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Rapamisinin prostat kanseri hiicre hatlarindaki etkisi

The effect of rapamycin in prostate cancer cell lines
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Ozet

Amag: Rapamisin, Streptomyces hygroscopicus'ten izole edilen, FKBP12 mTOR’a baglanan bir antibiyotiktir.
Rapamisin hem in vitro hem de in vivo kanser hicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmektedir. Bu ¢alismada, insan
prostat kanseri hiicre modelinde rapamisinin sitotoksik ve apoptotik etkileri degerlendirilip, telomeraz aktivitesi, EGFR
ve VDR gen ekspresyonlari Gzerine etkisinin arastiriimasi amaclanmistir.

Gere¢ ve Yontem: LNCaP, PC-3 ve DU 145 prostat kanseri hiicre hatlari Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium’'da
rapamisin ile muamele edilip inkiibe edilmiglerdir. Ayrica rapamisinin sitotoksisitesi tripan mavisi testi, XTT yontemi ve
apoptoz akridin oranj-etidium bromid boyasi ile incelenmistir. hTERT, EGFR ve VDR genlerinin ekspresyonlarinin
kantifikasyonu yapilmistir.

Bulgular: Apoptoz degerlendirildiginde hiicre hatlarinda rapamisinin ICsg dozunda apoptoz artigi izlendi. Rapamisinin
LNCaP hicre hattinda sitotoksisitesi degerlendirildiginde belirgin bir sitotoksisite godzlendi. hTERT mRNA
ekspresyonunda PC-3 hicre hattinda disus belirlendi. Hicre hatlarinda VDR ve EGFR gen ekspresyonlari
izlendiginde; PC-3 ve DU 145 te VDR gen ekspresyonunda belirgin bir disls gozlendi. EGFR gen ekspresyon
seviyesinde ise tum hicre hatlarinda dugus saptandi. Bu ¢alismada en dikkat ¢ekici bulgu, prostat kanseri hlicre hatti
LNCaP’te VDR ekspresyonunun izleniimemis olmasidir.

Sonug: Prostat kanserinde yeni bir molekuler tedavi yaklasimi giindeme getirilmistir.

Anahtar Sozciikler: Rapamisin, prostat kanseri, h\TERT, EGFR, VDR.

Summary

Aim: Rapamycin is an antibiotic isolated from Streptomyces hygoroscopicus and binds with FKBP12 mTOR.
Rapamycin inhibits proliferation of cancer cells in both in vitro and in vivo. It was purposed that cytotoxic, apoptotic
effects be taken into consideration and the impact of telomerase activity, EGFR and VDR gene expressions were
evaluated.

Materials and Methods: LNCaP, PC-3 and DU 145 prostate cancer cell lines were treated with rapamycin in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium. Cytotoxicity of the cell lines were analyzed with the Trypan Blue Dye test, XTT
method and apoptosis with acridine orange-ethidium bromide staining. Quantification of hTERT, EGFR and VDR
gene expressions was performed.

Results: Apoptosis was increased in cell lines with the ICso dose of rapamycin. When the cyototoxicity of rapamycin
was evaluated in the LNCaP cell line, a prominent cyototoxicty was observed. hTERT mRNA expressions decreased
in the PC3 cell line. When the gene expressions of VDR and EGFR were analyzed, a distinctive reduction was
observed in the VDR gene expression in the PC-3 and DU 145 cell lines. In terms of the EGFR gene expression; a
decrease was determined in all cell lines. The most remarkable result of our scientific research is the lack of the VDR
gene expression in the LNCaP cell line.

Conclusion: The prospect of a new molecular approach to treatment of prostate cancer was raised.
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Girig

Fosfoinositid-3-kinaz (PI3K) yoladi kanser gelisimine
dahil olan kritik yolaklardan biridir. Bu yolak epidermal
biyume faktori (EGF) gibi buylime faktorleri tarafindan
aktive edilebilir ve ¢ok sayida 6nemli asag regilasyon
sinyal yolaginin komponentlerinin aktivasyonuna énculik
etmektedir. Bu komponentlerden biri rapamisinin
memelilerdeki hedefi proteinidir (MTOR). mTOR’un
aktivasyonu, sonugta hilicre bdlinmesine dncilik eden
asagi-akis molekillerinin  ardarda aktivasyonu ile
sonuglanmaktadir. Klinik denemelerdeki gincel mTOR
inhibitdrleri; rapamisin ve temsirolimus (CCI-779)’ tur (1).
Rapamisinin karsinogenezdeki etkileri ile ilgili énemli
sayida galisma bulunmaktadir. Rapamisin, siklin D1’ in
degradasyonunu stimlle ederek, G1-S transisyonunu
inhibe edebilmektedir. Ayrica, aktive olmus PI3K-Akt-
mTOR yolaginin indikatéri olan fosfo-p70 S6 kinazi
asagi regule etmektedir (2). PI3K-Akt-mTOR sinyal
yolaginin aktivasyonu ¢ok sayida timoér tipinde tespit
edilmistir. Bu yolagin aktivasyonu da, kanser hticrelerinin
kemoterapiye direnci, sagkalim, anjiyogenez,
proliferasyon igin énem tasimaktadir (3). Sonug olarak,
bu yolak molekiler-hedefli tedavide cekici bir hedef
haline gelmektedir. Gergekten, rapamisin tedavisinin
doku kiltura sistemlerinde Umit vaad edici antitimor
etkisi oldugu gosterilmistir. (4).

Rapamisin (sirolimus), Streptomyces hygroscopicus’tan
izole edilen, hicre i¢i reseptéri olan FK506 baglayici
protein (FKBP12)'ye baglanarak olusturulan kompleks,
mTOR  lzerindeki FKBP12-Rapamisin  baglayici
domaine (FRB) baglanan bir antifungal makrolid
antibiyotiktir. iki yiiz seksen dokuz kDa agirhiginda genis
polipeptid, serin/treonin—spesifik kinazdir. Yapisinin
mayadan memeli hicrelerine kadar c¢ok iyi korundugu
bilinmektedir. insan, fare ve sigan TOR proteinleri
aminoasit diizeyinde %95 benzerlik sergilerler. mTOR
aminoterminal ugta 20 kadar birbiri ardina dizilmis tekrar
motifleri icermekte, Huntingtin elongasyon faktori 3,

protein fosfataz 2A'nin A (PP2A) alt {nitesini
icermektedir. mTOR hiicre blylumesi ve
proliferasyonunun anahtar regllatori olarak bilin-

mektedir. Translasyon slrecinde fosforilasyona baslayan
iki protein bulunmaktadir. ilk hedef protein, ribozomal
p70S6 kinazdir (S6K1). Ikincisi ise 6karyotik translasyon
baslama faktori (elF4E) supreséri olan 4E-BP1'dir.
Fosforlanmis 4E-BP’den elF4E’nin salinimi, aktif elF4E
kompleksinin  formasyonuna neden olur, bu da
mRNA’nin kap-bagimli translasyonu icin gereklidir.

Rapamisin ve analoglari hiicre déngtisu progresyonunda
G1 fazinda G1'den S fazina kadar olan sinyal iletim
yolaklarini dizenleyen immunosupresan ve
antiproliferatif 6zellikleri ile bilinirler. Rapamisinin hem in
vitro hem de in vivoda kanser hticrelerinin genis oranda
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proliferasyonlarini inhibe ettigi gdsterilmistir. Bu ajanin
glnimuzde antikanser tedavilerin klinik gelisiminde
kullanildigr  bilinmektedir. Insan kanser hiicrelerindeki
preklinik galismalar, rapamisinin prostat, kiiglik hicreli
akciger, glioblastom, T hucreli 16semi, renal hicre ve

g6dus kanserleri tedavisinde etkili olabilecegini
gOstermistir. Rapamisin  FKBP 12 adli immunofilin
ailesinden FK 506 baglayici proteinlerden birine

baglanarak serin treonin kinaz yolaginin inhibisyonu ile
antiproliferatif etkiler sergilemektedir. mTOR,
Fosfatidilinositol-3 kinaz/Akt (PI3K/Akt) sinyal yolaginin
bir asadi akis mediatéri olmakla beraber hicresel
fonksiyonlarin dizenlenmesinde kritik rol oynamaktadir.
Fosfoinositit3-kinaz (PI3K) ailesi enzimleri
fosfoinositoltrifosfat (PIP3) gibi 3-fosfoinosititlipid ikincil
mesajcilarinin  Uretilmesinden  sorumludurlar.  Yolak
anjiyogenez, motilite, sagkalim ve proliferasyonu igeren
¢ok sayida temel hicresel 6zellikleri yoneten sinyallerin
kaskadini  kontrol etmektedir. PI3K-Akt yolaginin
aktivasyonu icin cok sayida mekanizma bir seri kanserde
tanimlanmistir. Kanserde PI3K yolaginin bloke edilmesi
ile ilgili gorugler mevcuttur. PI3K'daki onkojenik
kinazlarin inhibe edilmesi bir strateji olarak bilinmektedir
(5).

D vitamini reseptoéri (VDR) geni, kromozom 12q13-14
bolgesinde lokalizedir. Gelisim, farklilasma ve cesitli
uyaranlara karsi hizli bir sekilde cevap vermekle
gorevlidir. D Vitamini, hiicre igi reseptorleriyle etkileserek
gen ekspresyonunu duzenlemektedir. Bu mekanizma iyi
bilinmemekle birlikte, kalsitriol sentezi ve metaboliz-
masina baghdir. Kalsitriol (1,25 dihidroksi D Vitamini 3)
D Vitamini’nin aktif metabolitidir. VDR ekspresyonunun
dizenlenmesinin hicre tipine 6zel oldugu ve hem
transkripsiyonel hem de transkripsiyon sonrasi
mekanizmalari icerdigi farkli hicre serileri ile ilgili
¢alismalara ihtiyag vardir (6).

VDR'nin prostat kanserindeki 6nceki tanimlamalari ve
takip eden Kalsitriol etkilerinin incelenmesi prostat
kanseri (PCa) hiicre hatlari etrafinda merkezlenmis
olmasina ragmen Kkalsitrioliin normal prostat dokusunda
da 6nemli bir rol oynadigi gérilmektedir. Peehl ve ark.
(7) taze olarak elde edilen opere prostat érneklerinde ve
prostatin epitelyum ve stromal hiicrelerinde VDR’nin
varlidini rapor etmislerdir. Benin prostat hiperplazilerin
cerrahi Orneklerinden elde edilen primer kiltirler de
ayrica VDR eksprese etmektedir. VDR hem epitelyum
hem de stromal hicre kilturlerinde bulunmaktadir fakat
VDR, grandula epitelyum hicrelerine oranla, stromal
fibroblastlarda daha dislk seviyede goriimugtar.
Prostat dokusundaki bdlgesi VDR’nin  miktarini
etkilememistir, periferal bélge ve merkezi bolge kultirleri
ayni VDR icgerigine sahiptirler (7). Krill ve ark. (8) VDR
ekspresyonunu farkli yaslardaki dondrlerden elde
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ettikleri normal prostat bezinde c¢alismis ve VDR
ekspresyonunun yasla degistigini, 50’'li yaslarda bir pik
yaptigini ve sonrasinda inise gegctigini bulmuslardir (8).
Kalsitriol yenidogan sigan prostat epitel hucreleri
Uzerinde (9) ve insan prostat epitelyum hicrelerinde (8)
anti-proliferatif etki gostermektedir. Bu c¢alismalar D
vitamininin normal prostat fizyolojisinde ve gelisiminde
bir rolii oldugunu desteklemektedir. Miller ve ark (1992)
LNCap insan PCa hicrelerinde VDR varligini
bulmuslardir (10). Skowronski ve ark. (11) tarafindan g
farkh PCa hicre hattinda (LNCaP, PC- 3 ve DU 145)
VDR’nin ve kalsitriollin anti-proliferatif etkisinin (1-100
nM) gosterilmesi, prostat biyolojisinde D Vitamini’'nin
direkt rolinin arastirimasini ve hormonun PCa
tedavisinde nasil faydali olabilecegi ile ilgili calismalar
baslatmistir. Hicrede erigilen Kkalsitriol hormonunun
yiksek  konsantrasyonunun  gunisigi,  beslenme,
sirkilasyondaki transport ve metabolizmanin etkilesimi
sonucu oldugu aciktir ve hala aktif hormonlarin
tasiniminin inhibe veya stimule olmasi icin reseptér ve
post-reseptdr sinyal yolaklarina ihtiyag vardir. Ornegin,
bozulmamis VDR eksikligi veya VDR’deki mutasyonlarin
fonksiyonlarinin kaybi kalsitriollin herhangi bir seviyesine
ona yanitl azaltabilir veya elimine edebilir. Birgok faktor,
kalsitriole yanitin  buyUkligini degistirerek hedef
hicrelerde VDR’nin konsantrasyonunu reglle edebilir
(12). Prostat kanseri hastalarinda immunohistokimya
kullanilarak VDR proteininin ekspresyonunun incelendigi
bir g¢alisma prostat timorlerindeki yiksek VDR
ekspresyonunun azalan letal kanser riski ile iligkili oldugu
sonucuna varmistir (13). Bu durum da, VDR yolaginin
PCa progresyonunu inhibe ettigini ve bunun sadece
25(0OH)D kan degerlerine degil, VDR icerigine bagh
oldugunu &nerir. Bircok epidemiyolojik c¢alisma, D
Vitamini eksikliginin PCa riskini artirdigini ve yiksek
miktardaki D vitamininin daha iyi prognoz ve gelismis
sonuglarla iligkili oldugunu belirtmektedir. Hicre ve
hayvan c¢alismalari PCa’da D Vitamini'nin anti-proliferatif
rolinin VDR’nin 6nemini ve ekstra-renal dokulardaki
CYP27B1 ve CYP24 enzimleri tarafindan oynanan rolleri
vurgulamiglardir. Ayrica son veriler, VDR'nin yuksek
konsantrasyonlarinin agresif hastalia kargi koruyucu
oldugunu o6nermektedir. Preklinik veriler inandirici ve
ikna edici olmasina ragmen PCa’li erkeklerde D,
kalsitriol veya cesitli D Vitamini analoglari kullanilarak
yapilan klinik denemelerin sonuglari hayal kirikligina
sebep olmustur. Arastirmacilar D Vitamini eksikliginden
kaginmanin iskelet homeostazisine olan asikar
yararlarinin yaninda kanser insidansini azaltmada
6nemli bir amac¢ olabilecegine inanmiglardir. Kalsitriol
bazi kanser hicrelerinde apoptozu indiklemesine
ragmen esas gorevi anti-proliferatif, anti-inflamatuar ve
pro-farklilasma etkileridir. Bu nedenle, tek basina
uygulanan kalsitriol terépotik olarak yararli olamayabilir.
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D Vitamini veya Kkalsitriolin Klinik kanser gelisiminden
once kemoprevensiyonda veya diger tedavilere bir ek
olarak erken dénem kanser hastalarinin hastaliklarinin
ilerlemesini  ertelemede ¢ok etkili olabilecegini
distnmdislerdir (14). Kalsitriol igin glvenli bir dozu
belirlemek zorken, en yiksek dozda uygulamanin gok
ciddi yan etkiler yaratmadan tolere edilebilecegi ve D
Vitamini, kalsitriol veya analoglari gibi diger ilaglarla
kombinasyonlarinin tedaviyi artirdiy1 ve PCa tedavisi igin
yararli oldugu sonucuna varmiglardir.  Yararlari
erkeklerde kanitlanmasa da preklinik veriler ileride
erkeklerde klinik galismalar yapilacaginin bir goster-
gesidir.

Epidermal blyume faktor reseptori (EGFR) geni
kromozom 7p11.1-q11.1 bdlgesinde lokalizedir. EGFR,
170 kDa bir glikoprotein olup ekstraseliler ligand
baglayan ve intraselller tirozin kinaz aktivitesi olan
bolgeye sahipti. EGFR ailesi yapisal olarak benzer 4
reseptor tirozin kinaz proteininden olusmaktadir: ErbB-1
(EGFR), ErbB-2 (HER-2), ErbB-3 (HER-3), ErbB-4
(HER-4). Bu dort molekuliin hepsinin hicre ici ve disi ve
transmembran kisimlari mevcuttur. Epidermal buyime
faktori (EGF), transforme edici bluylime faktori (TGF)-
gibi ligandlar bu reseptérlere baglanarak normal ve malin
epitelyal hucrelerin  blylimesinde ve diferansiyas-
yonunda etkilidir. EGFR aktivasyonu ile tumor
proliferasyonu, migrasyonu, stromal invazyon,
neovaskilarizasyon ve apoptoza diren¢ ortaya
cikmaktadir. EGFR meme, over, kolon, prostat, bébrek
ve akciger kanserlerinde yiksek oranda ifade
edilmektedir. Hormonal tedaviye, sitotoksik ajanlara ve
radyoterapiye direncin gostergesidir. Androjene bagli
kanser ve normal prostat epitel ilerlemesi sonunda,
hormon bagimsiz prostat kanseri c¢ok farkli blyiume
dizenleyici sinyaller igeren karmasik bir sire¢ icine
girer. EGFR gen aktivasyonu prostat kanseri hicre
blyimesinde etkili olmaktadir.

Prostat kanserinde prostat in situ neoplazi olarak
isimlendirilen ve hastaligin erken evrelerinde tespit
edilen artmis telomeraz aktivitesi tanimlanmistir. Prostat
biyopsilerinden telomeraz aktivitesinin degderlendiriimesi
bu malignite icin degerli bir tani markiri olarak bilinmek-
tedir. Kanser gelisiminde telomeraz aktivitesinin
molekiler mekanizmasi hala bilinmemektedir. Prostat
kanseri kanser 6limlerinin ikinci nedeni ve en sik tedavi
edilen malignite olarak bilinmektedir. Rapamisin ile
mTOR’un inhibisyonu, fosfataz ve tensin (PTEN) negatif
timorlerde kismen efektiftir. Daha 6nceki bulgulardan
yola cikarak rapamisinin prostat kanseri hiicre hatlarinda
PI3K /mTOR inhibisyonunun arastiriimasi hedeflenmistir
(15).

Calismada, insan prostat kanseri hiicre modellerinde
(PC-3, DU 145 ve LNCaP) rapamisinin sitotoksik ve
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apoptotik etkileri degerlendirilip telomeraz aktivitesi,
EGFR ve VDR gen ekspresyonlari Uzerine etkisinin
arastirimasi amaglanmigtir.

Gereg ve Yontem

Hiicre hatlan

LNCaP (insan prostat adenokarsinomu, lenf nodu
metastazi-androjen bagimh), PC-3 (insan prostat
adenokarsinomu, 4. evre androjen bagimsiz) ve DU145
(insan prostat karsinomu beyin metastazi-hormon
bagimsiz) prostat kanseri hiicre hatlari % 10 fétal sigir
serumu (FBS), 100lU/ml penisilin ve 100 mg/mi
streptomisin iceren DMEM’'da 1, 10, 25, 50 ve 100nM
dozda rapamisin ile muamele edilip 37°C'de, % 95 nemli
ortamda % 5 COy'li etlivde 24, 48 ve 72 saatlik slrelerde
inkiibe edilmislerdir. Calismaya 1x10%/ml hiicre olacak
sekilde baglanmistir.

Sitotoksisite testleri

Tripan mavisi testi: Hicre canhllidi tripan mavisi testi ile
doz ve zamana bagh olarak degerlendirilmistir. Canh
hicreler tripan mavisi boyasina gegirgen olmayip 6lu
hicreler bu boyay! hucre icine aldiklarindan mavi renkte
gorilmektedirler. Bu Ozellikler dogrultusunda hucreler,
canlilk ve c¢ogalma ydénunden degerlendirilmigtir.
Neubauer lamda 1x10°/ml hiicre temel alinarak ikilenme
zamani tespit edilmistir.

XTT yéntemi: Rapamisinin sitotoksik etkisi XTT yontemi
kullanilarak degerlendiriimistir. Hucreler 24, 48, 72.
saatlerde ayni rapamisin konsantrasyonlarinda 3
kuyucuk olacak sekilde 96’lik mikroplatelerde XTT (2,3,-
bis[2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil]-2H-tetrozolium-5-

kaboksanilit tuzu) solisyonu kullanilarak spektrofoto-
metrik ELISA yontemi ile degerlendiriimistir. Reaktifler
50/1 (isaretleme ajani/aktivasyon ajani) oraninda olacak
sekilde karigtirilarak hazirlanmigtir. XTT suda ¢Ozlinen
bir tetrazolium tuzu olmakla beraber canli hicrede
mitokondrilerindeki dehidrogenaz enzimi ile parca-
landiginda  ¢dzllebilir formazana  dénusmektedir.
Formazandan kaynaklanan turuncu rengin yogunlugu
metabolik olarak aktif hicrelerin sayisi ile orantilidir.
Reaksiyon ELISA cihazinda okunup kantite edilmistir.
ELISA cihazinda 490 nm dalga boyunda ve 630 nm
referans araliginda her bir kuyucugun absorbans degeri

kuyucukta 6lglilen optik dansite degerinin kontrol optik
dansite degerine bodlinmesi ve yuz ile carpiimasi ile
hesaplanmigtir.

ICso degerleri nonlinear regresyon analizine goére [Y = alt
+ (Ust-alt) / (1 +10(Log IC50 - X) x HillSlope) GraphPad
Prism yazilimi] belirlenmigtir.

Akridin oranj - etidyum bromdir boyas! ile apoptoz
saptanmasi

Apoptoz degerlendirmesi akridin oranj-etidyum bromur
boyasi kullanilarak yapilmistir. Bu boya canli ve 6lu
hiicreler ile nukleusta ve hiicre membranindaki nekroz
ve apoptoza bagl degisiklikler hakkinda bilgi
vermektedir. Vital bir boya olan akridin oranj, hem canh
hem 0lU hicreleri boyarken, etidyum bromiir ise sadece
membran butunlidl bozulmus hicreleri boyamaktadir.
Canl hucreler morfolojik olarak tniform yesil renkli
boyanirlar. Apoptozun erken dénemindeki hlcreler de
yesil renkte boyanmakta ancak niikleuslarinda, kromatin
kondensasyonu ve nikleer fragmantasyonu godsteren
parlak yesil renkli noktalanmalar igerirler. Ge¢ apoptotik
dénemdeki hucreler de nekrotik hicreler gibi etidyum
bromdr ile turuncu renkte boyanirlar. Calismada hticreler
etidyum bromdir akridin oranj boyalar ile boyandiktan
sonra floresan mikroskop kullanilarak morfolojik olarak
degerlendirilmistir. Rapamisinin prostat hicre hatlarin-
daki apoptotik ve nekrotik etkilerinin gézlenmesi
amaciyla her alandan en az 450 tane hicre sayilarak
canh nekrotik ve apoptotik hiicre sayilari ayri ayrn
belirlenmigtir.

hTERT, EGFR ve VDR gen ekspresyonu kantifikasyonu

hTERT mRNA ekspresyonu kantitatif tespiti, Light Cycler
TeloTAGGG hTERT kantifikasyon kiti (Roche Applied
Science) (Mannheim, Almanya) kullanilarak Real Time

Online RT-PCR ile calisimistir. Tim kantifikasyon
basamaklari kit  prosedirine gbre yapimistir.
Rapamisinin ICsp dozunda, 72. saatte tim hucre
hatlarindan total RNA izolasyonu yapimis ve

komplementer DNA eldesi ardindan EGFR ve VDR gen
ekspresyonlari Real Time Online RT-PCR ile
calisimistir. EGFR ve VDR gen ekspresyonlar
belirlemede kullanilan primer ve problar tarafimizdan
tasarlanmigtir. llgili genlerin primer ve prob dizileri
asagidadir:

(OD) okunmustur. Hicre canhhdr yuzdesi her bir

Gen ileri Primer Geri Primer Prob

EGFR cagccacccatatgtaccatc aactttgggcgactatctgc gctggatg

GAPDH gaaggtgaaggtcggagtc gaagatggtgatgggatttc caagcttcccgttctcagcc
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VDR mRNA ekspresyonu ve GAPDH primer/prob
sekansi 5-3’

VDR prob FAM-CCT GCC GGC TCA AAC GCT GTG-
TAMRA

VDR ileri primer CTC ATC TGT CAG AAT GAA CTC
CTT

VDR geri primer TCA CCA AGG ACA ACC GAC G
GAPDH prob FAM-caa gct tcc cgt tct cag cc-TAMRA
GAPDH ileri primer gaa ggt gaa ggt cgg agt ¢

GAPDH geri primer gaa gat ggt gat ggg att tc

Bulgular

Rapamisin ile muamele edilmis ve edilmemis prostat
kanseri hicre hatlarindaki hicre canlihgi Grafik-1'de
gOsterilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde tripan mauvisi
testine gore 72. saatte, DU145 ve LNCaP hiicre
hatlarinda, sirasiyla 10, 25 ve 50 nM rapamisin
muamelesinde viabilitede %50 azalma gézlenmistir. PC3
hiicre hattinda 72. Saatte 10nM rapamisin muamelesi ile
viabilitede énemli bir degisiklik gézlenmezken, 25 ve 50
nM konsantrasyonda ise viabilitedeki azalma % 50°den
fazladir (Sekil-1). DU145, PC3 ve LNCaP hicre
hatlarinda rapamisinin 72. saatteki IC50 dozlari sirasiyla;

11.08, 50.80 ve 1.24 nM olarak XTT y6ntemi ile tespit
edilmigtir (Grafik2, r (DU145)=0,8810 p= 0,0204, r
(PC3)=0,8471 p= 0,0333, r (LNCaP)=0,9547 p= 0,003).
Rapamisinin LNCaP hucre hattinda sitotoksisitesi
degderlendirildiginde belirgin  sitotoksisite g6zlenmigtir
(Sekil-2). Apoptoz degerlendirildiginde; PC-3, LNCaP ve
DU 145 hicre hatlarinda 72. saatte doza ve zamana
bagli apoptoz artisi goézlenmistir (Sekil-3,4). hTERT
mRNA ekspresyonu degerlendirildiginde ise PC-3 hicre
hattinda 72. saatte 1 nM'dan itibaren % 50’ye varan
disus saptanmigtir (Sekil-5). PC-3, LNCaP ve DU 145
hicre hatlarinda 72. saatte VDR ve EGFR gen
ekspresyonlari degerlendirildiginde; hormon bagimsiz
prostat kanseri hicre hatlan PC-3 ve DU 145te
rapamisin verilmeyen kontrol grubuna oranla VDR
ekspresyonunda belirgin bir disus gdzlemlenirken,
hormon bagimh prostat kanseri hiicre hatti olan LNCaP’
te VDR gen ekspresyonu goézlenmemisti. EGFR gen
ekspresyon seviyesinde ise tUm hicre hatlarinda kontrol
grubuna oranla belirgin bir distis saptanmistir (Sekil-6).
VDR ve EGFR ekspresyonlari igin kantitatif PCR’da
housekeeping gen olarak gliseraldehit 3 fosfat
dehidrogenaz (GAPDH) kullaniimigtir. Tim deneyler 3
kez tekrar edilmistir.
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Sekil-1. Rapamisinin Tripan mavisi testi ile belirlenen sitotoksisitesi.
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Sekil-2. Rapamisinin XTT testi ile belirlenen sitotoksisitesi.
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Sekil-3. Rapamisinin apoptotik etkisi (AO/EtBr).
Sekil-4. Akridin Oranj Etidyum Bromid ile canli (C), nekrotik (N), erken (EA) ve ge¢ (GA) apoptotik hiicreler (40x).
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Sekil-5. hTERT mRNA ekspresyonunun rolatif kantitasyonu.
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Sekil-6. VDR ve EGFR gen ekspresyonlarinin kontrole gére kat degisimleri.
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Tartisma

Calismamizda rapamisinin PC-3, LNCaP ve DU 145
hiicre hatlarinda hiicre viabilitesi, sitotoksisitesi,
apoptozu ve hTERT mRNA, EGFR ve VDR gen
ekspresyonlari lizerine etkisi saptanmistir. insan
kanserleri gogunlukla proliferasyona, sagkalima, invaziv
ve metastatik yeteneklerin kazanimina sebep olan
genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimi sonucu
epitelyum hiicrelerinden kdken alirlar. Epidemiyolojik ve
laboratuvar arastirmalari kanser gelisimi ile iligkili olan
degisikliklerin bireyin genetigi ve cevresel risk faktorleri
arasindaki  kompleks iligkiler ~sonucu oldudunu
belirtmistir. Cevresel faktorlerin tim kanser risklerine
onemli Olglide katkida bulunduklarini dneren veriler
temelinde, kanser engelleme stratejilerinde beslenme
faktorleri ve spesifik yasam tarzini  kullanmaya
odaklaniimigtir. Beslenme faktorleri arasinda D Vitamini,
epidemiyolojik, laboratuar, hayvan ve klinik galigsmalar
icinde  kanseri  6nlemeyle iliskisi  artmaktadir.
Epidemiyolojik deliller, kolon, rektal ve meme kanserinin
onlenmesinde D vitaminin, D vitamini duyarli olabilecek
mesane, beyin, endometrial duvar, 6zafagus, safra
kesesi, bobrek, akcigerler, yumurtaliklar, pankreas,
prostat ve mide kanserlerine gore daha etkili oldugunu
gOstermektedir. Mekanige ait olarak D Vitamini 3’Un
biyolojik olarak aktif formu olan 1025 dihidroksi D
Vitamini 3 (1,25D), her dokuda gen ekspresyonu ve
sinyal transdiksiyonunun global bir regulatériddr.
Epitelyum hiicrelerinde VDR ve ligand 1,25D farkhlasmig
fenotipe katkida bulunur ve hiicreleri endojen ve eksojen
streslere karsi savunan yolaklari destekler. Insan
timorlerinde ve kanser hiicre hatlarinda fonksiyonel
VDR’nin varlidi, bu reseptoriin kanser tedavisi icin bir
hedef olabilecegini gostermistir. Artan D Vitamini

durumu, kanserli hastalarda tedaviye yaniti veya
sagkalimi  geligtirebilir.  Bircok c¢alisma, 1alfa,25
dihidroksivitamin D3 (1,25D)'nin gelisme arestini

indlkledigini, hicre 6limind tetikledigini veya in vitroda
kanser hucrelerinin ve in vivoda timorlerin farklilas-
masini destekledigi dogrulamistir Bu sebeple dolasim-
daki 25-hidroksivitamin D (25D)’nin yuksek kan degerleri
kanserli hastalarda daha iyi sagkalimla korelasyon
gOstermesi sasirtici degildir. Bu veriler tam olarak tutarl
degildir fakat bazi calismalar D Vitamini metaboliz-
masinin ve VDR ekspresyonun ileri kanserlerde iptal
oldugunu belirtmektedir, dyle ki D Vitamini yolaginin
endojenik aktivitesi anti-timor etkileri tetiklemede ¢ok
yeterli degildir. Bu ilerlemis olgularda daha etkili D
Vitamini tabanli ilaglar terapdtik dedere sahip olabilir.
Duzinelerce sentetik D Vitamini analoglari, bireysel
olarak veya kemoterapétik ilaglar veya radyasyon ile
kombine olarak hayvan kanser modellerinde etki
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gostermistir (16). Bea-Jump ve ark. yaptigi calismada
rapamisinin over, serviks ve endometriyum kanserle-
rinde potansiyel olarak hedeflenmis terapdtik bir ajan
oldugu bildiriimistir. Bu kanserlerde, rapamisinin,
bagimsiz bir mekanizma ile ve hTERT transkripsi-
yonunun supresyonu onciliginde hiicre proliferasyo-
nunda, G1 hlcre donglislt arrestinin inhibisyonunu
saglayarak antitimor etkiler sergiledigi goralmastar.
Over ve serviks kanser hicre hatlarinda, 20 nM
rapamisinin hTERT mRNA dizeyini dikkate deger bir
sekilde dusurdigu bulunmustur (17). Nanni ve ark.
yaptidi calismada ise prostat hlcre hatlarinda &strojen
reseptorleri araciligi ile sinyalin dizenlenmesi ve normal
ve malin prostat epitel hicrelerinde telomeraz
aktivitesinin kontrolinin prostat kanserinin takibinde
kullanilan hormona bagimli tedavilere biyolojik yanit
arastinimisgtir. Bulunan sonuglar Ostrojen reseptorleri ile
prostat kanserinin direkt kontrolind hTERT gen
ekspresyonu ve telomeraz aktivitesinin, prostat kanse-
rinde olasi bir terapdtik hedefi simgeleyen bir
transkripsiyonel regilator olabilecegi bildirilmistir (18).

Bu bilgilerin 15181 altinda, rapamisinin telomeraz enzimi
Uzerine etkisi g6z Onunde bulundurularak, prostat
kanserli olgularda ex-vivo ve klinik faz galismalarinin
yapllmas! ile tedavi protokolinde vyer alabilecegini
distnmekteyiz.

Rapamisinin 1Cso dozunun EGFR gen ekspresyonunda
azalma saglamasi onkojenik 6zelliginden dolay! anlamh
olarak  degerlendirilmistir.  Petrylak'in  yaptigi  bir
calismaya gore, dosetakselin kemik ve tumor
damarlanmasini hedefleyen ajanlarla ve D vitamini
reseptoru ile kombinasyonu prostat kanserinde yeni bir
paradigma olarak karsimiza c¢ikmaktadir (19). Bu
baglamda rapamisinin VDR gen ekspresyonunu
baskilamasi umit vericidir.

Androjen bagiml prostat kanseri hlcre hatti olan
LNCaP’te, VDR gen ekspresyonu saptanmamistir.
Saptanan bu sonug; VDR gen ekspresyonunun,
progresyonda 6nemli oldugunu ve bu bulgunun diger
hormon bagimli prostat kanseri hicre hatlarindaki
calismalar ile desteklenmesi gerektigini dustnduir-
mektedir. Tum literatur bilgileri 1siginda, prostat
kanserinin multipl sinyal yolaklari ile etkilesimde oldugu
bilindiginden, c¢oklu sinyal yolaklarindaki genlerin
ekspresyonlarinin ayrintih bir sekilde irdelenmesi,
hormon bagimli LNCaP hicre hattinda VDR gen
ekspresyonunun  yoklugunun  hangi  gen/genlerin
ekspresyonlarindaki degisiklikler sonucu gerceklestiginin
incelenmesi ve ilgili gen degisimlerinin daha sonraki
calismalarda protein dizeyinde arastiriimasinin dogru
bir ilerleme olacadina inanmaktayiz.
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