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Prostat kanseri, diinya genelinde erkeklerde en sik gorilen ikinci kanser turidur ve kansere bagl 6lim
nedenleri arasinda besinci sirada yer almaktadir. Kemoterapoétikler ve anti-androjenler prostat kanseri
tedavisinde siklikla kullanilan yaklasimlar olmasina karsin kazanilan ila¢ direnci ve gelisen kastrasyona
direng mekanizmalari nedeniyle kullanimlari sinirlanmaktadir. Bu nedenle mevcut tedavilere ait yan etkilerin
giderilmesi ve hali hazirda kullanilan ajanlarin terapétik etkinliklerinin gelistirilebilmesi igin yeni yaklagimlara
olan ihtiya¢ devam etmektedir. Bu ¢calisma kapsaminda, asetilsalisilik asit (ASA) ve salisilik asit (SA)'in tek
basina veya kemoterapiye direngli ¢esitli kanser turlerinin tedavisinde siklikla kullanilan bir anti-mitotik ajan
olan Paklitaksel ile kombine uygulamalarinin prostat kanseri hiicrelerinde katlanmamis protein yaniti (UPR)
sinyalinin PERK Kkolu, otofaji ve apoptotik hiicre 6limud aracilh olasi etki mekanizmalari incelendi.
Bulgularimiz, Paklitaksel'in ASA ve SA ile kombinasyonunun otofaji mekanizmasini uyardigini ve UPR’nin
PERK kolu aktivasyonu aracili CHOP uyarimina ve apoptotik proteinler olan kaspaz-3 ve PARP-1 kesimine
neden olarak prostat kanseri hiicrelerinde gigcli anti-kanser etkiler sergiledigini géstermistir. Bu sonuglar,
prostat kanseri tedavisinde ASA ve SA'nin Paklitaksel ile kombinasyonunun Paklitaksel'in anti-kanser
etkinligini gelistirerek etkili bir tedavi yaklasimi sunabilecegini diisiindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Asetilsalisilik asit, Katlanmamis protein yaniti, Salisilik asit, Paklitaksel, Prostat
kanseri, Otofaji

Alinis / Received: 11.11.2022 Kabul / Accepted: 05.05.2023 Online Yayinlanma / Published Online: 15.08.2023

DOI: 10.22312/sdusbed.1206166 *Corresponding author: yalcinerzurumlu@sdu.edu.tr
ARASTIRMA MAKALESI
87


https://orcid.org/0000-0001-6835-4436
https://orcid.org/0000-0001-7327-5396
https://orcid.org/0000-0002-6061-1300

(ol alalaleX -
W NI S

ABSTRACT

Prostate cancer is the second most common type of cancer in men and the fifth leading cause of cancer-related
death worldwide. Although chemotherapeutics and anti-androgens are frequently used approaches in the
treatment of prostate cancer, their use is limited due to acquired drug resistance and developing castration
resistance mechanisms. For this reason, the need for new approaches continues to eliminate the side effects
of existing treatments and to improve the therapeutic efficacy of currently used agents. In the present study, we
investigated the effect of acetylsalicylic acid (ASA) and salicylic acid (SA) alone or their combination with
Paclitaxel which is an anti-mitotic agent frequently used in the treatment of various chemotherapy-resistant
cancer types, on the PERK branch of unfolded protein response (UPR) signaling, autophagy and apoptotic cell
death in prostate cancer cells. Our findings showed that the combination of Paclitaxel with ASA and SA has
strong anti-cancer effects on prostate cancer cells by inducing autophagy, causing CHOP stimulation via the
PERK arm of the UPR and activating apoptotic proteins caspase-3 and PARP-1. These results suggest that the
combination of ASA and SA with Paclitaxel may offer an effective treatment approach by improving the anti-
cancer efficacy of Paclitaxel in the treatment of prostate cancer.

Keywords: Apoptosis, Acetylsalicylic acid, Unfolded Protein Response, Salicylic acid, Paclitaxel,
Prostate cancer, Autophagy
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1. Giris

Prostat kanseri, diinya genelinde erkeklerde akciger kanserinden sonra en sik gortlen ikinci kanser tiru
olup, kansere bagl 6lim nedenleri arasinda besinci sirada yer almaktadir [1]. 2023 yilinda yaklasik
288.300 yeni prostat kanseri vakasi tespit edilecegi ve 34.700 kisinin prostat kanseri nedeniyle yasamini
yitirecegi distnulmektedir [2] Genetik yatkinlik basta olmak Uizere, aile dykusu, irk/etnik kdken, bireysel
ve cevresel faktérler hastaligin epidemiyolojisinde énemli rollere sahiptir [3]. Tanidan sonraki 5 vyil
icerisinde prostat kanserli hastalarin %10 ile %20’sinde kastrasyona direncli prostat kanserine
doénlistimin gergeklesebildigi bilinmektedir [4]. Uzun yillardir kullanilmakta olan tibbi veya cerrahi
kastrasyon yollari aracili strdirilen androjen yoksunlugu tedavisi (ADT), metastatik prostat kanserinin
birincil tedavisi olmustur, fakat hastalarda gelisen kastrasyon direnci tedavinin etkinligini biylk oranda
kisitlamaktadir [5]. Bu sebeple glinimuzde prostat kanseri tedavisinde kullaniimakta olan kemoterapétik
aracili ya da hormonal tedavi yaklasimlarinin etkinligini destekleyen yeni tedavi ydntemlerinin
arastirilmasina ve karsinogenez surecinin molekiler mekanizmalarini segici olarak hedefleyen gicli
tedavi yaklagimlarinin gelistiriimesine olan ihtiyac devam etmektedir.

Aspirin®in birincil metaboliti olan salisilik asit (SA), antik ¢ag dénemlerinden beri agri, ates ve
iltihaplanma igin yaygin olarak kullaniimaktadir. Salisin metabolizmasindan tiretilen SA veya o-
hidroksibenzoik asit, akne tedavilerinde kullanilan steroid olmayan anti-inflamatuar etkileri ile
bilinmektedir [6]. Kimyasal olarak SA, aromatik bir halka, bir hidroksil grubu ve diger fonksiyonel tiirevleri
olan genis bir fenolik bilesik grubuna aittir. SA turevleri kozmetik, gida endustrilerinden farmasotik
urinlere kadar gesitli alanlarda yaygin olarak kullaniimaktadir [7]. Asetilsalisilik asit (ASA) ve SA gibi
nonsteroidal antiinflamatuar ilaglarin (NSAID’ler) kalin bagirsak kanserinde [8] ve insan akciger
adenokarsinomunda [9] apoptozisi indikledigi bildiriimistir. SA'nin etki mekanizmalar siklooksijenaz-2
(COX-2, cyclooxygenase-2) enzimini hedeflemeyi, DNA onarimini ve timor protein 53 (TP53, tumor
protein 53), siklin bagimh kinaz 1 (CDKN1, Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A) ve Bcl-2-iligkili X
protein (BAX, Bcl-2-associated X protein) gibi timoér baskilayici genlerin yukari dizenlenmesini
kapsamaktadir [10].
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ASA ve salisin 6n ilacini igeren s6gut agacinin ozleri, eski Misirlilar tarafindan vicut spazmlarini
gidermek igin kullaniimigtir [11]. Daha sonra SA’ya asetil grubu eklenerek asetilsalisilat tozu
sentezlenmistir. Glinimuzde yaygin olarak kullanilan ilaglardan biri olan Aspirin® (asetilsalisilik asit) ve
diger NSAID'ler, etkili dozlarda COX enzimlerini inhibe ederek arasidonik asidin prostanoidlere
doénidsimind bloke eder [12]. ASA’nin kanserli hiicreler Gizerindeki etkisininde diger NSAID'lere benzer
oldugu dusuniimektedir [13]. Ayrica ASA'nin kanser hicreleri Uzerindeki baskilayici etkisiyle iligkili
trombosit-tumor hicre etkilesiminin azalmasi, sitokinlerin, kemokinlerin, pro-anjiyojenik ve buyime
faktorlerinin trombosit saliniminin azaltiimasi gibi olasi mekanizmalar 6ne sUrulmustir [14]. Ancak
glinidmuzde halen daha ASA’nin karsinogenez Uuzerindeki etki mekanizmasi henliz tam olarak
anlasilamamistir.

Paklitaksel (Taxol®), Taxus brevifolia'nin kabugunda ve ignelerinde dogal olarak uretilen trisiklik halkaya
sahip lipolifik bir diterpenoid bilesigidir. ilk olarak 1963 yilinda, Wani ve Wall tarafindan Pasifik porsuk
agaci kabugundan ham 6zt olarak elde edilmistir [15,16]. Paklitaksel kanser hlcrelerinde antimitotik
etki sergileyerek apoptozu uyarmaktadir [17]. Klinik deneylerde kullanilan ilk taksan sinifi ilag olmasiyla
birlikte 6zellikle kemoterapiye direng gdsteren birgok kanser tlriintin tedavisinde siklikla kullanilan bir
kemoterap6tik ajandir [18]. Ancak timor hicrelerinde henliz mekanizmalar tam olarak
aydinlatilamamis taksanlara karsi gelisen direng nedeniyle kullanimlari sinirlanabilmektedir. Bu nedenle
prostat kanseri basta olmak Uzere kanser tedavilerinde yasam kalitesinin iyilestirimesi ve bu yan
etkilerin giderilmesi amaciyla yeni anti-kanser bilesiklerin kesfi veya mevcut bilesiklerin sinerijistik
etkilerinin arastiriimasi oldukga énemlidir [19].

Otofaji memeli hucrelerinde ileri dizeyde korunmus karmasik fizyolojik mekanizmalardan biridir. Otofaji
cift membranla sariimis keselerin lizozom ile fizyonu aracili olarak yanls katlanmis ve kimelenmis
proteinlerin, hiicrelerdeki hasarli organellerin, ribozomlarin ve hicre i¢i patojenlerin yikimindan sorumlu
olan hucresel homeostazisin korunmasinda kritik dGneme sahip sofistike bir molekuler mekanizmadir
[20]. Bununla birlikte hicrelerde seyreden bazal otofajinin kontroliiniin bozulmasina bagh olarak
apoptotik olmayan bir hiicre 6lim mekanizmasi olarakta ¢alisabilmektedir [21]. Bu nedenle hicrelerdeki
otofajik aktivitenin hassas bir sekilde regtile edilmesi oldukga énemlidir. Yapilan ¢alismalar otofajinin
otoimmun hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar, kalp hastaliklari, enfeksiyon ve kanser gibi ¢cok
sayidaki hastaliin patofizyolojisinde énemli rollere sahip oldugunu ortaya koymustur [22,23].

TUmor hdcrelerinin blydmelerinde ve adaptasyonunda otofajinin énemli roli oldugu bilinmektedir.
Ancak otofajinin kanserin asamalarina bagl olarak timor-baskilayici veya timor-destekleyici olarak ikili
bir rol oynadigina dair belirsizlik devam etmektedir ve karsinogenez surecindeki kesin mekanizmasi
henliz tam olarak anlasilamamistir [24]. Ayrica kanser tedavisinde kullanilan birgok ajanin hiicrelerdeki
otofajiyi dogrudan etkiledigi ginimuzde artik daha iyi anlasiimistir [25,26]. Bununla birlikte otofaji
kemoterapdétik ajanlara karsl sag kalim ve direng kazanimi mekanizmasi olarak galisabilmesine karsin
otofaji aracili hiicre 6lim mekanizmasi olarak antikanser ilaglarinin etkinligine katkida da bulunmaktadir.
Bu nedenle terapotik yaklasimlarda otofajinin hedeflenmesi ilag direncinin asiimasi ve antikanser
tedavilerin terapdétik yararlanimlarinin gelistiriimesi icin umut verici bir yaklagim olarak énerilmektedir.

Endoplazmik retikulum (ER), protein sentezi, transportu ve katlanmasi, lipid ve steroid sentezi, kalsiyum
homeostazi gibi 6nemli hiicresel surecleri dizenleyen multi-fonksiyonel bir organeldir [27]. Hicresel
gereksinimlere bagl olarak ER’'nin kapasitesinin yetersiz kalmasi ya da ER icersinde devam eden
mekanizmalarin aksamasi ER stresi olarak ifade edilen sureci tetiklemektedir. Hiicreler ER’nin fizyolojik
gereksinimlere optimum cevap verebilmesi igin katlanmamis protein yaniti (UPR) olarak ifade edilen ileri
duzeyde regiile edilen sinyal mekanizmasini aktive etmektedir. UPR, yilksek diizeyde protein sentezi
ve katlama kapasitesi ihtiyaci gibi asirn metabolik faaliyetler altinda 6karyotik hiicrelerin yeniden
programlanmasinda dnemli bir rol oynar [28]. Ayrica kanser hicreleri icin bir sag kalim mekanizmasi
gibi calisabilmekle birlikte ila¢ direnci gelisimi ile iligkili oldugu da bilinmektedir. UPR sinyalizasyonu ER
membraninda lokalize ¢ transmembran proteini olan inositol gerektiren kinaz 1 alfa (IRE1q, inositol
requiring protein-1a), aktive edici transkripsiyon faktérii (ATF6, activating transcription factor-6) ve
protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz (PERK, PKR-like ER kinase) tarafindan diizenlenir [29]. UPR
hiicreler igin bir sag kalim mekanizmasi olarak galisabilmesine karsin UPR sinyalinin uzun sureli uyarimi
altindaki hicrelerde programlanmis hiicre 6limunin indiklenebildigi bilinmektedir [30].

Bu galismada, uzun yillardir agnli hastaliklarin tedavisinde sikga kullanilan ve anti-inflamatuar etkileri

oldugu bilinen SA ve ASA bilesikleri ile yaygin olarak kullanilan kemoterapétik ajanlardan biri olan
Paklitaksel’in birlikte kullaniminin prostat kanseri hiicrelerinde otofaji, ER stresi ve hiicre 6limu ile ilgili
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proteinler Gzerindeki olasi sinerjistik etkisinin arastirilamasi hedeflenmistir. In vitro deneme sonuglarimiz
ASA ve SA'nin Paklitaksel ile es uygulamasinin sinerjistik etkiler sergileyerek Paklitaksel'in prostat
kanseri hiicreleri Uzerindeki anti-kanser etkilerini gelistirebilecegini 6nermektedir.

2. Materyal ve Metot

Materyaller: Asetilsalisilik asit (#A5376) ve salisilik asit (#105910) Sigma-Aldrich firmasindan temin
edildi. Paklitaksel (sc-201439) Santacruz Biotechnology, Bafilomycin Al (#54645) ve Staurosporin
(#9953) Cell Signaling Technology firmasindan satin alindi. Calismalarda kullanilan hicre kultir plastik
malzemeleri Sarstedt firmasindan temin edildi. Paklitaksel, asetilsalisilik asit ve salisilik asit Biological
Industries firmasindan temin edilen steril hiicre kiltlrl grade H20’da ¢dzllerek hazirlandi. Bafilomycin
Al ve Staurosporin SERVA firmasindan temin edilen molekdler biyoloji grade dimetil stlfoksit (DMSQO)
icerisinde ¢6zUndurulerek hazirlandi. Hicrelere uygulanan DMSO icgerigi %0.05’i gegmedi.

Hucre Kiultlurd: Calismalarda kullanilan insan epitelyal prostat karsinoma hicre hatti olan LNCaP
hicreleri American Type Culture Collection (ATCC)’dan temin edildi. Kiiltir galismalarinda kullanilan
fetal sigir serumu (FBS), Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI1640) besi ortami ve hiicrelerin
bldylmeleri igin gereksinim duyulan diger yardimci malzemeler Capricorn Scientific'ten satin alindi.
Hicreler %10 FBS ve 2 mM L-glutamin iceren RPMI1640 besi yeri icerisinde konvansiyonel hiicre
kaltarG sartlari olan 37 °C ve %5 CO:2 bulunan hiicre kiltird inkiibatérinde kultire edildi. Duzenli
araliklarla hlcrelerin mikoplazma icermedigi EZ-PCR™ Mikoplazma Tespit Kiti (Biological Industries)
kullanilarak dogrulandi.

immiinoblotlama: immiinoblotlama calismalari daha 6nceki calismalarimizda rapor edildigi gibi
gergeklestiriimistir ~ [31]. LNCaP  hicreleri %1 memeli  proteaz  inhibitérii  iceren
radyoimmiinopresipitasyon testi (RIPA) tamponu ile lizatlandi. Ornekler 4 °C'de 20 dakika boyunca
14.000 r.p.m'de santrif{j edildi ve siipernatant kullaniimak (izere saklandi. izole edilen proteinlerin total
protein iceriginin belilenmesi amaciyla bikinkoninik asit (BCA) (Takara) protein tahlil yontemi kullanildi.
Calismalarda 25-30 ug protein 6rnegi kullanildi. Protein érnekleri 4x Laemmli tamponu igerisinde 95
°C’de 5 dakika isitilarak denatiire edildi. Ornekler hazirlanan sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) jeline yiklenerek 2 saat sure ile elektroforez islemine tabi tutuldu. Takiben
protein érnekleri poliviniliden difloriir (PVDF) (Bio-Rad) membranina transfer edildi. Bu islem sonrasinda
membran sirasiyla bloklama, birincil antikor uygulanmasi, yikama islemi, HRP-konjuge ikincil antikor
uygulanmasi, yikama islemi ve kemiluminesans goériintiileme islemlerine tabi tutuldu. Protein bantlarinin
gorlntilenmesi icin Clarity™ Western ECL substrat (Bio-Rad) sollisyonu kullanildi ve protein bantlar
ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) sisteminde goérinttlendi.

imminoblotlama calismalarinda kullanilan monoklonal tavsan anti-LC3-I/Il (#12741)(1:2000), anti-Atg5
(#12994)(1:2000), poliklonal tavsan anti-p62/SQSTM1(#5114)(1:2500), anti-elF2a (#9722)(1:3000),
anti-phospho (Ser51)-elF2a (#9721)(1:3000) ve fare monoklonal anti-CHOP (#2895)(1:2000) primer
antikorlari Cell Signaling firmasindan temin edildi. Tavsan poliklonal anti-PERK (#24390-1-AP)(1:2500),
anti-Caspase 3 (#19677-1-AP)(1:1000) ve anti-PARP-1 (#13371-1-AP)(1:1500) antikorlari Proteintech
firmasindan saglandi. Fare monoklonal anti-beta-actin (#A5316)(1:10000) antikoru Sigma-Aldrich
firmasindan temin edildi.

3. Bulgular

Paklitaksel’in Salisilik Asit ve Asetilsalisilik Asit ile Kombinasyonu LNCaP Hucrelerinde Otofajiyi
Indukler

Calismamiz kapsaminda kullanilan Paklitaksel, ASA ve SA dozlar literatlir taramalari sonrasinda
hiicreler izerinde belirlenen ICso doz degerlerine gére segilmistir [32-34]. ilk olarak Paklitaksel'in tek
basina ve ASA/SA ile kombine tedavisinin otofaji Uzerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla
immunoblotlama galismalari gergeklestirildi. Bu kapsamda, LNCaP hucrelerine 24 saat sure ile 0.1 ve 1
mM konsantrasyonlarinda ASA ve SA, 10 nM Paklitaksel ve ASA, SA ve Paklitaksel'in kombinasyonlari
uygulandi (Sekil 1a, b). Otofaji ile iligkili Atg5, p62/SQSTM1 ve LC3-l/Il protein ifade diizeyleri incelendi
[35]. Yalniz bagina Paklitaksel uygulamasi Atg5 ve LC3-II diizeylerini kontrol grubuna kiyasla arttirdi.
Buna karsin p62/SQSTM1 dizeyleri Paklitaksel uygulamasina bagl olarak kontrol grubuna kiyasla
azaldi. SA ve ASA uygulamalarinin doz bagimli olarak Atg5 dizeylerini azalttigi belirlendi. LC3-1l ve
p62/SQSTM1 diizeylerinin ise ASA ve SA uygulamalarina baglh olarak arttigi saptandi. ASA ve SA'nin
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Paklitaksel ile es uygulamasi Atg5 ve LC3-II diizeylerini arttirirken p62/SQSTM1 diizeylerinde azalmaya
neden oldugu belidendi (Sekil 1a, b). Bu deney sisteminde bafilomisin A1 (BafA1) otofajik
inhibisyonunun pozitif kontroli olarak kullaniimistir [35]. Beklendigi gibi BafA1 uygulamasi LC3-l ve
Ozellikle LC3-1l ifade diizeylerinde ve p62/SQSTM1 diizeylerinde artisa neden oldugu belirlendi. Toplu
olarak bu sonuglar Paklitaksel'in ASA ve SA ile kombine uygulamasinin Atg5 dizeyini ve LC3
dénusumUnu artirarak ve bir otofajik substrat proteini olan p62/SQSTM1 duzeylerini azaltarak otofajiyi
hizlandirdi§ini géstermistir.
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Sekil 1. Salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile kombine uygulamasinin otofaji Gizerine olan etkisinin
incelenmesi. LNCaP hiicrelerine 24 saat sure ile 0.1mM ve 1mM konsantrasyonlarinda salisilik asit ve asetilsalisilik
asit, 10nM Paklitaksel veya salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile es uygulamalari gerceklestirildi. 1uM
bafilomisin A1 otofaji inhibitéri olarak kullanildi. Atg5, p62/SQSTM1 ve LC3-I/ll protein dlzeylerindeki degisimler
immunoblotlama ¢alismalari ile incelendi. Beta-aktin yukleme kontroli olarak kullanildi.

Paklitaksel’in Salisilik Asit ve Asetilsalisilik Asit ile Kombinasyonu LNCaP Hducrelerinde
Katlanmamis Protein Yaniti Sinyalinin PERK Kolunu Uyarir

Paklitaksel’'in SA ve ASA ile kombine uygulamasinin UPR sinyali Gzerindeki etkisini test etmek amaciyla
PERK proteini ve UPR'nin PERK kolunun asagi efektori olan ve UPR indiksiyonu altinda serin 51
pozisyonundan fosforilasyona ugradidi bilinen elF2a (eukaryotic initiation factor 2a) diizeyi ve bu akisin
devamindaki efektor proteini olan CHOP (C/EBP Homologous Protein) protein diizeylerine olan etkisini
immunoblotlama ile inceledik (Sekil 2a, b). Tek basina Paklitaksel tedavisi kontrol grubuna kiyasla PERK
ve p(Ser51)-elF2a dizeylerini arttirdidi belirlendi. Yalnizca SA ve ASA uygulamalarinin da PERK ve
p(Ser51)-elF2a dizeylerini arttirdigi saptandi. Paklitaksel'in SA ve ASA ile es uygulamasinin p(Ser51)-
elF2a dizeylerini yalnizca Paklitaksel, SA ve ASA uygulamalarina kiyasla doz bagimli olarak daha
glglu bir sekilde arttirdidi belirlendi. Total elF2a dizeylerinde ise belirgin bir degisim olmadidi saptandi.
CHOP protein duzeylerinin ASA ve SA uygulamasina bagl olarak etkilenmedigi Paklitaksel uygulamasi
ile arttig1 gézlendi. ASA ve SA’'nin Paklitaksel ile es uygulamasinin Paklitaksel'in neden oldugu artan
CHOP duzeylerini guglendirdigi belirlendi (Sekil 2a, b). Bu sonuglar Paklitaksel'in ASA ve SA ile kombine
uygulamasinin UPR’nin PERK kolunu es bir sekilde uyararak artan CHOP protein ifade diizeylerine
neden oldugunu gostermistir.
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Sekil 2. Salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile kombine uygulamasinin UPR’nin PERK kolu Gzerine olan
etkisinin incelenmesi. LNCaP hicrelerine 24 saat sure ile 0.1mM, 1mM konsantrasyonunda salisilik asit ve
asetilsalisilik asit 10nM Paklitaksel veya salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile es uygulamalar
gercgeklestirildi. PERK, elF2a, p(Ser51)-elF2a ve CHOP protein dlzeylerindeki degisimler immiinoblotlama
calismalari ile incelendi. Beta-aktin yikleme kontroli olarak kullanildi.

Paklitaksel’in Salisilik Asit ve Asetilsalisilik Asit ile Kombinasyonu LNCaP Hucrelerinde
Apoptotik Hiicre Olimii ile lligkili Protein Duzeylerini Arttirir

Paklitaksel'in ASA ve SA ile kombine uygulamasinin LNCaP hicrelerinde apoptotik hiicre 6limiu tzerine
olan etkisini degerlendirmek amaciyla kesime ugramamis poli (ADP-riboz) polimeraz 1 (PARP-1, poly
[ADP-ribose] polymerase 1) (110kDa) ve kaspaz-3 (33kDa) ile bunlarin kesim drtnlerinin (PARP-1 icin
89kDa, kaspaz-3 icin 19, 17kDa) protein diizeyleri immunoblotlama ¢alismalari ile incelendi (Sekil 3a,
b). Bu galismalarda 1uM staurosporin PARP-1 ve kaspaz-3 kesimini uyaran pozitif kontrol olarak
kullanildi. Beklendigi gibi staurosporin uygulamasi PARP-1 ve kaspaz-3 kesim Uriinlerinin olusumunu
uyardi. Yalnizca Paklitaksel uygulamasinin PARP-1 ve kaspaz-3 aktivasyonunu uyardidi belirlendi
(Sekil 3a, b). ASA ve SA uygulamalarinin yalnizca 1mM uygulama dozlarinda PARP-1 ve kaspaz-3
kesim Urtnlerinin olusumunu uyardidi belirlendi. Yalnizca Paklitaksel uygulamasi PARP-1 ve kaspaz-3
kesim Urlnlerinin olusumunu uyardi. Paklitaksel, ASA ve SA ile es uygulamasinin sinerjistik etki
goOstererek PARP-1 ve kaspaz-3 kesimlerini doz-bagimli olarak yalnizca Paklitaksel veya ASA ve SA
uygulamalarina kiyasla daha guglu dizeyde uyardigi belirlendi (Sekil 3a, b).
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Sekil 3. Salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile kombine uygulamasinin kaspaz-3 ve PARP-1 kesimi
Uizerine olan etkisinin incelenmesi. LNCaP hiicrelerine 24 saat sire ile 0.1mM, 1mM konsantrasyonunda salisilik
asit ve asetilsalisilik asit 10nM Paklitaksel veya salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile es uygulamalari
gergeklestirildi. 1uM staurosporin apoptotik uyarici olarak kullanildi. PARP-1 ve kaspaz-3 protein duizeylerindeki
degisimler immunoblotlama galismalari ile incelendi. Beta-aktin yikleme kontroll olarak kullanildi.
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Sekil 4. Salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile kombine uygulamasinin etki mekanizmasinin gosterimi.

4. Tartisma ve Sonug

Duinya genelinde erkeklerde en sik teshis edilen malignitelerden biri olan prostat kanserinin dnlenmesi
ve tedavi edilebilmesine yénelik ¢cok sayida hedefli tedavi gelistiriimistir. Ancak kemoterapétiklerin ya da
siklikla kullanilan anti-androjenlerin prostat kanseri progresyonu lzerinde kisith 6lglide basari sagladigi
bilinmektedir [36]. Prostat kanserinin molekiler patogenezinde pro-inflamatuar sinyal mekanizmalarinda
yer alan gen ve proteinlerdeki degisikliklerin Snemli oldugu ortaya konulmustur [37]. Elde edilen bulgular,
inflamatuar mekanizmalarin da prostat kanseri gelisiminde rol oynayabilecegini géstermistir. Yapilan
calismalar, SA, ASA ve diger NSAID’lerin prostat kanseri riskini azaltabilecegini gostermistir [38,39].

Trombositler, homeostazin surdurilimesinde ¢ok 6nemli bir role sahiptir ve son kanitlar, kanser
progresyonunda da dnemli olduklarini gostermistir. Ayrica, son yillarda aspirin bazli kemoterapétikler
icin klinik 6neriler olusturulmustur [40]. Aspirin® olarakta bilinen ASA, analjezik, antipiretik 6zellikleri ile
kardiyovaskdler profilaksi icin en sik kullanilan anti-platelet ajanlardan biridir [41,42]. In vitro ¢alismalar,
trombositlerin kanser hiicrelerinde c-Myc dahil onkojenik proteinlerin asagi dizenlenmesinin ASA’'ya
duyarl oldugunu ortaya koymustur [14]. Ayrica, malign timoér mikro ¢evresinde COX-1 ve COX-2
ekspresyonunun yuksek oldugu ve bunun pro-inflamatuar ve apoptotik belirte¢ diizeyleriyle iligkili oldugu
gOsterilmistir [43,44]. Bunun yani sira artan COX-2 ekspresyonlari bas-boyun, pankreas, akciger, meme
ve kolon kanseri gibi birgok kanser turinde goérilmustur [42]. SA, anti-inflamatuar tedavide iyi bilinen
farmakolojik bir etkiye sahiptir [46]. ASA ve SA uzun yillardir gesitli hastaliklarin tedavisinde siklikla
kullanilan ve kanser hucreleri Gzerinde de 6nemli etkileri olabilecegi dusunulen bilesikler olmasina
ragmen prostat kanseri Uzerindeki etkileri tam olarak bilinmemektedir [47].

Paklitaksel antimitotik ilaclar olarak da bilinen mitoz inhibitérleri sinifindandir. Mitoz inhibitérleri hiicre
bélinmesi surecinde olan hucreleri hedefleyen kemoterapétik ilaglardir [17]. Paklitaksel mikrottbil
depolimerizasyonunu engelleyerek mikrotiibil etkinliginde degisimlere yol agar ve bu yol ile mitoz ve
hiicre proliferasyonu igin gerekli mikrotiibll aginin bozulmasina neden olabilir [48]. Yapilan ¢alismalar
Paklitaksel'in uygulama dozuna bagh olarak farkli etkileri oldugunu g0stermistir. Dusuk
konsantrasyonlarda (5-30 nM) mikrotibul dinamigini etkileyerek G2/M fazinda duraklamaya neden
olurken [49], yuksek konsantrasyonlarda (0.2 pM-30 uM) mikrotibdl hasarina [50], mitojen ile uyariimig
protein kinazlarin (MAPK), Raf-1 protein tirozin kinazlarin, c-JUN kinazlarin, siklin bagimli kinazlarin ve
kaspazlarin gen anlatimlarinda degisimlere yol actigi rapor edilmistir [51]. Buna karsin Paklitaksel’in
bazi hicreler Gizerinde etkili olmasi ancak bazi kanser tiplerinde etkisiz olmasi biyokimyasal etkilerinin
yalnizca mitotik duraklama ile iliskili olmadigini ve henuz tam olarak anlasiimamigs bagka hicresel
mekanizmalarin da varligina isaret etmektedir [19]. Bu galisma kapsaminda Paklitaksel'in SA ve ASA
ile es uygulamasinin prostat kanseri Uzerinde otofaji, UPR ve apoptotik hiicre olima ile iligkisi
incelenmisgtir.
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Tip-Il hiicre 6limU olarakta bilinen otofaji uzun 6mdarli ve hatali katlanmig proteinlerin, hasarli
organellerin otofagozomlar araciligiyla lizozomlara yonlendiriimesinden ve bu yol ile yikimindan sorumlu
ileri dizeyde korunmus sofistike bir mekanizmasidir. Ayrica otofaji protein geri donisimu igin
hicrelerde calisan en etkili mekanizmalardan birisidir [52]. Radyasyon, metabolik stres, ER stresi ve
kemoterapdtikler gibi ¢esitli faktorlerin otofajiyi indukledigi gosterilmistir [53]. Otofajinin karsinogenezin
farkli asamalarinda dinamik bir roli oldugu, timor baskilayici veya destekleyici rolleri Ustlendidi
bilinmektedir [54]. Kemoterapdtiklerin ve birgok dogal Urliniin dogrudan otofaji lizerinde diizenleyici
etkileri oldugu belirlenmistir [55-58]. Hucrelerdeki artan otofajik aktivitenin hiicre 6limine neden
olabilmektedir. Buna karsin yavaslayan otofaji hucrenin ihtiya¢c duydugu besin gereksinimlerinin
saglanmasinda Kkisitlayici bir etkiye sebep olabildiginden hicreler Uzerinde olumsuz etkileri
olabilmektedir. Bu nedenle ¢alismalarimizda Paklitaksel ile SA ve ASA’nin es uygulamasinin otofaji
Uzerine olan etkileri incelenmistir. Ayrica Paklitaksel klinikte siklikla tercih edilen, gesitli kanser turlerinin
tedavisinde kullaniimakta olan anti-mikrotibdl bir ajandir ve kaspaz-3, kaspaz-9 ve PARP
aktivasyonuna yol acarak intrinsik otofajiyi indikledigi bilinmektedir [59].

Hucrelerde otofajinin takibinde otofaji proteinlerinin diizeylerindeki degisimler, bir ubikitin reseptdri olan
ve otofajik yol ile yikima ugradigi bilinen substrat proteini p62/SQSTM7T’in diizeylerindeki degisimler ve
LC3-I'in lipidasyonu ile olugan LC3-1l dizeylerinin incelenmesi gibi yaklasimlardan faydalaniimaktadir
[60]. Otofaji sirasinda LC3-l, Atg7 ve Atg3’inde yer aldigi ubikitin benzeri bir sistem tarafindan
lipidasyon yoluyla LC3-IlI'ye dénustralir. LC3-II'nin otofagozomal membran olusumunda yer aldig
bilinmektedir [61]. Atg5 fagoforik membran yapisinin uzatilmasinda anahtar rol oynayan bir proteindir
[62]. p62/SQSTM1 turnover'i otofajik aktivitenin takibinde hicresel dizeydeki calismalarda siklikla
kullaniimaktadir. p62/SQSTM1 otofagozomal membran proteini LC3/Atg8'i baglayarak p62/SQSTM1
iceren protein birikimlerini otofagozoma tasimaktadir. Otolizozomlar aracili kargo proteinlerinin
bozunmasi sirasinda p62/SQSTM1 diizeylerinde azalma gortlmektedir. Aksine otofajik blokasyon ise
p62/SQSTM1 dizeylerinde artisa yol agmaktadir [63]. Sonuglarimiza gére ASA ve SA’nin LNCaP
hicrelerinde Atg5 duzeylerinde azalmaya, p62/SQSTM1 ve LC3-Il diizeylerinde ise artisa neden oldugu
belirlendi. Bununla birlikte yalnizca Paklitaksel uygulamasinin ise LC3-1l diizeylerinde distik diizeyde
artisa yol actigi, p62/SQSTM1 dizeylerinde ise dikkat ¢ekici bir azalmaya neden oldugu belirlendi. Atg5
dizeyleri ise Paklitaksel uygulamasi ile artis gosterdi. Es uygulama denemelerimizde SA ve ASA’nin
Paklitaksel ile birlikte uygulamasi p62/SQSTM1 duzeylerinde doz bagimli dususe, Atg5 duzeylerinde
ise artisa neden oldu. LC3-1l dizeylerinde ise yalnizca SA ve ASA uygulamalarina kiyasla LC3-II
dlzeylerinde azalmaya neden oldugu belirlendi.Toplu olarak bu sonuglar SA ve ASA’nin hicrelerdeki
otofajik aktiviteyi yavaslattigini buna karsl yalnizca Paklitaksel uygulamasinin otofajiyi uyardigini
gostermektedir. Es uygulama denemeleri ise kombine tedavinin prostat kanseri hiicrelerinde otofajik
aktivitede daha gugclu bir artisina neden oldugunu isaret etmektedir (Sekil 1a, b).

ER stresi basta kanser olmak Uzere birgcok hastaligin patofizyolojisinin altinda yatan o6nemli
mekanizmalardan birisidir. ER hticrelerde protein sentezi, modifikasyonu, kalite-kontroll ve selektif
olarak yikima yoénlendiriimesinde baslica rol oynayan organeldir [64]. Kanser hiicreleri artan metabolik
gereksinimlerini karsilayabilmek icin ER stresi indiksiyonu yolu ile UPR sinyalini aktive etmektedir. UPR,
ER'’nin yeniden programlanmasinda protein kalite kontrol sureci ile iligkili protein gruplarinin diizeylerinin
arttinlmasinda ve ER’nin kapasitesinin genisletiimesinde rol oynayan baslica mekanizmadir [65]. Ayrica
kanser hucrelerinin ilag direnci gelistirmesinde ER stresi ile iliskili mekanizmalardan faydalandigi
glnidmuzde daha iyi anlagiimistir. Buna karsin ER stresinin asiri uyarimi programlanmis hiicre 6limuni
uyarabilmektedir [66]. Bu nedenle kansere yonelik gelistirilen terapilerde ER stresinin asiri uyarimi temel
hedefler arasinda yer almaktadir. UPR sistemi ER membraninda lokalize 3 transmembran proteini olan
IRE1a, ATF6 ve PERK aracili olarak kontrol edilmektedir. Ginimuzde PERK sinyalinin asiri uyariminin
hicre 6limindeki roll iyi anlasiimistir [53]. PERK aktivasyonu, PERK'in asagi efektér proteini olan
protein translasyonunda goérevli elF2a’nin fosforilasyonunun indiksiyonuna neden olarak hucrelerdeki
global translasyonun duraksamasina ve segici olarak UPR hedef proteinlerinin translasyonuna izin
vermektedir. Uzun sireli UPR aktivasyonunun pro-apoptotik bir transkripsiyon faktérii olan CHOP
dizeylerinde artisa neden olarak ekstrinsik apoptotik hicre 6lumunua tetikledigi bilinmektedir [67].
Bulgularimiz, SA ve ASA uygulamasinin PERK diizeylerinde artisa ve elF2a fosforilasyonuna neden
oldugunu ancak hicrelerde yuksek dizeyde ER stresi uyarimi gergeklesmediginden CHOP
aktivasyonunu uyarmadigini géstermektedir. Buna karsin Paklitaksel uygulamasinin ER stresini guglu
bir sekilde uyardigi ve CHOP aktivasyonuna neden oldugu belidendi. SA ve ASA'nin Paklitaksel ile es
uygulamasinin yalnizca Paklitaksel uygulamasina kiyasla doza bagli olarak CHOP uyarimini daha guiglu
bir sekilde uyardigini gostermistir (Sekil 2a, b). Bu sonuglar Paklitaksel, ASA ve SA kombine tedavisinin
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sinerjistik olarak ER stresinin yol agtigi PERK aktivasyonu aracili olarak pro-apoptotik protein olan
CHOP diizeyini 6nemli élgtde arttirdigini gostermistir.

Son olarak SA ve ASA’nin Paklitaksel'in hiicreler Gzerindeki apoptotik etkilerine olan olasi katkilarini
incelemek amaciyla hicrelerdeki apoptotik etkilerin incelenmesinde siklikla test edilen kaspaz-3 ve
PARP-1’in kesim Urtnlerinin dizeylerini inceledik [68]. Kaspaz-3; PARP-1 gibi bircok anahtar proteinin
proteolitik kesiminden sorumlu olan dnemli bir apoptotik aktivatordiir ve aktivasyonu sirasinda proteolitik
olarak kesime ugramaktadir. Kaspaz-3'un 17 ve 19 kDa'luk fragmentleri kaspaz-3 aktivasyonunun
takibinde kullanilmaktadir [69]. PARP-1 hiicresel streslerin neden oldugu DNA hasarlarinin tamirinde
rol oynamaktadir. Asiri DNA hasari PARP-1'in hiper aktivasyonuna yol agarak kaspaz enzimi aracili
olarak kesime ugramasina yol agmakta ve bu yol ile DNA'nin fragmentasyonuna ve hcresel
parcalanmaya destek vermektedir. Bu nedenle 89 kDa’luk PARP-1 fragmani apoptotik hlcre 8limundn
takibinde siklikla kullaniimaktadir [70,71]. SA ve ASA uygulamalarinin kaspaz-3 ve PARP-1 kesimlerini
yalnizca en ylksek dozlarinda uyardidi belirlendi. Paklitaksel uygulamasinin ise literatir ile uyumlu bir
sekilde PARP-1 ve kaspaz-3 aktivasyonunu gercgeklestirdigi dogrulandi. Es uygulama sonuglarimiz,
0.1mM SA ve ASA ile Paklitaksel es uygulamalarinda yalniz basina Paklitaksel uygulamasinin neden
oldugu PARP-1 ve kaspaz-3 kesim urlnlerinin duzeylerine kiyasla bir degisime yol agmadigini, 1mM
SA ve ASA ile Paklitaksel es uygulamalarinin ise kaspaz-3 ve PARP-1 kesim Urlnlerinin dizeylerini
etkili bir sekilde arttirdig1 saptandi (Sekil 3a, b). Bu sonuglar 1mM SA ve ASA’nin Paklitaksel ile es
uygulamanin apoptotik proteinler tGzerinde sinerijistik bir etki sergiledigini 6nermektedir.

Toplu olarak sonuglarimiz Paklitaksel'in SA ve ASA kombinasyonunun otofajik aktivasyona, UPR’nin
PERK kolunun aktivasyonu aracili CHOP uyarimina, apoptotik proteinler olan kaspaz-3 ve PARP-1
aktivasyonuna yol agarak prostat kanseri hiicrelerinde glgli etkilere sahip oldugunu énermektedir (Sekil
4). Bulgularimiz Paklitaksel'in, SA ve ASA kombinasyonun prostat kanseri hicrelerinde hiicre 6lim
mekanizmalarinin aktivasyonuna yol acarak Paklitaksel'in terapétik etkinliginin guglendiriimesinde
alternatif bir yaklasim sunabilecegini distndirmektedir.
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