.1). Dokularin bir kism1 biyokimyasal analizler i¢in -80°C’de saklanirken, diger
kisimlar1 histolojik incelemeler i¢in nodtral tampon soliisyonu i¢ine alindi ve doku

takipleri yapilarak parafin blok i¢ine gdmiildii.

!

Sekil 5.6.1. Farelerden ¢ikarilan tiimor dokulari
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5.7. Serum Orneklerinde Bakilan Parametreler

Serum 6rneklerinde apoptozu degerlendirmek i¢in fare CK18-M30 Elisa testi
ve LDH-A inhibitoriiniin etkinliginin degerlendirilmesi amaci ile fare Laktat Elisa
testi yapildi. Uygulanan ilag ve kimyasallarin yaptiklar: toksik etkiyi degerlendirmek
igin total antioksidan kapasite (TAK), total oksidan statiisii (TOS) kolorimetrik
yontemle 6lciildii ve oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandi. Olgiimler Istanbul
Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya laboratuvarinda bulunan BioTek
Synergy HTX multimode reader cihazi kullanilarak yapildi (Sekil 5.7.1).

Sekil 5.7.1. Synergy HTX multimode reader cihazi
5.7.1. CK18-M30 Elisa Testi

Fare CK18-M30 Elisa testi Bioassay Technology Laboratory marka (Katalog
No: E1994Mo) kit kullanilarak yapildi.

Testin Prensibi

Testin prensibi sandvi¢ Elisa yontemine dayanmaktadir. 96 well plate daha
onceden fare CK18-M30 antikoru ile kaplanmistir. CK18-M30 iceren drnekler plate
kuyucularina eklendiginde antikorlara baglanir. Daha sonra biyotinlenmis antikor
ornekteki CK18-M30 antikoruna baglanir. Bunlarin {izerine Streptavidin-HRP

eklenir ve o da biyotinlenmis CK18-M30 antikoruna baglanir ve plate inkiibasyona
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birakilir. Inkiibasyondan sonra baglanmayan Streptavidin-HRP konjugatinin

uzaklastirilmasi i¢in yikanir. Sonra Substrat soliisyonu eklenir ve kuyucuklarda renk

olusumu 6rnekte bulunan CK18-M30 miktarina bagl olarak olusur. En son durdurma

soliisyonu eklenerek reaksiyon durdurulur ve plate mikroplate okuyucuda 450 nm’de

okunur.

Testin Yapilisi

1- Gerekli biitiin reaktifler deneye baslanmadan 6nce oda sicakligina getirildi.

2- Standart egri grafiinin ¢izimi i¢in orjinal standart (1280 plU/ml) diliie

edilerek azalan konsantrasyonlara sahip standartlar elde edildi (Tablo
5.7.1.1).

Tablo 5.7.1.1. Standartlarin Hazirlanmasi

640 ulU/ml | Standart No.5 120l Orjinal Standart + 120ul Standart Diliient
320 pIU/ml | Standart No.4 120ul Standart No.5 + 120ul Standart Diliient
160 uIU/ml | Standart No.3 120l Standart No.4 + 120ul Standart Diliient
80 uIU/ml | Standart No.2 120ul Standart No.3 + 120ul Standart Diliient
40 pIU/ml | Standart No.1 120ul Standart No.2 + 120pul Standart Diliient

3- Hazirlanan standart cozeltiler plate {lizerindeki kuyucuklara 50 pl olarak

pipetlendi.

4- Geri kalan kuyucuklara 40 pl serum 6rnegi ve iizerine 10 pl antikor eklendi.

Standart ¢ozeltileri antikor igerdiginden iizerlerine ayrica antikor eklenmedi.

Biitiin kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP eklendi ve plate’in iizeri kapatici
ile kapatilip 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

5- Inkiibasyon sonunda plate 5 defa 350 pl yikama soliisyonu ile yikandi.
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6- 50 pl substrat A ve 50 pl substrat B reaktifi biitiin kuyucuklara sirasiyla
eklendi ve karanlikta 10-15 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

7- Inkiibasyon sonunda 50 ul durdurma soliisyonu eklendi ve reaksiyon

durduruldu.

8- Plate 450 nm’de okutuldu ve Orneklerin CK18-M30 serum absorbanslari
Biotek Synergy HTX multi-mode okuyucu ile okundu.

9- Standart egri grafiginden elde edilen denklem yolu ile Grneklerin serum

CK18-M30 konsantrasyonlar1 hesaplandi.

CK18-M30 (pUl/ml)
4 -
3=
v
c
g
S 27
12
2
<
1=
0-
0 500 1000 1500
Konsantrasyon

Sekil 5.7.1.1. CK18-M30 standart egrisi
5.7.2 Laktat Elisa Testi

Fare Laktat Elisa testi MyBioSource marka (Katalog No: MBS756195) kit
kullanilarak yapildu.

Testin Prensibi:

Laktat Elisa testi yarigsmali enzim prensibine dayanmaktadir. Calisma
ornekleri ve tampon ¢ozeltiler, laktat-HRP konjugat1 ile antikor kapl plate i¢cinde 1

saat inkiibe edilirler. Inkiibasyon periyodundan sonra, plate hiicreleri 5 defa yikama
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soliisyonu ile yikanir. Hiicrelere HRP enzimi i¢in olan substrat ile inkiibe edilir ve
enzim-substrat reaksiyonu sonucu mavi renk olusur. Reaksiyonu durdurmak
amaciyla durdurma soliisyonu ilave edilir ve mavi renk sar1 renge doner ve reaksiyon

durur. Rengin siddeti mikro plate okuyucuda 450 nm’de okunur.
Testin Yapilist

1- Hazir olarak gelen 0-10 mmol/l araligindaki 6 tane standarttan (Tablo
5.7.2.1) ve galisma serum orneklerinden 100 pl plate iizerinde belirlenmis

kuyucuklara eklendi.

Tablo 5.7.2.1. Standart Konsantrasyonlari

Standartlar Standart Konsantrasyonlari

Standart A 0 mmol/l

Standart B 0,5 mmol/I

Standart C 1 mmol/I

Standart D 2,5 mmol/Il

Standart E 5 mmol/l

Standart F 10 mmol/I

2- 50 pl konjugat biitiin kuyucuklara eklendi ve plate 1 saat 37°C’de inkiibe
edildi.

3- Inkiibasyon sonunda plate 5 defa 350 ul yikama soliisyonu ile yikandh.

4- 50 pl substrat A ve 50 pl substrat B reaktifi biitiin kuyucuklara sirasiyla
eklendi ve karanlikta 15-20 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

5- Inkiibasyon sonunda 50 ul durdurma soliisyonu eklenerek reaksiyon

durduruldu.

6- Plate 450 nm’de okutuldu ve Orneklerin Laktat serum absorbanslari Biotek

Synergy HTX multi-mode okuyucu ile okundu.
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7- Standart egri grafiginden elde edilen denklem yolu ile 6rneklerin serum laktat

konsantrasyonlari hesaplandi.

Laktat (mmol/L)
2.0+
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0 5 10 15
Konsantrasyon

Sekil 5.7.2.1. Laktat standart egrisi
5.7.3. Total Antioksidan Kapasite
Testin Prensibi:

ABTS reaktifi, tampon ¢o0zelti varliginda ortamin pH’s1 sabit tutularak,
hidrojen peroksit ile radikal hale getirilir. Olusan ¢6zelti koyu yesil-lacivert arasi bir
renge sahiptir. Serum ilave edildiginde serumun igerisindeki antioksidanlar mevcut
ABTS radikallerini noétralize eder. Notralizasyon gerceklestigi Olgiide ¢ozeltinin
rengi agilir. Dolayisiyla serumda bulunan total antioksidan miktar ile ¢ozeltinin renk

siddeti orantilidir (153).

Kullanilan Reaktifler:

R1: 0.4 Molar Asetat tamponu (pH:5.8)

R2: 30 mM Asetat Tamponu (pH:3.6) + 10 mM ABTS reaktifi + 1000 ml i¢in 278 ul

H>02 + %10 Etilen glikol
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Standart: 0.1 Molar (pH:8) Tris tamponu i¢inde 1 mM Potasyum hekzasiyanoferrat
(CeFeKsNs).

Deneyin Yapilist:

Tablo 5.7.3.1. TAK Ol¢iimii Igin Deney Plan1

R1 R2 Standart Serum
Numune 100 ul 15 ul 6 ul
Standart 100 ul 15 ul 6 ul
Kor 100 ul 15 ul

Tablo 5.7.3.1’de belirtilen sekilde hazirlanan numuneler, standart ve kor
cozeltilerinin absorbanslart 658 nm’de okundu. Asagidaki bulunan formiil

kullanilarak TAK (mmol Trolox Equiv.) konsantrasyonlar1 hesaplandi.

TAK= (Cozeltinin Absorbanst X Standardin Absorbansi) X Standardin

Konsantrasyonu
5.7.4. Total Oksidan Seviye (TOS)
Testin prensibi

Fe?*SO4 suda ¢oziiniir ve Fe?" ag13a ¢ikar. Serum da bulunan oksidanlar Fe?*
nin Fe** ya yiikseltgenmesini saglar. Kullamlan X-orange reaktifi Fe3* ile renkli bir

kompleks verir. Olusan rengin siddeti; TOS ile orantilidir (154).

Kullanilan Reaktifler:

R1: Fox soliisyonu: 140 mM NaCl + 25mM Siilfiirik asit

Fox soliisyonu i¢ine 150mM D-Sorbitol + 250uM X-orange

R2: Fox soliisyonu icine 10mM 4-Hidroksibenzoik asit + 5SmM Amonyum Fe2*SO,

Standart:20uM H20-
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Deneyin Yapilist:

Tablo 5.7.4.1. TOS Olg¢iimii Igin Deney Plan1

R1 R2 Standart Serum
Numune 112,5ul 5ul 17,5 ul
Standart 112,5ul 5ul 17,5 ul
Kor 112,5ul 5ul

Tablo 5.7.4.1’de belirtilen sekilde hazirlanan numuneler, standart ve kor
cozeltilerinin absorbanslari 658 nm’de okundu. Asagidaki bulunan formiil

kullanilarak TOS (umol H202 equiv.) konsantrasyonlar1 hesaplandi.

TOS= (Cozeltinin Absorbanst X Standartin Absorbans1) X  Standartin

Konsantrasyonu
OSI degeri ise TOS/(TAK X 10) formiilii kullanilarak hesaplandi.
5.8. Doku Orneklerinde Bakilan Parametreler

PK olusturulan CS57BL/6 tiirii farelerin tiimor dokularinda apoptozu
degerlendirmek i¢cin TUNEL boyamasi ve EMT yi degerlendirmek i¢in western blot
ve qPCR testleri yapildi. Uygulanan ila¢ ve kimyasallarin toksik etkisinin anlasilmas1
icin karaciger dokusu Hematoksilen-Eozin (HE) ve bobrek dokusu ise periyodik asit

schiff baz (PAS) boyast ile boyandi.
5.8.1. Doku Takibi

%10 notral formalin i¢inde duran tiimor, karaciger ve bobrek dokular1 6nce
akan musluk suyunda 1 saat bekletildi. Dokular sirasiyla alkolde (%70, %90, %96)
60°C’lik etiiv icerisinde 1 saat bekletildi. Sonrasinda %100°lik alkolde 30 dakika
etiiv icerisinde bekletildi. Tekrar alkol degisimi yapilarak %100’liik alkolde etiiv
igerisinde bekletildi. Daha sonra toliiene alinan dokular yaklasik 45 dakika oda

sicakliginda bekletildi. Sivi parafine almman dokular etiiv igerisinde bir gece
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bekletildi. Ertesi giin kaliplara alinarak dokular gomiildii ve ¢alisma yapilana kadar

oda sicakliginda saklandi.
5.8.2. Karacigerde HE Boyama

Hazirlanan preparatlar deparafinizasyon isleminin yapilmasi i¢in 1 saat
60°C’ye ayarlanmis etiivde bekletildi. Sonra preparatlar 30 dakika boyunca
Ksilen/Toluen igerisinde bekletildi. %100, %96, %70’lik alkol serilerinde gegirilerek
preparatlar dehidrate edildi. Alkol serilerinden sonra 1 kez distile sudan gecirilen
preparatlar hematoksilen igerisinde 15 dakika bekletildi. Sonrasinda akan ¢esme suyu
altinda mordanlama icin 10 dakika bekletildi ve Eosin boyasinda 1,5 dakika
bekletildi. Preparatlar boyanin rengi seffaf olana kadar distile su igerisinde yikandi
ve %70, %96, %100’lik alkol serilerinden gecirildi. Yine Ksilen/Toluen iginde 10
dakika preparatlar parlaklagtirildi. En son bio mount soliisyonu damlatilarak lamel
kapatildi. Preparatlar Nikon Eclipse Ni arastirma mikroskobu ile goriintiilendi ve

karaciger dokular1 skorlandi.
Grade 0: Cok minimal ya da hasarlanma bulgusu yok

Grade 1: Hafif hasarlanma ile karakterize sitoplazmik vakuolizasyon ve fokal

niikleer piknoz.

Grade 2: Orta derece hasarlanma hafif monontikleer hiicre infiltrasyonu, sitoplazmik
vakuolizasyona ilaveten, hepatositlerde sisme, nekroz yok, siniizoidal dilatasyon ve

konjesyon, interselliiler sinirlarda bulaniklik.

Grade 3: Hafif siddetli hasarlanmada koagiilasyon nekrozu, siddetli mononiikleer
hiicre infiltrasyonu, sitoplazmik hipereosinofili, genis sinilizoidal dilatasyon ve

konjesyon.

Grade 4: Siddetli hasarlanmada siddetli koagiilasyon nekrozu ve hepatik hiicre

kordonlarinda disintegrasyon ve hemoraji, doku yapisinda bozulma (155).
5.8.3. Bobrekte PAS Boyama

Bazal membran boyamalarini gostermek amaci ile PAS boyamasi yapildi.
Hazirlanan preparatlar toliiende 1 saat parafinin giderilmesi icin bekletildi. %100,

%096, %70’lik alkol serilerinden gecirildi ve distile suya alindi. 5 dakika periyodik

50



asitte (sigma) bekletildi. Sonrasinda 10 dakika akar suda bekletildi ve distile su ile 3
kez calkalandi. Schiff soliisyonu (sigma) i¢cinde 10 dakika karanlikta bekletildi ve 5
dakika boyunca 3 kez yikama soliisyonunda bekletildi. Preparatlar ¢cesme suyunda 5
dakika bekletildi Sonra 5 dakika Hematoksilen (¢ekirdek boyasi) bekletildi. %70,
%96, %100 alkol serilerinde gegcirildi ve sonrasinda preparatlar 3 kez toluenden
gecirildi. Uzerleri bio mount soliisyonu damlatilarak kapatildi ve Pas boyasi yapilan
bobrek dokusu kesitlerinde glomeriil mezengial matriks orani Nikon Eclipse Ni
arastirma mikroskobu ile X40 biiyiitmede rastgele alanlardan secilen 20 adet diizgiin
sekilli glomeriil iizerinde ¢ift kor ¢calisma ile yapildi. Her glomeriilde lezyonun orani

0 ila +4 arasinda derecelendirildi (156).
5.8.4. TUNEL Yontemi

Parafine gomiilmiis dokular deparafinize etmek amaciyla 60°C’lik etiivde 1
saat bekletildi. Etliivden ¢ikarilan dokular 45 dakika ksilende bekletildi ve daha sonra
strastyla %100, %96, %70’lik alkolde 2 dakika ve distile suda 2 defa 5’er dakika
bekletildi. Daha sonra 6rnekler 15 dakika boyunca buz iizerinde permalizasyon
(%0,1 TritonX) soliisyonu ile inkiibe edildi. 3 defa 5’er dakika olmak tizere PBS
soliisyonu ile yikamasi yapildi. Kesitler 0.1M Sitrat Tamponu (pH 6.0) igeren saleye
yerlestirilerek 800 W mikrodalga firinda 1 dakika antijen retrival i¢in kaynatild.
Sogumasi i¢in 20 dk. oda sicakliginda bekletildi. 2 defa 5’er dakika olmak iizere PBS

soliisyonu ile yikamasi yapildu.

Roche TUNEL ticari kitindeki enzim ve etiketleme soliisyonlarindan 1/9
oraninda karigim hazirlandi (5 pl enzim soliisyonu + 45 pul etiketleme soliisyonu).
Preparatlar 37°C’lik etiivde 1 saat, iizeri 151k almayacak sekilde kapatildi ve
hazirlanan reaksiyon karigimi ile inkiibasyonu yapildi. Tekrar PBS soliisyonu ile 3
defa 5’er dakika yikandi ve ¢ekirdeklerin boyanmasi icin DAPI ¢ekirdek boyasinda
yaklasik 5 dakika bekletildi. Preparatlar lamel ile kapatildi. Konfokal immiinfloresan
mikroskopu eksitasyonu 450 — 550 nm ve deteksiyonu 515-565 nm olarak ayarlandi.

Preparatlar mikroskop altinda goriintiilendi ve apoptoza giden hiicreler belirlendi
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5.8.5 Western Blot
Kullanilan Reaktifler:

Lizis Tamponu: Radyo immiinopresipitasyon deney tamponu (RIPA) + Proteaz

inhibitori
Yiikleme Tamponu: 2X laemmli tamponu (Sigma Aldrich)

Yiiriitme Tamponu: 25 mM Tris + 190 mM Glisin + % 0,1 Sodyum Dodesil Siilfat
(SDS)

Transfer Tamponu: 25 mM Tris Baz + 190 Mm Glisin + %20 Metanol (pH:8.3)
Bloklama Tamponu: EveryBlot Blocking Buffer (BioRad)
Yikama Tamponu: 1X TBS + %0,1 Tween 20

Timor doku 6rnegi Shimadzu ATX 224 marka terazide tartilarak 5 mg’lik bir
parga alindi. Alinan doku bistiiri ucu ile ¢cok ufak parcalara ayrildi. Soguk RIPA lizis
tamponu i¢inde Qiagen homojenizatdr yardimi ile bu dokular tamamen pargalandi.
Daha sonra 2 saat +4°C’de orbital karistirici iizerinde dokular bekletildi. 2 saat
sonunda 12.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi ve elde edilen siipernatant
eppendorf tiiplere alindi. Elde edilen siipernatanin protein konsantrasyonu Thermo
Fischer Nanodrop cihazi kullanilarak belirlendi ve 20-30 pg protein igeren drnekler
yiikleme tamponu ile hazir alinan BIORAD marka %4 — 20 yiizdesine sahip jelde
100- 150 V altinda 1 saat boyunca sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezinde (SDS-PAGE) yiiriitildi. Jel izerinde yiirliyen proteinler
elektroforetik olarak poliviniliden florid (PVDF) membran iizerine Bio-Rad Trans-
Blot sistemi kullanilarak aktarildi (Sekil 5.8.5.1). EveryBlot Blocking Buffer
(BioRad) ile bloklanan membran gece boyunca +4°C’de E-kaderin, N-kaderin, HIF-
la, SNAIL, SLUG, TWIST primer antikorlar1 (diliisyon oranlar1 1/1000) ile inkiibe
edildi. Kontrol olarak B-aktin primer antikoru (diliisyon oranit 1/2000) kullanildi
(Tablo 5.8.5.1) (Tablo 5.8.5.2). Primer antikorlarla muamele edilen membran tris
tamponu-Tween 20 (TBST) c¢ozeltisi ile 3 kere yikandi. Yikama isleminin
sonlanmasinin ardindan membran bloklama soliisyonu i¢inde sekonder antikor olan

anti rabbit horseradish peroksidaz konjugati (diliisyon oran1 1/3000) ile 1 saat oda
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sicakliginda inkiibe edildi. Sonra tekrar 3 defa membran TBST ile yikandi. Daha

sonra belirtilen proteinler goriintli tarama yontemleri ile tarandi ve kontrol olarak

kullanilan B-aktin’e gore degerlendirildi.

Sekil 5.8.5.1. SDS-PAGE elektroforez cihazi ve Trans-Blot sistemi

Tablo 5.8.5.1. Western blot i¢in kullanilan primer ve sekonder antikorlarin

ozellikleri

Kullanilan Primer

Antikor Marka kDa
E-kaderin BT Lab 135 kDa
N-kaderin Elabscience 140 kDa
HIF-1a BT Lab 93 kDa
Snail BT Lab 29 kDa
Slug Elabscience 27 kDa
Twist BT Lab 27 kDa
B-aktin BT Lab 42 kDa
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Tablo 5.8.5.2. Primer ve sekonder antikor i¢in kullanilan diliisyon oranlari

Kullanilan Primer Antikor Diliisyon oranlari
E-kaderin 1:1000
N-kaderin 1:1000

HIF-1a 1:1000
Snail 1:1000
Slug 1:1000
Twist 1:1000

B-aktin 1:3000

5.8.6. qPCR Analizi
5.8.6.1. Total RNA izolasyonu

Calismamizda total RNA izolasyonu i¢cin GeneALL marka Hybrid-R RNA

izolasyon kiti kullanilmaistir.
1- 100 mg PK dokusu 1 ml RiboEx soliisyonu i¢inde homojenize edildi.
2- Homojenize edilmis 6rnekler 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

3- Tuimor ornekleri yiiksek oranda protein, yag ve kas icerdiginden 6rnekler 12.000

rpm 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi ve olusan siipernatant temiz bir tiipe aktarildi.

4- 200 pL kloroform tiip lizerine eklendi. 15 saniye vorteks yapildi ve 2 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

5- Tiipler 12.000 rpm 15 dakika +4°C’de santrifiij edildi ve olusan sulu faz temiz bir
tiipe aktarildi.

6- Uzerine 1 hacim RBI soliisyonu eklendi ve karistirildi.

7- 700 uL soliisyon filtreli tiiplere aktarildi.

8- Tiipler 10.000 rpm 30 saniye oda sicakliginda santrifiij edildi.
9- 7. ve 8. adimlar tekrar geri kalan soliisyon i¢in yapildi.

10- 500 pL. SWI soliisyonu filtreli tiipe eklendi.
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11- Tipler 10.000 rpm 30 saniye oda sicakliginda santrifiij edildi.
12- 500 uL RN'W soliisyonu filtreli tiipe eklendi.
13- Tiipler 10.000 rpm 30 saniye oda sicakliginda santrifiij edildi.

14- 50 — 100 pL Niikleazdan arinmis su filtreli tiiplin merkezine eklendi ve 1 dakika
beklendi.

15- Tiipler 10.000 rpm 1 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi.
16- Calisma yapilana kadar RNA 6rnekleri -80°C’de saklandi.
5.8.6.2. cDNA sentezi

cDNA sentezi A.B.T cDNA sentez kiti kullanildi.

1 6rnek icin mikro tiip i¢cine asagida belirtilen hacimlerde kit bilesenlerinden

ilave edildi (Tablo 5.8.6.2.1)

Tablo 5.8.6.2.1. Mikro tiip i¢ine eklenen kit bilesen hacimleri

20 pul Reverse Transkripsyon Reaksiyonu Hacim
10X reaksiyon soliisyonu 2 ul
dNTP karsimi (2.5 mM) 1 ul

Random Hekzamer (50 uM) 2 ul
Reverse Transkriptaz (200 U/ pl) I ul
RNase Inhibitorii 0,5 ul
RNasedan arinmis su 3.5l
RNA Sablonu 10 pl
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Tablo 5.8.6.2.2. cDNA reaksiyon sartlari

Adimlar Sicaklik (°C) Zaman (Dakika) Sikliis
Adim 1 25 10 1
Adim 2 37 120 1
Adim 3 85 5 1
Adim 4 4 _ 1

PCR cihazinda RNA 6rneklerinde yukarida olan protokol uygulanarak cDNA

sentezi yapildi.

5.8.6.3. RT-gPCR

qPCR igin A.B.T 2X qPCR master karisimi kullamildi ve cihaz olarak ABI

700 cihazt kullanildi.

1 6rnek icin mikro tiip i¢cine asagida belirtilen hacimlerde kit bilesenlerinden
ilave edildi (Tablo 5.8.6.3.1).

Tablo 5.8.6.3.1. Master karigiminin hazirlanmasi

20 pl master karigimi Hacim (ul) Son Konsantrasyonu
A.B.T 2X gPCR master
karisimi (UDG ile) 10 e
Rox boyasi (50X) 0.4 1X
Primer (10 uM) 1 1 uM
Floresan Probe 1 1 uM
Sablon 1 -
RNasedan arimis su 6.6 -
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Yukaridaki tabloda goriildiigii gibi qPCR mikroplakalar1 hazirland1 ve cihaz

asagidaki dongiiler uygulanarak drnekler okunmaya baslandi (Tablo 5.8.6.3.2).

Tablo 5.8.6.3.2. qPCR dongiisii

Adimlar Sicaklik (°C) Zaman (sn) Sikliis
UDG uygulamast 50 120 1
Denatilirasyon 95 600 1
Denatiire 95 30
40
Anneal 60 60

Cihazdan alinan veriler ile 222" metodu kullanilarak E-kaderin, N-kaderin,

HIF-1a, Snail, Slug, Twist mRNA seviyeleri hesaplandi.
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6. BULGULAR

Calismamiz 70 adet CS57BL/6 tiirii fare kullanilarak gergeklestirildi.
Calismada fare serumlarindan CK18-M30, laktat, TAK, TOS ve OSi &lciimleri
yapildi. Tiimor dokularindan EMT’yi degerlendirmek i¢in western blot ve qPCR
yontemleri kullanildi. Timoér dokularinda TUNEL yontemi ile apoptoz
degerlendirildi. Karaciger ve bobrek dokularinda ise histopatolojik durumlar HE ve

PAS boyamalar ile degerlendirildi.

70 hayvan ile baglayan ¢alisma deney sirasinda 25 hayvanin 6lmesi ile toplam
45 hayvanla ile sonlandirildi (Tablo 6.1). Calismaya baslamadan 6nce yapilan giig
analizinde her grupta 6 hayvan olmas istatistiksel olarak %84 gii¢ ile anlamlilik

verecegi i¢in yeterli olarak goriildii.

Tablo 6.1. Calismay1 tamamlayan hayvan sayilari

.. Calismayl
Olen hayvan
Grup Numarasi Grup Ad1 tamamlayan
sayisi
hayvan sayisi
Grup 1 Kontrol Grubu 0 10
Grup 2 PK Kontrol Grubu 5 5
Grup 3 PK- Dosetaksel 4 6
Grup 4 PK —1,25(0OH).Ds vitamini 4 6
PK- LDH inhibitorii (Sodyum
Grup 5 4 6
Okzamat)
PK- LDH inhibitorii + 1,25(0H)2Ds
Grup 6 o 4 6
vitamini
Grup 7 PK- LDH inhibitorii + Dosetaksel 4 6

58




6.1. Tiimor Boyutu Degisimleri

TUMOR BOYUT DEGISIMLERI

500

EnjeksiyonBaslangic

:

z He .l

g P+ Dosetakee

q

Z anan PK+1 25(0H)203 vitamini
£ 1000

E PK+LOH-A mhibitdrii

== PK+LDFA nhibitr+1,25(0H] 203 vitamin

== PK+LDH-A nhibitor(+Dosetakse

3 10 15 20 13 i0 35 40
GUNLER

Sekil 6.1.1. Tiimdr boyutlarinin degisimi

Farelere enjekte edilen TRAMP-C2 PK hiicre hatlar1 21.giinde istenilen
boyutlara ulastigi goriildii. 21. giinden itibaren farelere enjeksiyonlara baglandi.
Enjeksiyonlar 15 giin slirdii ve 36. giinde hayvanlarin sakrifikasyon islemleri
gerceklestirildi. PK grubunda tiimor boyutlarmin siirekli artmaya devam ettigi
gozlenirken, diger gruplarda ise tiimor boyutlarinda azalma gozlendi (Sekil 6.1.1)
(Tablo 6.1.1).
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Tablo 6.1.1. Tiimor boyut degisimleri

Tedavi baslangici

Tedavi sonunda

Grup Degisim
Grup Adi tiimor boyutu tiimor boyutu
Numarasi (mm?)
(mm3) (mm3)
Grup 2 PK Kontrol Grubu 1050 2245 +1195
Grup 3 PK- Dosetaksel 1002 800 -202
PK —1,25(0OH),Ds
Grup 4 o 1205 1145 -60
vitamini
PK- LDH inhibitorii
Grup 5 1119 857 -262
(Sodyum Okzamat)
PK- LDH inhibitorii +
Grup 6 o 1302 1004 -298
1,25(0OH),D5 vitamini
PK- LDH inhibitorii +
Grup 7 1100 721 -379

Dosetaksel
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6.2. CK18-M30 ELISA Testi ve TUNEL Yontemi ile Apoptozun

Degerlendirilmesi

Tablo 6.2.1. CK18-M30 ELIZA testi sonuclar1

PK-LDH-A
Roitel 5 PK- PK- PK-LDH-A E‘fﬂf‘g}fu‘:‘ Inhibitori Gruplar
°‘; Fo : Dosetaksel | 125(OH),D; | fnhibitori | oo™ + p* Arast
@ @ ®) @) ) "((QH)Z 3| Dosetaksel Anlamlihk
™
CK18- 1-3,1-7,
M30 | 157,10+13,58 | 103,25+11,35 | 369,67+12,72 | 188+9,19 |226,17+9,11 | 321,17+7,76 | 477+15,63 | p<0,05 | 2-3,2-6,
(WUL/mi) 27,47
CK18-M30 CK18-M30 CK18-M30
600+ e~ 600 *Ekk 600 ]
' ' ! * ! 1
*kk  —
— ki
_ 400 _ 400+ 1 400-
E E E
2 3 |
200+ H 200+ H 200- ﬂ
0". |-T| T T 0". |T| T T 0'] rl T T
12 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6

Sekil 6.2.1. CK18-M30 degerlerinin tedavi gruplarina gore degisimi. 1: Kontrol; 2:
PK; 3: PK — Dosetaksel; 4: PK - 1,25(0OH)2D3; 5: PK — LDH-A inhibi6tiirii; 6: PK —
LDH-A inhibitéri + 1,25(0OH)2Dgs; 7: PK - LDH-A inhibitorii + Dosetaksel.

Kontrol grubunun CK18-M30 degerleri (157,10 + 13,58 uU/ml) Dosetaksel
(369,67 £ 12,72 pU/ml) ve LDH-A inhibitorii + Dosetaksel (477 + 15,63 pU/ml)
uygulanan grubun degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulundu
(p<0,05). PK grubunun CK-18/M30 degerleri (103,25 11,35 uU/ml), Dosetaksel
(369,67 + 12,72 pU/ml), LDH-A inhibitori + 1,25(OH)2D3 (321,17 + 7,76 pU/ml)
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ve LDH-A inhibitorii + Dosetaksel (477 + 15,63 pU/ml) grubunun CK18-M30
degerleri karsilastirildiginda tedavi gruplarinda degerlerin istatistiksel olarak anlaml
sekilde arttigi bulundu (p<0,05). 1,25(0OH).Ds vitamini uygulanan grubun CK18-
M30 degerleri (188 + 9,19 uU/ml) PK grubuna gore anlamlilik géstermedi (p>0,05).
En yiiksek apoptoz degerleri LDH-A inhibitorii + Dosetaksel uygulanan grupta
goriildi. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmad: (p>0,05)
(Sekil 6.2.1) (Tablo 6.2.1).

Apoptozu degerlendirmek i¢in serum CKI18-M30’a ilave olarak timor
dokusunda TUNEL yontemi ile apoptoz degerlendirildi. TUNEL goriintiilerinden
goriildiigii tizere CK18-M30 degerleri ile TUNEL goriintiilerinin gosterdigi apoptoza
ugrama durumlar paralel olarak bulundu (Sekil 6.2.2). Asagidaki sekilde 1. siitun
TUNEL boyas1 ile boyanan hiicreleri, 2. siitun c¢ekirdek boyasi olan DAPI ile
boyanmis hiicre cekirdeklerini, 3. siitun ise DAPI cekirdek boyas1 ve TUNEL
boyasmin iist tiste getirilip hangi hiicrelerin apoptoza gittigini gostermektedir.
TUNEL boyama sonuglarina gore en az apoptoza ugrama oran1 PK grubunda iken
diger gruplarda arttig1 goriilmiistiir. Sirasi ile 1,25(OH)2D3, LDH-A inhibitorii, LDH-
A inhibitori + 1,25(OH)2D3, Dosetaksel ve LDH-A inhibitorii + Dosetaksel tedavi
gruplarinda apoptoza ugrama orani giderek artmaktdir. TUNEL sonuglarina gore en
fazla apoptoza ugrama orani Dosetaksel ve LDH-A inhibitorii + Dosetaksel

gruplarinda goriilmiistiir (Sekil 6.2.2).
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TUNEL DAPI MERGE

PK

PK+Dosetaksel

PK+1,25(0H),D;

PK+LDH-A
Inhibitérii

PK+LDH-A
Inhibitorii+
1,25(0OH),D,

PK+ LDH-A
Inhibitérii+
Dosetaksel

Sekil 6.2.2. Prostat kanser dokusunda TUNEL goriintiileri
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6.3. Laktat ELIZA Analizinin Sonuclar

Tablo 6.3.1. Laktat ELIZA testi sonuclar

PK-LDH-A
Rondral i PK- PK- PK-LDH-A ﬂlﬁ.ﬁﬂ}.‘ﬁ inhibitori Gruplar
1 5 Dosetaksel 1,25(0OH),D; | inhibitorii 1.25(0H).D + P* Arasi
M @ &) @ 6) 2SOH):Ds | 1) o etaksel Anlamhlik
(6)
(@)
12,15,
1,6,1-7,
Laktat | 2,07+0.43 2394,
(mmolL) 3,05+0,36 1,73£0,18 | 1,9120,13 | 1,49+031 | 1,45+0,16 | 1,11+0,13 |p<0,05 2526
2737,
4-7
Laktat
Laktat
Xk
P TR
! £ ! pro
o ) Lakiat Laktat
— —
B s b o b b
1
J J 1 A g1
% ok
: : d — —
0, 0 0 04
2 2 2 1
E E £ 13
E E £ £
1- 1 14 14
R L oL oL L
12 3 4 5 617 1T 23 45 67 12 3 45 &1 123 4§ 67

Sekil 6.3.1. Laktat degerlerinin tedavi gruplarina gore degisimi. 1: Kontrol; 2: PK; 3:

PK — Dosetaksel; 4: PK - 1,25(0OH)2D3; 5: PK — LDH-A inhibiétiirii; 6: PK — LDH-

A inhibitdrii + 1,25(0OH)2D3; 7: PK - LDH-A inhibitorii + Dosetaksel.

Kontrol grubunun laktat degerleri (2,07 + 0,43 mmol/L) PK grubuna (3,05 +
0,36 mmol/L) gore anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p<0,05). LDH-A inhibitorii
(1,49 + 0,39), LDH-A inhibitori + 1,25(OH)2D3 (1,45 + 0,16 mmol/L) ve LDH-A

inhibitori+Dosetaksel tedavi grubunun (1,11 £+ 0,13 mmol/L) degerlerine gore

istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p<0,05). PK grubunun laktat degerleri (3,05 +
0,36 mmol/L) ise Dosetaksel (1,73 + 0,18 mmol/L), 1,25(0OH)2D3 vitamini (1,91 +
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0,13 mmol/L), LDH-A inhibitéri (1,49 + 0,31 mmol/L), LDH-A
inhibitori+1,25(0H)2Ds (1,45 + 0,16 mmol/L) ve LDH-A inhibitérii+Dosetaksel
(1,11 £ 0,13 mmol/L) gruplarmin laktat seviyelerine gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). PK grubuna goére tiim tedavi gruplarinda laktat
diizeyleri istatistiksel olarak diisiik olmakla beraber en diisik deger LDH-A
inhibitorii + Dosetaksel grubunda gozlendi. Dosetaksel uygulanan grubun laktat
seviyeleri (1,73 = 0,18 mmol/L) LDH-A inhibitorii + Dosetaksel uygulanan grubun
laktat seviyelerine (1,11 + 0,13 mmol/L) gére anlamli sekilde yiiksek bulundu
(p<0,05). 1,25(0OH)2D3 grubunun laktat seviyeleri (1,91 + 0,13 mmol/L) yine LDH-
A inhibitérii + Dosetaksel uygulanan grubun laktat seviyelerine (1,11 £ 0,13
mmol/L) goére anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). Diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmadi (p>0,05) (Sekil 6.3.1) (Tablo 6.3.1).
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6.4 TAK Analizinin Sonuglari

Tablo 6.4.1. TAK sonuglari

PK-LDH-A
PK- PK- PK-LDH-A | DICLDH-A |y o itovii Gruplar
Kontrol PK 25 .o o | Inhibitéri+ - 5
o e Dosetaksel 1,25(0H),D; | Inhibitori 1,25(0H),D + P Arasi
- &) @ ®) e 273 | Dosetaksel Anlamhhk
(6)
(@)
1-2,1-3,
1-4,1-5,
1-6,1-7,
TAK 2-3,2-5,
.([T;:::;l 0,58+0,05 0,42+0,02 0,28+0,03 0,40+0,03 | 0,50+0,02 | 0,34+0,03 | 0,20+0,02 | p<0,05 gj’ ;:;’
b ]
eq.) 3-6,3-7,
4-5,4-6,
4-7,5-6,
5-7,6-7
TAK
*kkk
I Fokkok 1 TAK TAK
T EE3 1
ok 1
Mok 1
0.8+ 0.8+ *k A 0.8+ *k
Kk kk T * 1 r * !
) i : | T E— | . T dk kok 1
g 0.6 3 0.6+ — 0 0.6 —
[} w i
x X Kok % Yokkk
° 9 3 —
2 0.4 2 0.4+ 2 0.4+
- [ =
2 2 2
£ 0.24 [ g 024 [ g 02 [
0.0- T T T 0.0- T T 0.0- T T T
1 2 3 4 5 6 7 1 3 7 1 2 3 4 5§ 6 7
TAK TAK TAK
0.8+ ool 0.8+ ETIT 08-
= 1 —
& I*** 1 & kK .
w 0.6+ — 1 0.6+ || lﬁ'o_s_
X x x
2 % ) Kok
2 0.4 2 04 2 0.4 i
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E 5o £
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Sekil 6.4.1. TAK degerlerinin tedavi gruplarina gore degisimi. 1: Kontrol; 2: PK; 3:
PK — Dosetaksel; 4: PK - 1,25(0OH)2D3; 5: PK — LDH-A inhibiétiirii; 6: PK — LDH-
A inhibitorii + 1,25(0H)2Ds; 7: PK - LDH-A inhibitorii + Dosetaksel.
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Kontrol grubunun TAK degerleri (0,58 + 0,05 mmol Trolox Eq.), PK (0,42 +
0,02 mmol Trolox Eq.) ve tedavi gruplar1 Dosetaksel (0,28 + 0,03 mmol Trolox Eq.),
1,25(0OH)2D3 vitamini (0,40 + 0,03 mmol Trolox Eg.), LDH-A inhibitori (0,50 +
0,02 mmol Trolox EQ.), LDH-A inhibitorii+1,25(OH)2D3 (0,34 + 0,03 mmol Trolox
Eq.) ve LDH-A inhibitérii+Dosetaksel (0,20 = 0,02 mmol Trolox Eq.) gruplarinin
TAK degerlerinden istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). PK
grubunun TAK degerleri (0,42 + 0,02 mmol Trolox Eq.), Dosetaksel (0,28 + 0,03
mmol Trolox Eq.), LDH-A inhibitorii+1,25(0OH).D3 (0,34 + 0,03 mmol Trolox Eq.)
ve LDH-A inhibitérii+Dosetaksel (0,20 + 0,02 mmol Trolox EQ.) gruplarinin TAK
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunurken, LDH-A
inihibitori grubunun TAK degerlerinden (0,50 + 0,02 mmol Trolox Eq.) istatistiksel
olarak anlamli sekilde diisiik diisiik bulundu (p<0,05). Dosetaksel grubunun TAK
degerleri (0,28 + 0,03 mmol Trolox Eq.), 1,25(0OH).D3 vitamini (0,40 = 0,03 mmol
Trolox EQ.), LDH-A inhibitéri (0,50 + 0,02 mmol Trolox Eq.) ve LDH-A
inhibitorti+1,25(OH)2D3 (0,34 + 0,03 mmol Trolox Eg.) gruplarinin TAK
degerlerinden istatisitiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulunurken, LDH-A
inhibitori+Dosetaksel grubunun TAK degerlerinde (0,20 + 0,02 mmol Trolox Eq.)
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). 1,25(0OH).D3
vitamininin TAK degerleri (0,40 = 0,03 mmol Trolox Eg.) LDH-A inhibitoriiniin
(0,50 + 0,02 mmol Trolox Eg.) TAK degerlerinden anlamli sekilde yiiksek
bulunurken, LDH-A inhibitéri+1,25(OH)2Ds (0,34 £ 0,03 mmol Trolox Eq.) ve
LDH-A inhibitori+Dosetaksel (0,20 + 0,02 mmol Trolox Eq.) gruplarinin TAK
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,05). LDH-A
inhibitoriinin  TAK degerleri (0,50 + 0,02 mmol Trolox Eq.), LDH-A
inhibitori+1,25(OH).Ds (0,34 + 0,03 mmol Trolox Eq.) ve LDH-A
inhibitorii+Dosetaksel (0,20 + 0,02 mmol Trolox Eg.) gruplarmin TAK
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,05). LDH-A
inhibitorii+1,25(0OH)2D3 vitamini grubunun TAK degerleri (0,34 = 0,03 mmol Trolox
Eq.), LDH-A inhibitorii+Dosetaksel grubunun TAK degerlerinden (0,20 + 0,02
mmol Trolox EQ.) istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,05).
Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmadi (p>0,05) (Sekil
6.4.1) (Tablo 6.4.1). LDH-A inhibitorii tek basina uygulandiginda antioksidan,
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dosetaksel tek basma uygulnadiginda oksidan ozellik gostermektedir. LDH-A

inhibitorii + Dosetaksel grubunda oksidan 6zelligin Dosetaksel grubuna gore arttigi

goriildii. Sonug olarak, antioksidan olan LDH-A inhibit6rii Dosetaksel’in oksidan

Ozelligini arttird1.

6.5. TOS Analizinin Sonuglari

Tablo 6.5.1. TOS sonuglari

PK-LDH-A

PK- PK- PK-LDH-A PKLDHA inhibitori Gruplar

Kontrol PK s | Inhibitori+ 2 }

a @ Dosetaksel | 1,25(0H),D; | Inhibitori 1.25(0H),D + P Arasi
“ 3 @ ®) P | Dosetaksel Anlamhlik

©)
@]

12,13,
1-4,1-6,
- 1427,
(pmol 9,57£0,97 | 13,02#1,12 | 17,56+1,29 | 13,49+129 | 11,26+1,62 | 14,52+1,51 | 20,29£1,68 | p<0,05 3 _4’ 3-5’
sl
H,0,) 3-6,3-7,
4-7,5-6,
5-7,6-7
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Sekil 6.5.1. TOS degerlerinin tedavi gruplarina gore degisimi. 1: Kontrol; 2: PK; 3:
PK — Dosetaksel; 4: PK - 1,25(0OH).D3; 5: PK — LDH-A inhibiétiirii; 6: PK — LDH-
A inhibitori + 1,25(0OH)2Ds; 7: PK - LDH-A inhibitorii + Dosetaksel.

Kontrol grubunun TOS degerleri (9,57 = 0,9 umol H202), PK (13,02 + 1,12
umol H207), Dosetaksel (17,56 + 1,29 pmol H203), 1,25(0OH).Ds vitamini (13,49 +
1,29 umol H202), LDH-A inhibitori (11,26 + 1,62 umol H207), LDH-A
inhibitori+1,25(0OH)2D3 (14,52 £+ 1,51 umol H202) ve LDH-A inhibitérii+Dosetaksel
(20,29 + 1,68 pmol H202) tedavi gruplarinin TOS degerlerine gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,05). PK grubunun TOS degerleri (13,02 +
1,12 pmol H20,), (17,56 =+ H20;) ve LDH-A
inhibitori+Dosetaksel 1,68 pmol grubunun TOS
degerlerinden anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,05). Dosetaksel tedavisi uygulana
grubun TOS degerleri (17,56 £ 1,29 pmol H202), 1,25(0OH)2D3 vitamini (13,49 +
1,29 umol H202), LDH-A inhibitéri (11,26 + 1,62 umol H20;) ve LDH-A
inhibitori+1,25(0OH).Ds (14,52 + 1,51 umol H202) tedavi gruplarmmin TOS

Dosetaksel
(2029 =+

1,29 pmol
H20,) tedavi
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degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunurken LDH-A
inhibitori+Dosetaksel (20,29 + 1,68 umol H202) tedavi grubunun TOS
degerlerinden anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,05). 1,25(0OH).D3 vitamini
tedavisi uygulanan grubun TOS degerleri (13,49 + 1,29 umol H20.), LDH-A
inhibitori+Dosetaksel (20,29 + 1,68 umol H202) tedavi grubunun TOS
degerlerinden anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,05). LDH-A inhibitorii tedavisi
uygulanan grubun TOS degerleri (11,26 + 1,62 upmol H202), LDH-A
inhibitori+1,25(0OH)2D3 (14,52 + 1,51 umol H202) ve LDH-A inhibitérii+Dosetaksel
(20,29 + 1,68 pmol H202) tedavi grubunun TOS degerlerine gore anlamli sekilde
diisiik bulundu (p<0,05). LDH-A inhibitorii+1,25(OH).D3 tedavi grubunun TOS
degerleri (14,52 + 1,51 umol H202), LDH-A inhibit6rii+tDosetaksel (20,29 + 1,68
umol H202) tedavi grubunun TOS degerlerine gdére anlamli sekilde diisiik bulundu
(p<0,05) (Sekil 6.5.1) (Tablo 6.5.1). Sonug olarak, LDH-A inhibitérii PK kontrol
grubuna gore anlamli oksidan 6zellik géstermemesine ragmen Dosetaksel’in oksidan
ozelligini arttird1 goriildii. Sadece Dosetaksel grubu ile kiyaslandiginda LDH-A+
Dosetaksel grubunda anlamli yiiksek TOS degerleri gozlendi.

6.6. OST Analizinin Sonuclar

Tablo 6.6.1. OSI sonuglari

PK-LDH-A
i Bt e PK- PK- PKLDHA ﬁuﬁgfﬁ Inhibitori Gruplar
(1) @ Dosetaksel | 1,25(OH),D; | Inhibitori 1,25(0H),D, + P* Arasi
3) @) Q) = Dosetaksel Anlamhhk

@ ™

1-2,1-3,
1-4,1,6,
1-7,2-3,
2-6,2-7,
osi 1,67+0,22 3,10+0,16 6,39+0,46 3,37+0,33 | 2,26%0,39 | 4,27+0,33 |10,32+1,08 | p<0,05| 3-4,3-5,
3-6,3-7,
4-5,4-7,
5-6,5-7,
6,7
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Sekil 6.6.1. OSI degerlerinin tedavi gruplarina gore degisimi. 1: Kontrol; 2: PK; 3:
PK — Dosetaksel; 4: PK - 1,25(0OH).D3; 5: PK — LDH-A inhibiétiirii; 6: PK — LDH-
A inhibitori + 1,25(0H)2Ds; 7: PK - LDH-A inhibitorii + Dosetaksel.

Kontrol grubunun OSI degerleri (1,67 = 0,22), PK (3,10 + 0,16), Dosetaksel
(6,39 £ 0,46), 1,25(0H)2D3 vitamini (3,37 = 0,33), LDH-A inhibitorii + 1,25(OH)2D3
vitamini (4,27 + 0,33) ve LDH-A inhibitorii + Dosetaksel (10,32 + 1,08) tedavi
gruplarmin OSI degerlerinden istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulundu
(p<0,05). PK grubunun OSI degerleri (3,10 = 0,16), Dosetaksel (6,39 + 0,46), LDH-
A inhibitéri + 1,25(OH):D3 vitamini (4,27 + 0,33) ve LDH-A inhibitorii +
Dosetaksel (10,32 + 1,08) tedavi gruplarmin OSI degerlerinden istatistiksel olarak
anlaml sekilde diisiik bulundu (p<0,05). Dosetaksel tedavi grubunun OSI degerleri
(6,39 + 0,46), 1,25(0OH).D3 vitamini (3,37 + 0,33), LDH-A inhibitérii (2,26 £+ 0,39)
ve LDH-A inhibitorii + 1,25(0H)2D3 vitamini (4,27 + 0,33) tedavi gruplariin OSI
degerlerine gore yiiksek bulunurken, LDH-A inhibitorii + Dosetaksel (10,32 + 1,08)
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tedavi gruplarinin OSI degerlerinden istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik
bulundu (p<0,05). 1,25(0OH);D3 vitamini grubunun OSI degerleri (3,37 + 0,33),
LDH-A inhibitérii (2,26 = 0,39) grubunun OSI degerlerinden anlamli sekilde yiiksek
bulunurken, LDH-A inhibitérii + Dosetaksel (10,32 + 1,08) grubunun OSI
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulunudu (p<0,05). LDH-A
inhibitdrii grubunun OSI degerleri (2,26 £ 0,39), LDH-A inhibitérii + 1,25(OH).2D3
vitamini (4,27 + 0,33) ve LDH-A inhibit6érii + Dosetaksel (10,32 + 1,08) tedavi
gruplarinmn OSI degerlerinden istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulundu
(p<0,05). LDH-A inhibitérii + 1,25(OH)2D3 vitamini grubunun OS] degerleri (4,27 +
0,33), LDH-A inhibitérii + Dosetaksel (10,32 + 1,08) tedavi gruplarinin OSI
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,05). Diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmadi (p>0,05) (Sekil 6.6.1)
(Tablo 6.6.1). Sonug olarak, Dosetaksel grubunda oksidatif stresin PK grubuna goére
istatistiksel olarak artmis oldugu, ancak LDH-A inhibitérii + Dosetaksel grubundaki
artisin ¢cok daha fazla oldugu gbzlendi. Dosetaksel grubuna gére LDH-A inhibitorii +
Dosetaksel grubunda giiclii istatistiksel artis goézlendi. LDH-A inhibitorii’niin

Dosetaksel’in oksidatif 6zelligini potansiyelize ettigi gorildii.
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6.7. Karacigerde HE Tle Histopatolojik Olarak Doku Hasarinin Skorlanmasi

HE boyamasi ile gosterilen karaciger dokusunda olusan hasarin skorlanmasi asagida

verilen Tablo 6.7.1 ve Sekil 6.7.1’de gosterilmistir.

Tablo 6.7.1. Karaciger histopatolojik doku hasar1 skorlamasi

PK-LDH-A
PK- PK- PKLDH-A | DRLDHA |5 itori Gruplar
Kontrol PK 5 s o | Inhibitdri+ » ;
) e Dosetaksel | 1,25(0OH),D; | Inhibitori 1,25(0H),D + P Arasi
x 3) @) ®) = 23 | Dosetaksel Anlamhhk
©)
(Y]
Karacigerde 1-3,1-7,
Histopatolojik | 0,1+0.32 | 0,25+0,50 240,63 0,33+0,52 | 0,33£0,52 0,5£0,55 | 1,17+0,75 | p<0,05| 2-3,3-4,
Skorlama 3-5,3-6

Karaciderde Histopatolojik skorlama (HE) ~ Karacigerde Histopatolojik skorlama (HE) ~ Karacigerde Histopatolojik skorlama (HE)

T
2

*kk
I = 1 *xk |—|****
34 kkkk 3 -
1 3 4:2'*
] 0 7
8 21 8 21 2,
g d 0
3 s g
] ] H
g 14 2 1- g 14
I |L ’ll ; I |-|v-| ’l‘ ; I |l| ’:|-|
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Sekil 6.7.1. Karacigerde yapilan histopatolojik skorlama yiizdesinin tedavi gruplarina
gore degisimi. 1: Kontrol; 2: PK; 3: PK — Dosetaksel; 4: PK - 1,25(0OH).D3; 5: PK —
LDH-A inhibiétiirli; 6: PK — LDH-A inhibitori + 1,25(0H)2D3; 7: PK - LDH-A

inhibitori + Dosetaksel.

Yapilan HE boyamasi ile karacigerde histopatolojik skorlamasinda
Dosetaksel (2 £ 0,63) ve LDH-A inhibitorii + Dosetaksel (1,17 £ 0,75) tedavi
grubunda, kontrol grubunda olusan karaciger hasarina (0,1 = 0,32) gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde daha fazla hasar bulundu (p<0,05). PK grubunda olusan
karaciger hasari (0,25 + 0,50) Dosetaksel (2 + 0,63) tedavi grubunda olusan hasardan
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istatistiksel olarak anlamli sekilde diisik bulundu (p<0,05). Dosetaksel tedavi
grubunda (2 £ 0,63) olusan karaciger hasar1 1,25(OH).D3 (0,33 + 0,52), LDH-A
inhibitori (0,33 £ 0,52) ve LDH-A inhibitori + 1,25(OH)2D3 vitamini (0,5 £ 0,55)
tedavi grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p<0,05). Diger gruplar
arasinda rakamsal farkliliklar olsada istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmadi
(p>0,05) (Sekil 6.7.1) (Tablo 6.7.1). Sonug olarak, Dosetaksel grubunda PK grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli karaciger hasari gozlenmesine ragmen LDH-A
inhibitoriintin eklendigi durumda karaciger hasarmin azaldig: ve istatistiksel olarak

yiiksek olmadig1 goriildii.

Sekil 6.7.2. Karaciger HE boyama. A: Kontrol; B: PK; C: PK — Dosetaksel; D: PK -
1,25(0OH).D3; E: PK — LDH-A inhibidtiri; F: PK — LDH-A inhibitori +
1,25(0OH)2D3; G: PK - LDH-A inhibitorii + Dosetaksel.

Kontrol, PK grubu, 1,25(0OH)2Ds vitamini, LDH-A inhibitori ve LDH-A
inhibitorii+1,25(OH)2D3s  vitamini uygulanan tedavi gruplarina ait karaciger
kesitlerinde anormal bulgulara rastlanmadi. Bu grupta dogal goriiniimde karaciger
parankimi goézlendi, hepatositler santral ven etrafinda 1sinsal hiicre kordonlar
tarzinda izlendi ve siniizoidler normal yapida idi (Sekil 6.7.2 A,B,D,E,F). Dosetaksel
ve LDH-A inhibitérii + Dosetaksel tedavisi uygulanan gruba ait karaciger

kesitlerinde, karaciger parankiminde hafif bir dejenerasyon gozlendi, hepatosit
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kordonlarinin diizensizlestigi ve mononiikleer hiicre infiltrasyonunda hafif bir artis
izlendi, siniizoidlerde dilatasyon ve santral venin dogal yapisini kaybettigi gozlendi

(Sekil 6.7.2 C,G).
6.8. Bobrekte PAS Boyamasi ile Glomeriil Mezengial Matriks Orani

PAS boyamasi ile gosterilen bobrek dokusunda glomeriil mezengial matriks orani

asagida verilen Tablo 6.8.1 ve Sekil 6.8.1’de gosterilmistir.

Tablo 6.8.1. Bobrek glomeriil mezengial matriks orani

PK- PK- PRIDE.A | Tona | PKLDHA Gruplar
Kontrol PK 5 s o | Inhibitri+ Inhibitéri+ . ;
) @ Dosetaksel | 1,25(0H),D; | Inhibitori 1,25(0H),D Dosetaksel P Arasi
3) @ (©) - © e ™ Anlamhhk
Baobrekte
e 13,14,
matriig(ls 15£11,30 | 18,75+10,31 | 63£17,78 | 64,17+27,64 | 40+28,11 | 56,67+28,93 | 102,5+44,13 | p<0,05 | 1-6,1-7,
2-7,5-7
oram
(%)

Bobrekte Glomerdil Mezengial Matriks Orani - Bobrekte Glomeriil Mezengial Matriks Orani  Bobrekte Glomeriil Mezengial Matriks Orani

200+ Fhkx 200+ 200
I 1 kX% ¥
! — 1
w1 150+ 150+
%
SMm{ S 104 S 10
50- 304 304
(- (- (-
12 3 4 5 6 7 12 3 4 5 67 12 3 4 5 6 7

Sekil 6.8.1. Bobrekte glomural mezengial matriks orani yiizdesinin tedavi gruplarina
gore degisimi. 1: Kontrol; 2: PK; 3: PK — Dosetaksel; 4: PK - 1,25(0OH).D3; 5: PK —
LDH-A inhibiétiirii; 6: PK — LDH-A inhibitori + 1,25(0OH).Ds; 7: PK - LDH-A

inhibitori + Dosetaksel.
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Yapilan PAS boyamasinda, bobrekte glomural mezengial matriks oram
Dosetaksel (63 +17,78), 1,25(0OH)2D3 vitamini (64,17 + 27,64), LDH-A inhibitorii +
1,25(0OH)2D3 vitamini (56,67 + 28,93) ve LDH-A inhibitorii+Dosetaksel (102,5 +
44,13) tedavi gruplarinda kontrol grubuna (15 + 11,30) istatistiksel anlamda yiiksek
bulundu (p<0,05). Ayrica LDH-A inhibitorii+Dosetaksel (102,5 + 44,13) grubunun
bobrek hasart PK grubuna (18,75 + 10,31) ve LDH-A inhibitorii grubuna (40 +
28,11) gore istatistiksel olarak yiliksek bulundu (p<0,05). Diger gruplar arasinda
rakamsal farkliliklar olsada istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmadi (p>0,05)

(Sekil 6.8.1) (Tablo 6.8.1).

N T S
fulibs

¥
i
W

Sekil 6.8.2. Bobrekte PAS boyamasi. A: Kontrol; B: PK; C: PK — Dosetaksel; D:
PK - 1,25(0OH).D3; E: PK — LDH-A inhibiétiirii; F: PK — LDH-A inhibitori +
1,25(0OH)2D3; G: PK - LDH-A inhibitorii + Dosetaksel.

Kontrol ve PK grubunda ve LDH-A inhibitorii tedavisi uygulanan gruba ait
bobrek kesitlerinde anormal bulgulara rastlanmadi. Bu grupta glomeriiler bazal
membran ve mezengial matriks oranlar1 normaldi (Sekil 6.8.2 A,B,E). Dosetaksel,
1,25(0OH).D3z  vitamini, = LDH-A  inhibitori+1,25(OH).Ds  ve  LDH-A
inhibitorii+Dosetaksel tedavisi uygulanan gruba ait bobrek kesitlerinde mezengial
matrikste artis, bowman kapsiilii pariyetel yaprak hiicrelerinde hipertrofi ve

hiperplazi, glomeriillerde hipertrofi gozlendi (Sekil 6.8.2 C,D,F,G).
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6.9. Tiimor Dokularinda EMT Analizinin Sonuclari

E-kaderin proteini incelendiginde, PK grubuna gore Dosetaksel, 1,25(0OH).D3
vitamini, LDH-A inhibitorii ve LDH-A inhibitorii + Dosetaksel tedavi gruplarinin
protein ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli sekilde bir artma goriiliirken
(p<0,05), LDH-A inhibitori+1,25(OH)2D3 tedavi grubunda sayisal bir artis
goriilmesine ragmen istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunamadi (p>0,05) (Sekil

6.9.1).

E-kaderin qPCR sonuglarina bakildiginda ise, western blot sonuglarini
dogrular sekilde PK grubunun E-kaderin mRNA ekspresyon seviyesi tedavi
gruplarindan daha diisiik seviyede bulunmustur. Ozellikle Dosetaksel, LDH-A
inhibitérii, LDH-A inhibitoéri + 1,25(OH)2D3 vitamini ve LDH-A inhibitérii +
Dosetaksel tedavi gruplarinin mRNA seviyeleri sayisal olarak ¢ok yiiksek
bulunmustur (p>0,05) (Sekil 6.9.1).
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Sekil 6.9.1. E-kaderin proteinin Western Blot ve qPCR sonuglari
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Tiimor dokusunda N-kaderin protein ekspresyonu incelendiginde, PK
grubuna gore Dosetaksel, 1,25(0OH).Ds vitamini, LDH-A inhibitéri, LDH-A
inhibitori+1,25(OH);Ds ve LDH-A inhibitérii+Dosetaksel tedavisi uygulanan
grubun ekspresyonlarinda istatistiksel olarak bir azalma gozlendi (p<0,05). Ozellikle
Dosetaksel ve LDH-A inhibitérii + Dosetaksel grubunun N-kaderin protein
ekspresyonu ¢ok diisiik bulundu (p<0,05) (Sekil 6.9.2).

N-kaderin mRNA ekspresyon seviyeleri incelendiginde, PK grubuna gore
Dosetaksel ve LDH-A + Dosetaksel grubunun mRNA seviyeleri istatistiksel anlamda
diisiik bulundu (p<0,05). LDH-A inhibitérii ve LDH-A inhibitérii + 1,25(0OH).D3
vitamini grubunda da bir diisme gozlemlense de istatistiksel olarak bir fark

bulunamadi (p>0,05) (Sekil 6.9.2).
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Sekil 6.9.2. N-kaderin proteinin Western Blot ve qPCR sonuglari

N-kaderin mRNA degisim kat sayisi
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Tiimo6r dokusunda HIF-la ekspresyonu incelendiginde, PK grubuna gore
LDH-A inhibitorii + Dosetaksel tedavi grubunun ekspresyonunda istatistiksel olarak
anlamli sekilde bir azalma gozlendi (p<0,05). Diger gruplarda ise Dosetaksel ve
LDH-A inhibit6rii uygulanan tedavi grubunda artma, 1,25(OH)2Ds vitamini ve LDH-
A 1inhibitérii+1,25(0OH)2D3 uygulanan tedavi grubunda bir azalma gozlendi (p>0,05)
(Sekil 6.9.3).

HIF-1oo. mRNA seviyelerine bakildiginda ise LDH-A inhibitorii + Dosetaksel
tedavi grubunun HIF-1o mRNA seviyeleri PK grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,05). Diger gruplarda ise PK grubuna gore diisiik
mRNA seviyelerine sahip olsa da istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmadi

(p>0,05) (Sekil 6.9.3).
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Sekil 6.9.3. HIF-1a proteinin Western Blot ve qPCR sonuglari
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Tiimdr dokusunda Snail ekspresyonu incelendiginde, PK grubuna gore, LDH-
A inhibitérii + Dosetaksel uygulanan tedavi grubunun Snail ekspresyonunun
istatistiksel olarak anlaml sekilde diisiik oldugu bulundu (p<0,05). Yine PK grubuna
gore Dosetaksel, 1,25(0OH)2D3 vitamini, LDH-A inhibitorii ve LDH-A inhibitori +
1,25(0OH)2D3 vitamini tedavi gruplarinda sayisal olarak bir azalma goriilse de

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05) (Sekil 6.9.4).

Snail mRNA seviyelerine bakildiginda ise, Dosetaksel ve LDH-A inhibitorii
+ Dosetaksel tedavi gruplarinin mRNA seviyeleri PK grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde diigiik bulundu (p<0,05). Ayrica LDH-A inhibitorii ve LDH-A
inhibitorii + 1,25(OH)2D3 vitamini gruplarinin Snail mRNA seviyeleri PK grubuna
gore sayisal olarak diisiik bulundu (p>0,05) (Sekil 6.9.4).
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Sekil 6.9.4. Snail proteinin Western Blot ve qPCR sonuglari
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Slug proteini western blot ekspresyonlari incelendiginde, LDH-A inhibitori
tedavi grubunun slug ekpresyonu PK grubunun Slug ekspresyonuna goére anlamli
sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). LDH-A inhibit6rii + Dosetaksel grubunun Slug
ekspresyonu PK grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmis bulundu
(p<0,05). Ayrica Dosetaksel ve 1,25(0OH)2Ds grubunun Slug seviyeleri PK grubuna
gore sayisal olarak diisiik, LDH-A inhibitori + 1,25(OH)2Ds3 vitamini grubunun Slug
seviyeleri ise PK grubuna goére artmis bulundu (p>0,05) (Sekil 6.9.5).

Slug mRNA seviyeleri incelendiginde ise, Dosetaksel ve LDH-A inhibitorii +
Dosetaksel tedavi grubunun Slug mRNA seviyeleri PK grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde disiik, 1,25(OH)2D3 vitamini, LDH-A inhibitori ve LDH-A
inhibitori + 1,25(OH)2D3 vitamini tedavi grubunun mRNA seviyeleri PK grubuna
gore artmis bulundu (p>0,05) (Sekil 6.9.5).

Slug
o g | 1 2 3 4 5 6
] — @9—-““— iZ9kDa Slug
T .
B LT T 1 1 ey
E 1 2 3 4 5 6
5 11 — g 29kDa Slug
o
BN M= (e aaes e o - Ain
1 2 3 4 5 6
Slug
*
' *kk ' 1-PK
| * ok | 2-PK+Dosetaksel
kK 3-PK+1,25(0H),D,
159 | l 4-PK+LDH-A inhibitéri
. €L 5-PK+LDH-A inhibitorii + 1,25(0H),D;

6-PK+LDH-A inhibitori + Dosetaksel

Slug mRNA degisim kat sayisi

1

1.0

05]

0.0- T T T
1 2 3 4 5 6

Sekil 6.9.5. Slug proteinin Western Blot ve gPCR sonuglari
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Timor dokusunda Twist protein ekspresyonu incelendiginde, Dosetaksel ve

LDH-A inhibitorii + Dosetaksel tedavi grubunun Twist protein ekspresiyonu PK

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,05).
1,25(0OH)2D3, LDH-A inhibitorii ve LDH-A inhibitéri + 1,25(OH)2D3 vitamini

grubunun Twist ekpresyonu PK grbuna gore sayisal olarak yiiksek bulundu (p>0,05)

(Sekil 6.9.6).

Twist mRNA seviyesine bakildiginda ise LDH-A inhibit6rii + Dosetaksel

grubunun Twist seviyesi PK grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik

bulundu. Ayrica Dosetaksel LDH-A inhibitorii ve LDH-A inhibitérii + 1,25(0OH)2Ds

vitamini tedavi gruplarinin Twist mRNA seviyeleri PK grubuna gore sayisal olarak

diisiik bulunmasina ragmen istatistiksel bir anlamlilik bulunmadi (p>0,05) (Sekil

6.9.6).
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Sekil 6.9.6. Twist proteinin Western Blot ve qPCR sonuglari
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7. TARTISMA

PK, diinyanin bir¢ok yerinde erkeklerde dnde gelen kanser tiiriidiir. Ancak
insidans ve Olim oranlar1 popiilasyona gore onemli dl¢lide farklilik gdsterir. PK
insidans: tarama ve erken teshis dahil olmak iizere tibbi bakima erisimin kolay
oldugu diinyanin daha gelismis bolgelerinde (6rnegin, Kuzey Amerika, Bati ve
Kuzey Avrupa ve Avustralya) en yiiksek oranda goriilmektedir. Buna karsilik, PK
oliim oran1 Afrika kokenli erkeklerde en yiiksek olarak goriilmektedir (157). Artan

6liim oranlar1 nedeni ile PK tedavisi 6nemli bir konu olmaya devam etmektedir.

PK igin farkli tedavi tiirleri bulunmaktadir. Dosetaksel, mikrotiibiillere
baglanarak ve androjen reseptorii niikleer translokasyonunu onleyerek ve B hiicresi
lenfoma (Bcl-2) fosforilasyonu yoluyla apoptoza neden olarak ¢alisan bir taksan
tirevidir (42). Dosetaksel PK tedavisinde ya tek ajan ya da anti-androjen tedavisi ile
kombine sekilde uygulanmaktadir (158). Ancak wuzun siireli Dosetaksel
uygulamasinin da PK’da kemoterapiye kars1 direng olusturdugunu gosteren klinik ve
deneysel arastirmalar vardir (159,160). Literatiirde konvansiyonel terapi olarak
kullanilan Dosetaksel’e ilave olarak D vitamini ve LDH-A inhibitori ile yapilan in

vitro ¢alismalar vardir.

Anaerobik glikolizin son basamaginda gorevli enzim olan LDH-A diizeyinin
hepatoseliiler, meme, prostat gibi insan kanser tiirlerinde asir1 derecede arttig
bilinmektedir. LDH-A inhibisyonunun timdér olusumunu geciktirdigi ve timor

progresyonunu yavaslatmada rolii oldugu diisiiniilmektedir (3).

D vitamini’nin 1970’lerin basindan beri kanserin nedeni ve tedavisinde
potansiyel rolii oldugu diisiiniilmektedir. D vitamini ile kanser tedavisi iizerine
yapilan ¢aligsmalarda kanser gelisimini engelledigi ve insan kanser hiicrelerinde tespit

edilen VDR nin in vitro olarak kanserin biiytimesini durdurdugu gosterilmistir (137).

Prostat kanser hiicrelerinde apoptoza ugrama oranit normal hiicrelere gore
gbzle goriilir sekilde azalmaktadir. Ciinkii hasarl1 olan kanser hiicreleri programli
hiicre 6limi olan apoptozdan kagarak yasamina devam etmektedir. Yapilan cesitli
calismalarda da goriilmiistiir ki PK hiicre hatlarinda (PC3, LNCaP, DU-145, Tramp-

C2) kontrol grubuna goére apoptoza ugrama oranlari diismiistiir (161).
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PK’nin tedavisinde kullanilan 6nemli bir kemoterap6tik olan Dosetaksel yari
sentetik bir taksan analogudur. Yapilan farkli ¢aligmalarda Dosetaksel’in yiiksek
dozlarda apoptozu indiikledigi ortaya konmustur (162, 163). Yang ve ark.’larinin
yaptig1 caligmada 3 farkli PK hiicre hatti kullanilmistir. PC-3 hiicre hatt1 i¢in 0-64
nM, DU-145 i¢in 0-40 nM ve LNCaP i¢in 0-8 nM konsantrasyon deger araliklarina
sahip Dosetaksel dozlar1 uygulanmistir. PC-3, DU-145, LNCaP i¢in diisiik
Dosetaksel dozlar sirasiyla 0,75 nM, 2 nM, 0,5 nM olarak belirlenmistir. PC-3, DU-
145, LNCaP i¢in yiiksek Dosetaksel dozlari sirasiyla 3 nM, 4 nM, 1 nM olarak
belirlenmistir. Her bir hiicre hatt1 i¢in diisiik doz Dosetaksel apoptoz agisindan bir
etki gostermez iken yiliksek doz Dosetaksel istatistiksel olarak anlamli sekilde
apoptozu arttirmistir (162). Diger bir ¢calismada LNCaP PK hiicre hatlarina 0 nM, 5
nM, 7,5 nM, 10 nM Dosetaksel uygulanmistir. 7,5 nM ve 10 nM olarak uygulanan
Dosetaksel dozlarinda 0 nM olarak ugulanan Dosetaksel grubuna goére apoptozun
arttigit ve kaspaz-3 aktivitesinin artigi gozlemlenmistir. Sonug¢ olarak, mevcut
calismalar, Dosetakselin antikanser etkisinin, insan LNCaP PK hiicrelerinde hiicre
biliylimesini baskiladigini, sitotoksisiteyi artirdigini, yiiksek dozlarda apoptozu
indiikledigini ve kaspaz-3 aktivitesini aktive ettigini ortaya koymustur (163). Wenner
ve ark.’larinin yaptigi calismada farede TRAMP-C2 PK hiicre hatti kullanilarak
olusturulan modelde haftada iki kere hayvanlara 10 mg/kg Dosetaksel verilmistir.
Apoptoz yogunlugunu anlamak ic¢in yapilan TUNEL boyamasinda Dosetaksel
uygulanan grubun kontrol grubuna gore apoptoz yogunlugunun anlamli sekilde

arttig1 gézlemlenmistir (164).

Apoptozu degerlendirmek i¢in serum CKI18-M30’a ilave olarak tiimor
dokusunda TUNEL yontemi ile apoptoz degerlendirildi. Kontrol grubunun CK18-
M30 degerleri (157,10 + 13,58 pU/ml) Dosetaksel (369,67 + 12,72 uU/ml) bulundu.
PK grubunun CK-18/M30 degerleri (103,25 11,35 pU/ml), Dosetaksel (369,67 +
12,72 uU/ml) bulundu. Dosetaksel grubunda hem kontrol grubuna gére hem de PK
grubuna gore istatistiksel olarak artmis apoptoz degerleri gozlendi (p<0,05). TUNEL
goriintiilerinden gorildiigli tizere CK18-M30 degerleri ile TUNEL goriintiilerinin
gosterdigi apoptoza ugrama durumlar1 paralel olarak bulundu. TUNEL sonuglarina
gore tiim calisma gruplart ile kiyaslandiginda en fazla apoptoza ugrama oram

Dosetaksel gruplarinda goriildii.
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Yapilan c¢esitli tiimér modeli ¢alismalarinda 1,25(OH)2D3’lin apoptozu
indiikledigi gosterilmistir. Guzey ve ark.’larinin DU-145 ve LN-CaP PK hiicrelerini
kullanarak gerceklestirdigi c¢alismada hiicre hatlarma 1-100 nM arasinda
1,25(0OH);D3 vitamini uygulanmistir. 1 nM dozda D vitaminin apoptozu

indiikledigini gosterilmistir (165).

Zheng ve ark’larmin yaptig1 ¢calismada meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-
231 ve prostat kanser hiicre hatti PC3’e in vitro ve in vivo olarak 1,25(OH)2D3
vitamini uygulanmis. Yapilan TUNEL boyamasinda D vitamini uygulanan grubun

apoptoza ugrama ylizdesi daha fazla bulunmustur (166).

Daha 6nce saglikli farelerde yaptigimiz ¢alismada; 1,25(OH).D3 vitaminin 1
ug/kg, 5 png/kg ve 10 pg/kg’lik dozlarinin apoptozu indiikledigini ortaya koymustuk
(147). Benzer sekilde mevcut ¢alismamizda PK kanser modeli olusturdugumuz
farelere uyguladigimiz 5 pg/kg’lik 1,25(0OH)2Ds vitamini dozunun apoptozu PK
grubuna gore arttirdigi hem serumda CK18-M30 hem de dokuda TUNEL yontemi ile
gosterildi.

Hao ve arkadaglarinin yaptigi c¢aligmada ise FX-11 ve LDHA-SiRNA
inhibisyonu ile LDH-A’nin inhibisyonun apoptozu indiikledigi gosterilmistir (167).
Bu durum Le ve ark.’larmin lenfoma hiicreleri lizerinde yaptig1 ¢alismada LDH-A
inhibisyonunun oksidatif stresi arttirarak apoptoza neden oldugu seklinde
aciklanmistir (168). Bizim sonuglarimizda LDH-A inhibitérit TAK degerlerini PK
grubuna gore arttirmis, TOS ve OSI degerlerinde istatistiksel bir anlamlilik
bulunmamistir. Dolayisiyla LDH-A inhibitoriiniin apoptozu arttirmasi oksidatif

stresin disinda baska nedenlere bagli olabilecegi diistiniilmiistiir.

Dosetaksel ve sodyum okzamat monoterapisi ile kombinasyon terapisi
karsilastirildiginda hiicre apoptozunu kolaylastirdigt ve LN-CSS hiicrelerinde
(hormona direngli LNCaP hiicreleri) hiicre biiylimesini etkin sekilde baskiladigi
gosterilmistir. Bu sonuglar, LDH-A'nin Dosetaksel direnci ile giiglii bir sekilde
iliskili oldugunu ve ozellikle kastrata direngli prostat kanserli (CRPC) hastalarda
Dosetaksel direncinin {istesinden gelmek ic¢in yeni bir terapétik stratejiyle

sonuglanabilecegini gosterdi (169).
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Dosetaksel ile LDH-A inihbitoriiniin kombine olarak kullanilmasi, kanser
metabolizmasin1 hedefleyen bir yaklasimla klasik kemoterapi ajaninin sinerjik

etkisinin gdsterilmesi calismamizin bir diger 6zgilin degerini olusturmaktadir.

Bizim ¢alismamizda, kontrol grubunun CK18-M30 degerleri (157,10 + 13,58
uUI/ml) LDH-A inhibitérii + Dosetaksel (477 + 15,63 pUI/ml) uygulanan grubun
degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,05). PK
grubu (103,25 11,35 pUl/ml) ve LDH-A inhibitorii + 1,25(0OH)2Ds (321,17 + 7,76
uUI/ml) ve LDH-A inhibitorii + Dosetaksel (477 + 15,63 pUl/ml) grubunun CK18-
M30 degerleri karsilastirildiginda tedavi gruplarinda degerlerin istatistiksel olarak
anlamli sekilde arttigi bulundu (p<0,05). 1,25(OH)2D3 vitamini uygulanan grubun
CK18-M30 degerleri (188 + 9,19 pUI/ml) LDH-A inhibitéri + Dosetaksel
uygulanan gruba (477 £+ 15,63 pUI/ml) gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik
bulundu (p<0,05). Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmadi
(p>0,05). Timoér dokularinda immiinohistokimyasal bir yontem olan TUNEL
boyama ile mikroskop altinda alinan goriintiilerde de goriildiigii tizere CK18-M30
degerleri ile TUNEL goriintiilerinin gosterdigi apoptoza ugrama durumlar: paralel
olarak bulundu. Bu bize uyguladigimiz tedavilerin 6zellikle Dosetaksel ve LDH-A
inhibitériic + Dosetaksel tedavi gruplarinin apoptozu hem serum hem timor

dokusunda arttirdigini ve tiimor boyutu ve biiyiimesini engelledigini gosterdi.

Kanser hiicrelerinde, glikoz metabolizmasi, piruvata donerek oksidatif
fosforilasyon ile devam etmek yerine laktat metabolizmasina dogru kayar. LDH-A
enzimi, Warburg metabolizmasina gegiste Onemli bir rol oynar. Metabolizma
yoniindeki degisiklik ile trikarboksilik asit (TCA) dongiisii yoluyla ATP {iretimindeki
verimliligi artirmak yerine, kanser hiicresinin biiyiime potansiyelini arttiran yapi

taglar1 olan amino asitleri iiretmek tizere glikozu kullanir (170).

Piruvati laktata doniistiren LDH-A, neoplastik ve neoplastik olmayan
hiicrelerde, glikoliz, gen transkripsiyonu, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve beyin
gelisiminde rol oynar. LDH-A, bir¢ok kanser tiiriiniin biiylimesini ve metastazini
destekleyen onemli bir glikolitik enzimdir. LDH-A, birgok kanser tiiriinde anormal
sekilde yiikselir ve metabolik yeniden programlamayi ve kanser hiicrelerinin kotii

huylu proliferasyonunu destekler. Dolayisiyla kanser hiicrelerinde anerobik
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glikolizin kilit bir kontrol noktasi olarak gorev alir. LDH-A ekspresyonu,
transkripsiyon faktorleri, transkripsiyonel koaktivatorler ve protein kinazlar gibi

birgok faktor tarafindan diizenlenebilir (171).

PK’inde LDH-A inhibitorlerinin hiicre kiiltiir ortamlarinda ve hayvan
deneylerinde etkileri iizerine calismalar literatiirde bulunmaktadir. Yapilan hiicre
kiltlirii ¢alismalarinda; LDH-A inhibisyonunun hiicre proliferasyonunu, migrasyonu
ve invazyonunu baskiladigi ve hiicre apoptozunu arttirdigir bulunmustur. Ayrica bu
sayede glukoz metabolizmasinin kanser hiicrelerinde yeniden programlandigi ve

laktat seviyelerinin diistiigii, glukoz tiikketiminin ise azaldig1 gosterilmistir (163,167).

Yamada ve ark’larinin yaptigi c¢alismada PK'da yiiksek serum LDH
seviyelerinin hastaligin prognozunu kotii yonde etkiledigi bildirilmistir (172).

Nunes ve ark.’larmin yaptigi ¢alismada ilerlemis PKnde glikolizin ve laktat

tiretiminin arttig1, bu nedenle PKnin daha agresif seyrettigi goriilmiistiir (173).

Hiew ve ark.’larmin yaptigt calismada PK hiicre hatlarina uygulanan

Dosetaksel tedavisinin LDH-A ve laktat seviyelerini diisiirdiigti goriilmiistiir (174).

Zeng ve ark’larmin insan endometrial Ishikawa hiicrelerinde yaptiklar
caligmada 1,25 (OH)2D3 vitaminin laktat tiretimini arttirdigi ve aymi sekilde, laktat
taginmasini saglayan monokarboksilat tagiyict izoform 4 (MCT4)'lin transkripSyon ve

protein seviyelerinin asagi regiilasyonunu saglar (175).

Ancak yapilan literatiir ¢alismalarinda, kombine tedavi seklinde uygulanan
LDH-A inhibitériitDosetaksel ve LDH-A inhibitorii+1,25(OH).D3  vitamini

tedavilerinin etkilerini gosteren in vivo ve in vitro bir ¢alisma bulunamamustir.

Bizim ¢alismamizda, PK grubunun laktat degerleri (3,05 + 0,36 mmol/L)
kontrol grubunun laktat degerlerine (2,07 + 0,43 mmol/L) gore anlamli sekilde
yiksek bulunmustur (p<0,05). LDH-A inhibitorii (1,49 = 0,39 mmol/L), LDH-A
inhibitori + 1,25(0OH)2D3 (1,45 £ 0,16 mmol/L) ve LDH-A inhibitorii+Dosetaksel
tedavi grubunun laktat degerleri (1,11 + 0,13 mmol/L) kontrol grubunun laktat
degerlerine (2,07 + 0,43 mmol/L) gore istatistiksel olarak diisiik bulundu (p<0,05).
PK grubunun laktat degerleri (3,05 + 0,36 mmol/L) ise Dosetaksel (1,73 + 0,18
mmol/L), 1,25(0OH)2D3 vitamini (1,91 + 0,13 mmol/L), LDH-A inhibit6rii (1,49 +
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0,31 mmol/L), LDH-A inhibitori+1,25(0H)2Ds (1,45 £ 0,16 mmol/L) ve LDH-A
inhibitorii+Dosetaksel (1,11 £ 0,13 mmol/L) gruplarinin laktat seviyelerine gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). Dosetaksel uygulanan
grubun laktat seviyeleri (1,73 + 0,18 mmol/L) LDH-A inhibitérii + Dosetaksel
uygulanan grubun laktat seviyelerine (1,11 + 0,13 mmol/L) gore anlamli sekilde
yiiksek bulundu (p<0,05). 1,25(0OH)2D3 grubunun laktat seviyeleri (1,91 + 0,13
mmol/L) yine LDH-A inhibit6rii + Dosetaksel uygulanan grubun laktat seviyelerine
(1,11 £ 0,13 mmol/L) gore anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). Yaptigimiz
calismada ¢ikan sonuca gore, LDH-A inhibisyonunu yaptigimizi kanitlamis olduk.
Bu da bize warburg etkisini tersine ¢evirebildigimizi gosterdi. Ayrica uyguladigimiz
tedavilerin tamaminin laktat seviyelerini disilirdiiglinii ancak en ¢ok diismenin
kombine tedavimiz olan LDH-A inhibitorii ve Dosetaksel grubunda oldugu goriildi.
Bunun tek tek bakildiginda ise Dosetaksel ve LDH-A inhibitorii uygulanan
gruplardan daha fazla laktat seviyesinde diisme ve warburg etkisini tersine gevirip

hiicrenin enerji metabolizmasini daha iyi diizenlenmesine neden oldugu diisiiniildii.

LDH-A inhibisyonu laktat diizeyini azaltmanin yaninda oksidatif stresi
arttirarak etki etmektedir (160). Oksidatif stres PK’nin baslanmas1 ve ilerlemesinde
onemlidir. Androjenlerin modiilasyonu, iltithaplanma, tiimor baskilayict gen (p53),
antioksidanlar ve yasa bagli oksidatif stres gibi bir¢ok faktdriin neden oldugu

oksidatif serbest radikalleri PK'y1 baslatabilir (176).

Yapilan calismalarda, PK’nin ilerlemesinde, distik ROS
konsantrasyonlarinin, ¢esitli yolaklarin aktivasyonu yoluyla hiicre ¢ogalmasini ve
gbelinii uyararak PK gelisimini tesvik ederken, yiiksek ROS seviyelerinin apoptoza

yol agtigin1 gostermistir (177,178).

Dosetaksel, glioblastoma, meme ve prostat dahil olmak iizere gesitli kanser
tirlerinin tedavisinde uzun siiredir kullanilmaktadir, ancak beyin ve testis gibi
normal dokularda birgok yan etkiye neden olmaktadir. Dosetaksel viicuttan bobrek
yoluyla atilir. Bu nedenle Dosetaksel, insan bobrek hiicrelerinde de yan etki olarak
nefrotoksisite yol agar. Bununla birlikte, bobrekteki Dosetaksel 'in toksisitesi heniiz

tam olarak acikliga kavusturulmamistir, ancak bazi c¢aligmalarin sonuglari,
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Dosetaksel'in  toksisitesinin ~ asirt  mitokondriyal ROS {iretimi tarafindan

indiiklendigini gostermistir (179).

Yarim ve ark.’larinin yaptig1 ¢alismada saglikli siganlara 30 mg/kg dozunda
Dosetaksel uygulamasi yapilmis. Uygulanan dozda Dosetaksel’in viicutta oksidatif
stresi arttirdigl, beyin ve karaciger dokularinda da oksidatif strese bagli toksisite

olusumu gozlemlemislerdir (180).

Daha 6nce saglikli farelerde yaptigimiz ¢aligmada 1,25(0OH).D3 vitaminin 1,5
ve 10 mg/kg’lik dozlarinin oksidatif stresi arttirtigr gosterilmis ayrica doza bagh
olarak bobrek ve karaciger lizerine olan toksik etkileri HE ve PAS boyamalari ile

gosterilmistir (147).

Ancak yapilan literatlir aramalarinda yine apoptozda oldugu gibi kombine
tedavi  seklinde uygulanan LDH-A inhibitorii+Dosetaksel ve LDH-A
inhibitorii+1,25(OH)2D3 vitamini tedavilerinin oksidatif stress iizerine etkilerini
gosteren bir ¢alisma bulunamamistir. Bu da ¢alismamizin diger bir 6zgiin degerini

olusturmaktadir.

Bizim ¢alismamizda, PK (3,10 + 0,16), Dosetaksel (6,39 + 0,46),
1,25(0OH)2D3 vitamini (3,37 + 0,33), LDH-A inhibitéri + 1,25(OH)2D3 vitamini
(4,27 £ 0,33) ve LDH-A inhibitorii + Dosetaksel (10,32 + 1,08) tedavi gruplarinin
OSI degerleri kontrol grubunun OSI degerleri (1,67 + 0,22) ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). PK grubunun OSI
degerleri (3,10 + 0,16), Dosetaksel (6,39 + 0,46), LDH-A inhibitori + 1,25(0H)2D3
vitamini (4,27 + 0,33) ve LDH-A inhibit6érii + Dosetaksel (10,32 + 1,08) tedavi
gruplarmin OSI degerlerinden istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulundu
(p<0,05). Dosetaksel tedavi grubunun OSI degerleri (6,39 + 0,46), 1,25(0OH)2D3
vitamini (3,37 + 0,33), LDH-A inhibitorii (2,26 = 0,39) ve LDH-A inhibitori +
1,25(0OH),D3 vitamini (4,27 £ 0,33) tedavi gruplarmin OSI degerlerine gore yiiksek
bulunurken, LDH-A inhibitérii + Dosetaksel (10,32 + 1,08) tedavi gruplarinin OSI
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,05).
1,25(0OH).D3 vitamini grubunun OSI degerleri (3,37 + 0,33), LDH-A inhibitdrii (2,26
+ 0,39) grubunun OSI degerlerinden anlamli sekilde yiiksek bulunurken, LDH-A
inhibitérii + Dosetaksel (10,32 + 1,08) grubunun OSI degerlerinden istatistiksel
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olarak anlamli sekilde diisiik bulunudu (p<0,05). LDH-A inhibitdrii grubunun OSI
degerleri (2,26 + 0,39), LDH-A inhibitort + 1,25(0OH)2D3 vitamini (4,27 + 0,33) ve
LDH-A inhibitdrii + Dosetaksel (10,32 £ 1,08) tedavi gruplarmin OS] degerlerinden
istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,05). LDH-A inhibitorii +
1,25(0OH);D3 vitamini grubunun OSI degerleri (4,27 = 0,33), LDH-A inhibitorii +
Dosetaksel (10,32 + 1,08) tedavi gruplarmin OSI degerlerinden istatistiksel olarak
anlaml sekilde diisiik bulundu (p<0,05). Elde edilen verilere gore PK’inde ¢alisma
gruplarinin i¢inde Dosetaksel ve LDH-A inhibitorii + Dosetaksel grubunun oksidatif
stresi en fazla arttirdigi goriilmiistiir. Oksidatif stres tizerinde gergeklesen bu artis
apoptozu tetikleyerek hiicrenin daha fazla apoptoza gitmesini saglamis ve ayrica
timor boyutlariin  azalmasina neden olmustur. Dosetaksel nefrotoksik bir
kemoterapotik ajan olmasi nedeniyle sadece Dosetaksel uygulanan grupta bobrekte
histolojik olarak mezenkimal matrikste hasar goriilirken, LDH-A inhibitorii +
Dosetaksel kombine tedavi grubunda bu hasarin daha arttig1 goriildii. Bu da LDH-A
inhibitoriinin Dosetaksel’in bobrek iizerine olan toksik etkisini arttirict yonde etki
etttigini diisiindiirmektedir. Ancak LDH-A inhibit6riiniin Dosetaksel ile beraber
kullanilmas: karaciger hasarini azaltic1 yonde etki gostermemistir. Bu bulgular daha
sonra yapilacak caligmalarda Dosetaksel + LDH-A inhibitorii’niin farkli doz
araliklan ile yapilacak calismalarda karaciger ve bobrek hasarina en az neden olan

dozun tespitinin faydali olacagini diisiindiirmektedir.

EMT, epitel hiicrelerinin hiicre polaritesini hiicre-hiicre yapismasini
kaybettigi, migrasyon ve invazyon 6zelliklerini kazandig bir siirectir. Twist, Snail ve
Slug gibi EMT ile ilgili transkripsiyon faktorlerinin hepsi migrasyon i¢in gereklidir.
E-kaderin, yapisma birlesiminden sorumlu anahtar epitel belirteci olarak, hiicrelerin
epitel fenotiplerini korumasini saglar. E-kaderin ekspresyonunun azalmasi, PKnin
metastatik ilerlemesi ile iliskilidir. Bu nedenle, bu EMT belirtegleri, PKnin seyrini

tahmin etmede 6nemli prognostik faktdrler olma potansiyeline sahiptir (181).

Son yillarda Dosetaksel PK vakalarinda standart birinci basamak tedavi
olarak kabul edilmistir; bununla birlikte, tedavi sonucu gelisen Dosetaksel direnci
siirh sagkalim avantaji saglar (119). Yapilan caligmalarda, PK, meme Kkanseri,
akciger ve over kanseri gibi kanser tiirlerinde uzun siire kullanilan Dosetakselin belli

bir siire sonra ilag direncine neden oldugu ve bunun EMT’ye bagl gelistigini
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gostermislerdir (182-185). Yapilan bu c¢alismalarda, E-kaderin konsantrasyonunda
artma oldugu, vimentin ve N-kaderin konsantrasyonlarinda azalma gézlemlemigler.
Ayrica EMT ile iligkili transkripsiyon faktorlerinden olan Snail, slug, twist ve Zeb’in

konsantrasyonlarinda artma goriilmiistiir (182-185).

Bizim ¢aligmamizda ise PK’inde Dosetakselin kisa siireli uygulamasinda E-
kaderin protein konsantrasyonunda anlamli bir artis goézlenirken mMRNA
seviyelerinde sayisal bir artis gozlendi. N-kaderin’de ise hem protein konsantrasyonu
hem de mRNA seviyelerinde anlamli sekilde diisiis gozlemlendi. Transkripsiyon
faktorleri incelendiginde ise Snail’de hem protein konsantrasyonunda hem de mRNA
seviyelerinde anlamli bir disme gozlendi. Slug proteini ig¢in protein
konsantrasyonunda sayisal bir azalma var iken mRNA seviyelerinde anlamli bir
diisiis goriildii. Twist’te ise protein konsantrasyonunda anlamli bir diisme, mRNA
seviyelerinde ise sayisal bir diisiis goriildii. Bu da bize EMT mekanizmasinin kisa
stireli Dosetaksel kullaninminda MET’e dondiigliniin -~ géstermistir. Metastaz

mekanizmasi durdurulmustur.

LDH-A enerji yollarindan biri olan glikoliz i¢in anahtar enzimlerden bir
tanesidir. Solid tiimdrlerde LDH-A’nin asir1 ekspresyonu gozlemlenmektedir ve
bunun da tiimér ilerlemesi ile iligkili oldugu diisiinilmektedir (186-188). Yapilan
calismalarda, HIF-la konsantrasyonunun artmast ile LDH-A’nin PK’inde arttig:
goriildii (189,190). Ayrica LDH-A ve HIF-la’nin korele bir sekilde artisi ile
myeloma kanser hiicrelerinde ilag¢ rezistansina neden oldugu goriildii (191). Bu da
LDH-A inhibisyonunun EMT iizerine etkisinin hipoksi yolag: iizerinden oldugunu

diistindiirmektedir.

Sheng ve ark.’larinin PK’inde yaptigi calismada LDH-A’nin tamamen
inhibisyonu veya prostat kanser hiicrelerinin LDH-A konsantrasyonunun
azaltilmasinin hiicre biiyiimesini ve metastaz1 yani EMT yi inhibe etmek icin yeterli

oldugu gosterildi (192).

Hao ve ark.’larinin yaptig1 ¢alismada, PK hiicre hatt1 PC3 ve radyorezistans
PK' hiicre hatti PC3-RR kullamilmistir. siRNA ve FXI11 ile yapilan LDH-A
inhibisyonunun EMT’yi azaltigi  gosterilmistir.  Caligmanin  Western  blot

sonuglarinda E-kaderin konsantrasyonunda artma ve N-kaderin konsantrasyonunda
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azalma gosterilmistir. Ayrica LDH-A inhibisyonu ile HIF-1a protein konsantrasyonu
da azalmistir. Bu da LDH-A inhibisyonunun EMT’yi hipoksi yolagi tizerinden
etkiledigini gostermektedir. Ayrica hipoksinin LDH-A inhibisyonu ile bastirilacagina
boylece tiimore ait yasam genlerinin inhibisyonuna ve radyasyon tedavisine ve

kemoterapiye tekrar sensitivite kazanacagi bulunmustur (167).

Hou ve ark.’larinin akciger kanseri hiicre hatlar1 kullanarak yaptigi calismada
LDH-A inhibisyonunun EMT {izerindeki etkisini incelemek i¢in western blot analizi
yapilmis ve E-kaderin konsantrasyonunda artma, N-kaderin, vimentin, Snail ve Zeb-
1 konsantrasyonlarinda diisme oldugu gosterilmistir. Bu da LDH-A

konsantrasyonunda gergeklesen azalmanin EMT’yi azalttigin1 gostermistir (193).

Bizim ¢alismamizda; PK’inde LDH-A inhibitorii kullanilan grupta, E-kaderin
ekspresyonunu arttigi ve mMRNA seviyelerinin yiikseldigi goriildi. N-kaderin protein
ekspresyonunun diistiigii ve mRNA seviyelerinde diistiigii goriildi. Bu da LDH-A
inhibitoriiniin kaderin degisimini inhibe ettigini ve mezenkimal yapmin epitelyal
yaptya geri donmeye basladigini  gostermektedir. Transkripsiyon faktorleri
incelendiginde ise, Snail protein ekspresyonu ve mRNA seviyelerinde diismeye
sebep oldugu Twist protein ekspresyonunda yiikselme ve mRNA seviyelerinde
diisme oldugu, Slug protein ekspresyonunda yilikselme ve mRNA seviyelerinde
yiikkselme oldugu gorilmiistiir. Slug ve Twist’ten elde edilen veri LDH-A
inhibitoriiniin Slug ve Twist lizerinde etkisinin olmadigini, Snail transkripsiyon

faktorii tizerinden PK’ne etki gosterdigini net sekilde ortaya koymustur.

LDH-A inhibitérii + Dosetaksel kombine tedavisi, E-kaderin ekspresyonu ve
MRNA seviyelerinde diger tedavi gruplarina gore yiikselmeye neden oldugu ve N-
kaderin protein ekspresyonu ve mMRNA seviyelerinde diislise sebep oldugu
goriilmistiir. Bu veriler kombine tedavinin EMT’yi MET e ¢evirmede ve metastazi
inhibe etmede daha etkin oldugunu goéstermektedir. Ayrica Snail, Slug ve Twist
transkripsiyon faktorlerinin hem protein ekspresyonlari hem de mRNA seviyelerinde
diger uygulanan tedavi yontemlerine gore azalma goriilmiistiir. Bu da bize kombine
tedavinin EMT yolaklarinin bir veya daha fazlasini inhibe ettigini diislindiirmektedir.

Ayrica tek basina uygulanan Dosetakselin belli bir siire sonra ilag rezistansina neden
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oldugu bilinmektedir. LDH-A ve Dosetakselin beraber kullanilmasi Dosetaksele

bagli ilag direncini Onleyebilecegi diisiindiirmektedir.

D vitamini EMT’nin negatif modiilatériidir. VDR reseptorii invazyon
baskilayic1 E-kaderin ve tiimor baskilayici sistatin D gibi ¢esitli genlerin
indiiksiyonunu kontrol eden ve Wnt/B-katenin yolunu antagonize ederek EMT'ye
karst c¢ikar. Yapilan c¢alismalarda 1,25(OH).D3’tin TGFP tarafindan indiiklenen
EMT’nin aksine etki gosterdigi ve bunu da EMT belirteclerinin ekspresyonunu
inhibe ederek yaptigi anlasilmaktadir (138).

Upadhyay ve ark.’larmin kiigiik hiicreli akciger kanser hiicre hatlarinda
yaptig1 ¢alismada, 1,25(OH)2D3 vitamini uygulanmas: ile epitelyal markerlar E-
kaderin ekspresyonunda artma ve mezenkimal markerlardan N-kaderin ve ZEB-1
ekspresyonunda azalma goérmiislerdir. Ancak bu azalmanin VDR’nin E-kaderin ve
N-kaderin iligkisi ile ilgili olup VDR artisinin E-kaderini arttirdigini ve N-kaderini
azalttigin1 bulmuslardir (194).

Kolon kanseri ile yapilan bagka bir ¢alismada ise 1,25(OH)2D3 vitaminin
EMT ye ters etki ettigi ve Snail ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (195).

Yine kolon kanser hiicre hatlar1 olan SW-480 ve HT-29 ile yapilan bir diger
calismada, 10° M, 107 M, 10® M 1,25(0OH),D3 vitamini uygulanmistir. Calisma
sonucunda 10°M 1,25(0OH),Ds vitamini kaderin degisimini inhibe etmis yani E-
kaderinin protein konsantrasyonunu arttirirken, N-kaderin protein konsantrasyonunu
azaltmigtir. Bunu yaninda yine aynit dozda EMT transkripsiyon faktorlerinden olan

Snail ve Slug’1 inhibe ettigi gézlemlenmistir (196).

Ancak yapilan literatiir aramasinda PK’inde 1,25(0OH).D3 vitamini ve EMT

iliskisini inceleyen bir ¢alisma bulunamamastir.

Bizim ¢alismamizda, PK’inde 1,25(OH).Ds vitamininin E-kaderin’in hem
protein ekspresyonunu hem de mRNA seviyelerini arttirdigini, N-kaderin’in ise
protein ekspresyonu seviyesini diisliriir iken mRNA seviyelerini arttirdigi
goriilmistiir. Bu da kaderin degisiminin saglandigin1 gostermekte ve 1,25(0OH)2D3
vitamininin etkisi ile hiicrenin epitelyal doniisiimiiniin saglandigin1 gostermektedir.

Her ne kadar N-kaderin mRNA seviyesinde bir artis goriilse de her mRNA protein

93



sentezi i¢in kullanilmak zorunda degildir. Transkripsiyon faktorlerine bakildiginda
ise, Snail, Slug ve Twist protein ekspresyonlarinda sayisal olarak bir azalma
gosterilse de mRNA seviyelerinde sayisal olarak bir artis goriilmiistiir. Yine LDH-A
inhibitorii + 1,25(OH)2D3 vitamini kombinasyon tedavisinde de aymi sonuglara
rastlanmisti. Verilerden elde edilen bilgilerde PK olusturulan farelere uygulanan 5
mg/kg’lik  1,25(0OH)2D3 vitamini dozunun EMT {izerinde etkili olmadigi
goriilmiistiir. Farkli dozlar kullanilarak daha sonra yapilacak c¢alismalarla EMT

tizerine etkin doz tespit edilebilir.

Hipoksi, genellikle PK gelisiminin en erken evresinde ortaya ¢ikan, tiimor
olusumuyla iliskili bir mikrogevre degisikligidir. Yapilan calismalarda elde edilen
sonuglar hipoksi / HIF’iin EMT indiiklenmesinde ve PK'da metastatik potansiyelin
artisinda rol oynadig1 gosterilmistir. Hipoksi; PK, over kanseri, akciger kanseri ve
hepatoselliiler karsinom gibi ¢esitli epitel kanserlerinde EMT siirecinin indiikleyicisi
oldugu, dolayisiyla tiimor hiicresinin hayatta kalmasini ve kemo veya radyo
terapilere karsi direng gelistirmesini saglar (197,198). Hipoksiye bagli EMT, E-
kaderin ve B-katenin gibi epitelyal gen ekspresyonlarinda bir azalma ve N-kadherin
ve vimentin gibi mezenkimal iligkili gen ekspresyonunda bir artis ile karakterizedir.
Hipoksi ayrica Smads, SNAIL, SLUG ve TWIST gibi transkripsiyon faktorlerini

aktive edebilir ve E-kaderin ekspresyonunu inhibe edebilir (199).

Tang ve ark.’larmin yaptig1 ¢alismada PC3 ve DUI145 PK hiicre hatlari
kullanilmis ve hipoksinin PK’da EMT’yi indiikledigi gdsterilmistir. Bu ¢alismada
western blot analizinde hipoksi zamanina bagli olarak E-kaderin ekspresyonunun
azaldigi, vimentin ekspresyonunun arttigi ve HIF-la konsantrasyonunun arttig

gozlemlenmistir (199).

Luo ve ark.’larmin yaptig1 diger bir ¢alismada ise LNCaP ve PC3 hiicre
hatlarinda HIF-la’nin asir1 ekspresyonunun in-vivo ve in-vitro ortamda EMT’yi
indiikledigi gosterilmistir (200). Ancak hala PK'da hipoksinin neden oldugu EMT ile

ilgili mekanizmalarin detay1 belirsizligini korumaktadir.

Bizim c¢alismamizda, PK’inde tiimoér dokusunda HIF-la ekspresyonu
incelendiginde, PK grubuna gére LDH-A inhibitorii + Dosetaksel tedavi grubunun

ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli sekilde bir azalma goézlendi (p<0,05).
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Diger gruplarda ise Dosetaksel ve LDH-A inhibitorii uygulanan tedavi grubunda
artma, 1,25(OH)2D3 vitamini ve LDH-A inhibitorii+1,25(OH)2D3 uygulanan tedavi
grubunda bir azalma gozlendi (p>0,05) (Sekil 4.9.3). HIF-1o. mRNA seviyelerine
bakildiginda ise LDH-A inhibitorii + Dosetaksel tedavi grubunun HIF-1a mRNA
seviyeleri PK grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulundu
(p<0,05). Diger gruplarda ise PK grubuna gore diisiik mRNA seviyelerine sahip olsa
da istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmadi (p>0,05) (Sekil 4.9.3). Bu da
calismada uygulanan kombine tedavinin hipoksik ortamin normoksik ortama
cevirilmesinde etkili olacagi ve EMT’ yi MET ¢ en iyi sekilde degistirebilecek tedavi
oldugunu disiindiirmiistiir. Ciinkii metastazin engellenebilmesi i¢in hipoksik ortamin
ve anjiyogenezin engellenmesi gerekmektedir. Kombine tedavi HIF-1o’y1 hem
protein ekspresyonu hem de mRNA diizeyinde azalttigindan PK tedavisinde etkili

oldugunu diistiniilmektedir.
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8. SONUC

Calismamizda deneysel olarak olusturulan PK modelinde degisik tedavilerin

apoptoz ve EMT iizerindeki etkileri incelenmistir.

Cikan sonuglar degerlendirildiginde hem Dosetaksel hem de LDH-A
inhibitorii + Dosetaksel tedavi gruplarinda; apoptozun ve oksidatif stresin arttigi,
laktat seviyelerinin azaldigi, EMT biyobelirteci olan E-kaderin’in hem protein hem
de mMRNA seviyelerinde arttigi, N kaderin’in hem protein hem de mRNA
seviyelerinde azaldigi ortaya kondu. EMT transkripsyon faktorleri incelendiginde ise
Snail, Slug, Twist’i hem protein hem de mRNA diizeyinde azaltti. Ayrica kanserde
onemli bir protein olan HIF-la’y1 diger gruplara gore anlamli sekilde azalttigi
goriildii. Dosetaksel grubunda PK grubu ile kiyasladiginda HIF-1o’da anlamli bir
fark gozlenmez iken LDH-A inhibitorii + Dosetaksel grubunda hem protein hem de
mRNA diizeyinde gozlendi. Dosetaksel’e LDH-A inhibitoriiniin eklenmesinin
apoptoz ile oksidatif stres artisin1 ve laktat ile HIF-la diizeyindeki azalmayi
potansiyelize ettigi goriildi. Bu da kombine tedavinin metastazi inhibe etmede daha
etkili oldugu ve EMT nin MET e doniisiimiinii daha etkin sekilde sagladigi goriildii.
Bu da LDH-A inhibitoriiniin Warburg etkisini tersine ¢evirerek Dosetaksel’in timor
tizerindeki etkinligini arttirdigim1 ve kemorezistans olusumunu engelleyebilecegini
diistindtirdii. Ayrica, oksidatif stresin artmasi ile nefrotoksik olan Dosetaksel’in
bobrek tizerindeki hasari arttirdigi ancak LDH-A inhibitorii + Dosetaksel tedavisinin
oksidatif stresi daha fazla arttirmasi ile bobrek hasarinin daha fazla oldugu gozlendi.

Ancak Dosetaksel’e gore karaciger harabiyetini arttirdi.

Sonug olarak, in vivo olarak olusturulan PK modelinde, literatiirde ilk defa
LDH-A inhibitorii + Dosetaksel kombine tedavisi uygulandi. LDH-A inhibit6riiniin
Dosetaksel’in kanseri Onleyici etkilerini potansiyelize ettigi ortaya kondu. LDH-A

inhibitoriiniin PK kanserini tedavisinde yeni bir yaklasim olabilecegi diigiiniildd.
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