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Ö Z  

Prostat kanseri, dünya genelinde erkeklerde en sık görülen ikinci kanser türüdür ve kansere bağlı ölüm 
nedenleri arasında beşinci sırada yer almaktadır. Kemoterapötikler ve anti-androjenler prostat kanseri 
tedavisinde sıklıkla kullanılan yaklaşımlar olmasına karşın kazanılan ilaç direnci ve gelişen kastrasyona 
direnç mekanizmaları nedeniyle kullanımları sınırlanmaktadır. Bu nedenle mevcut tedavilere ait yan etkilerin 
giderilmesi ve hali hazırda kullanılan ajanların terapötik etkinliklerinin geliştirilebilmesi için yeni yaklaşımlara 
olan ihtiyaç devam etmektedir. Bu çalışma kapsamında, asetilsalisilik asit (ASA) ve salisilik asit (SA)’in tek 
başına veya kemoterapiye dirençli çeşitli kanser türlerinin tedavisinde sıklıkla kullanılan bir anti-mitotik ajan 
olan Paklitaksel ile kombine uygulamalarının prostat kanseri hücrelerinde katlanmamış protein yanıtı (UPR) 
sinyalinin PERK kolu, otofaji ve apoptotik hücre ölümü aracılı olası etki mekanizmaları incelendi. 
Bulgularımız, Paklitaksel’in ASA ve SA ile kombinasyonunun otofaji mekanizmasını uyardığını ve UPR’nin 
PERK kolu aktivasyonu aracılı CHOP uyarımına ve apoptotik proteinler olan kaspaz-3 ve PARP-1 kesimine 
neden olarak prostat kanseri hücrelerinde güçlü anti-kanser etkiler sergilediğini göstermiştir. Bu sonuçlar, 
prostat kanseri tedavisinde ASA ve SA’nın Paklitaksel ile kombinasyonunun Paklitaksel’in anti-kanser 
etkinliğini geliştirerek etkili bir tedavi yaklaşımı sunabileceğini düşündürmektedir. 
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1. Giriş  

Prostat kanseri, dünya genelinde erkeklerde akciğer kanserinden sonra en sık görülen ikinci kanser türü 
olup, kansere bağlı ölüm nedenleri arasında beşinci sırada yer almaktadır [1]. 2023 yılında yaklaşık 
288.300 yeni prostat kanseri vakası tespit edileceği ve 34.700 kişinin prostat kanseri nedeniyle yaşamını 
yitireceği düşünülmektedir [2] Genetik yatkınlık başta olmak üzere, aile öyküsü, ırk/etnik köken, bireysel 
ve çevresel faktörler hastalığın epidemiyolojisinde önemli rollere sahiptir [3]. Tanıdan sonraki 5 yıl 
içerisinde prostat kanserli hastaların %10 ile %20’sinde kastrasyona dirençli prostat kanserine 
dönüşümün gerçekleşebildiği bilinmektedir [4]. Uzun yıllardır kullanılmakta olan tıbbi veya cerrahi 
kastrasyon yolları aracılı sürdürülen androjen yoksunluğu tedavisi (ADT), metastatik prostat kanserinin 
birincil tedavisi olmuştur, fakat hastalarda gelişen kastrasyon direnci tedavinin etkinliğini büyük oranda 
kısıtlamaktadır [5]. Bu sebeple günümüzde prostat kanseri tedavisinde kullanılmakta olan kemoterapötik 
aracılı ya da hormonal tedavi yaklaşımlarının etkinliğini destekleyen yeni tedavi yöntemlerinin 
araştırılmasına ve karsinogenez sürecinin moleküler mekanizmalarını seçici olarak hedefleyen güçlü 
tedavi yaklaşımlarının geliştirilmesine olan ihtiyaç devam etmektedir. 
 
Aspirin®’in birincil metaboliti olan salisilik asit (SA), antik çağ dönemlerinden beri ağrı, ateş ve 
iltihaplanma için yaygın olarak kullanılmaktadır. Salisin metabolizmasından türetilen SA veya o-
hidroksibenzoik asit, akne tedavilerinde kullanılan steroid olmayan anti-inflamatuar etkileri ile 
bilinmektedir [6]. Kimyasal olarak SA, aromatik bir halka, bir hidroksil grubu ve diğer fonksiyonel türevleri 
olan geniş bir fenolik bileşik grubuna aittir. SA türevleri kozmetik, gıda endüstrilerinden farmasötik 
ürünlere kadar çeşitli alanlarda yaygın olarak kullanılmaktadır [7]. Asetilsalisilik asit (ASA) ve SA gibi 
nonsteroidal antiinflamatuar ilaçların (NSAID’ler) kalın bağırsak kanserinde [8] ve insan akciğer 
adenokarsinomunda [9] apoptozisi indüklediği bildirilmiştir. SA’nın etki mekanizmaları siklooksijenaz-2 
(COX-2, cyclooxygenase-2) enzimini hedeflemeyi, DNA onarımını ve tümör protein 53 (TP53, tumor 
protein 53), siklin bağımlı kinaz 1 (CDKN1, Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A) ve Bcl-2-ilişkili X 
protein (BAX, Bcl-2-associated X protein) gibi tümör baskılayıcı genlerin yukarı düzenlenmesini 
kapsamaktadır [10]. 
 

A B S T R A C T 
 

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. 
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ASA ve salisin ön ilacını içeren söğüt ağacının özleri, eski Mısırlılar tarafından vücut spazmlarını 
gidermek için kullanılmıştır [11]. Daha sonra SA’ya asetil grubu eklenerek asetilsalisilat tozu 
sentezlenmiştir. Günümüzde yaygın olarak kullanılan ilaçlardan biri olan Aspirin® (asetilsalisilik asit) ve 
diğer NSAID'ler, etkili dozlarda COX enzimlerini inhibe ederek araşidonik asidin prostanoidlere 
dönüşümünü bloke eder [12]. ASA’nın kanserli hücreler üzerindeki etkisininde diğer NSAID'lere benzer 
olduğu düşünülmektedir [13]. Ayrıca ASA’nın kanser hücreleri üzerindeki baskılayıcı etkisiyle ilişkili 
trombosit-tümör hücre etkileşiminin azalması, sitokinlerin, kemokinlerin, pro-anjiyojenik ve büyüme 
faktörlerinin trombosit salınımının azaltılması gibi olası mekanizmalar öne sürülmüştür [14]. Ancak 
günümüzde halen daha ASA’nın karsinogenez üzerindeki etki mekanizması henüz tam olarak 
anlaşılamamıştır. 
 
Paklitaksel (Taxol®), Taxus brevifolia'nın kabuğunda ve iğnelerinde doğal olarak üretilen trisiklik halkaya 
sahip lipolifik bir diterpenoid bileşiğidir. İlk olarak 1963 yılında, Wani ve Wall tarafından Pasifik porsuk 
ağacı kabuğundan ham özüt olarak elde edilmiştir [15,16]. Paklitaksel kanser hücrelerinde antimitotik 
etki sergileyerek apoptozu uyarmaktadır [17]. Klinik deneylerde kullanılan ilk taksan sınıfı ilaç olmasıyla 
birlikte özellikle kemoterapiye direnç gösteren birçok kanser türünün tedavisinde sıklıkla kullanılan bir 
kemoterapötik ajandır [18]. Ancak tümör hücrelerinde henüz mekanizmaları tam olarak 
aydınlatılamamış taksanlara karşı gelişen direnç nedeniyle kullanımları sınırlanabilmektedir. Bu nedenle 
prostat kanseri başta olmak üzere kanser tedavilerinde yaşam kalitesinin iyileştirilmesi ve bu yan 
etkilerin giderilmesi amacıyla yeni anti-kanser bileşiklerin keşfi veya mevcut bileşiklerin sinerjistik 
etkilerinin araştırılması oldukça önemlidir [19].  
 
Otofaji memeli hücrelerinde ileri düzeyde korunmuş karmaşık fizyolojik mekanizmalardan biridir. Otofaji 
çift membranla sarılmış keselerin lizozom ile füzyonu aracılı olarak yanlış katlanmış ve kümelenmiş 
proteinlerin, hücrelerdeki hasarlı organellerin, ribozomların ve hücre içi patojenlerin yıkımından sorumlu 
olan hücresel homeostazisin korunmasında kritik öneme sahip sofistike bir moleküler mekanizmadır 
[20]. Bununla birlikte hücrelerde seyreden bazal otofajinin kontrolünün bozulmasına bağlı olarak 
apoptotik olmayan bir hücre ölüm mekanizması olarakta çalışabilmektedir [21]. Bu nedenle hücrelerdeki 
otofajik aktivitenin hassas bir şekilde regüle edilmesi oldukça önemlidir. Yapılan çalışmalar otofajinin 
otoimmün hastalıklar, nörodejeneratif hastalıklar, kalp hastalıkları, enfeksiyon ve kanser gibi çok 
sayıdaki hastalığın patofizyolojisinde önemli rollere sahip olduğunu ortaya koymuştur [22,23]. 
 
Tümör hücrelerinin büyümelerinde ve adaptasyonunda otofajinin önemli rolü olduğu bilinmektedir. 
Ancak otofajinin kanserin aşamalarına bağlı olarak tümör-baskılayıcı veya tümör-destekleyici olarak ikili 
bir rol oynadığına dair belirsizlik devam etmektedir ve karsinogenez sürecindeki kesin mekanizması 
henüz tam olarak anlaşılamamıştır [24]. Ayrıca kanser tedavisinde kullanılan birçok ajanın hücrelerdeki 
otofajiyi doğrudan etkilediği günümüzde artık daha iyi anlaşılmıştır [25,26]. Bununla birlikte otofaji 
kemoterapötik ajanlara karşı sağ kalım ve direnç kazanımı mekanizması olarak çalışabilmesine karşın 
otofaji aracılı hücre ölüm mekanizması olarak antikanser ilaçlarının etkinliğine katkıda da bulunmaktadır. 
Bu nedenle terapötik yaklaşımlarda otofajinin hedeflenmesi ilaç direncinin aşılması ve antikanser 
tedavilerin terapötik yararlanımlarının geliştirilmesi için umut verici bir yaklaşım olarak önerilmektedir. 
 
Endoplazmik retikulum (ER), protein sentezi, transportu ve katlanması, lipid ve steroid sentezi, kalsiyum 
homeostazı gibi önemli hücresel süreçleri düzenleyen multi-fonksiyonel bir organeldir [27].  Hücresel 
gereksinimlere bağlı olarak ER’nin kapasitesinin yetersiz kalması ya da ER içersinde devam eden 
mekanizmaların aksaması ER stresi olarak ifade edilen süreci tetiklemektedir. Hücreler ER’nin fizyolojik 
gereksinimlere optimum cevap verebilmesi için katlanmamış protein yanıtı (UPR) olarak ifade edilen ileri 
düzeyde regüle edilen sinyal mekanizmasını aktive etmektedir. UPR, yüksek düzeyde protein sentezi 
ve katlama kapasitesi ihtiyacı gibi aşırı metabolik faaliyetler altında ökaryotik hücrelerin yeniden 
programlanmasında önemli bir rol oynar [28]. Ayrıca kanser hücreleri için bir sağ kalım mekanizması 
gibi çalışabilmekle birlikte ilaç direnci gelişimi ile ilişkili olduğu da bilinmektedir. UPR sinyalizasyonu ER 
membranında lokalize üç transmembran proteini olan inositol gerektiren kinaz 1 alfa (IRE1α, inositol 
requiring protein-1α), aktive edici transkripsiyon faktörü (ATF6, activating transcription factor-6) ve 
protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz (PERK, PKR-like ER kinase) tarafından düzenlenir [29]. UPR 
hücreler için bir sağ kalım mekanizması olarak çalışabilmesine karşın UPR sinyalinin uzun süreli uyarımı 
altındaki hücrelerde programlanmış hücre ölümünün indüklenebildiği bilinmektedir [30].  
 
Bu çalışmada, uzun yıllardır ağrılı hastalıkların tedavisinde sıkça kullanılan ve anti-inflamatuar etkileri 
olduğu bilinen SA ve ASA bileşikleri ile yaygın olarak kullanılan kemoterapötik ajanlardan biri olan 
Paklitaksel’in birlikte kullanımının prostat kanseri hücrelerinde otofaji, ER stresi ve hücre ölümü ile ilgili 
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proteinler üzerindeki olası sinerjistik etkisinin araştırılaması hedeflenmiştir. In vitro deneme sonuçlarımız 
ASA ve SA’nın Paklitaksel ile eş uygulamasının sinerjistik etkiler sergileyerek Paklitaksel’in prostat 
kanseri hücreleri üzerindeki anti-kanser etkilerini geliştirebileceğini önermektedir. 
 

2. Materyal ve Metot  
 
Materyaller: Asetilsalisilik asit (#A5376) ve salisilik asit (#105910) Sigma-Aldrich firmasından temin 
edildi. Paklitaksel (sc-201439) Santacruz Biotechnology, Bafilomycin A1 (#54645) ve Staurosporin 
(#9953) Cell Signaling Technology firmasından satın alındı. Çalışmalarda kullanılan hücre kültürü plastik 
malzemeleri Sarstedt firmasından temin edildi. Paklitaksel, asetilsalisilik asit ve salisilik asit Biological 
Industries firmasından temin edilen steril hücre kültürü grade H2O’da çözülerek hazırlandı. Bafilomycin 
A1 ve Staurosporin SERVA firmasından temin edilen moleküler biyoloji grade dimetil sülfoksit (DMSO) 
içerisinde çözündürülerek hazırlandı. Hücrelere uygulanan DMSO içeriği %0.05’i geçmedi. 
 
Hücre Kültürü: Çalışmalarda kullanılan insan epitelyal prostat karsinoma hücre hattı olan LNCaP 
hücreleri American Type Culture Collection (ATCC)’dan temin edildi. Kültür çalışmalarında kullanılan 
fetal sığır serumu (FBS), Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI1640) besi ortamı ve hücrelerin 
büyümeleri için gereksinim duyulan diğer yardımcı malzemeler Capricorn Scientific’ten satın alındı. 
Hücreler %10 FBS ve 2 mM L-glutamin içeren RPMI1640 besi yeri içerisinde konvansiyonel hücre 
kültürü şartları olan 37 oC ve %5 CO2 bulunan hücre kültürü inkübatöründe kültüre edildi. Düzenli 
aralıklarla hücrelerin mikoplazma içermediği EZ-PCR™ Mikoplazma Tespit Kiti (Biological Industries) 
kullanılarak doğrulandı. 
 
İmmünoblotlama: İmmünoblotlama çalışmaları daha önceki çalışmalarımızda rapor edildiği gibi 
gerçekleştirilmiştir [31]. LNCaP hücreleri %1 memeli proteaz inhibitörü içeren 
radyoimmünopresipitasyon testi (RIPA) tamponu ile lizatlandı. Örnekler 4 °C'de 20 dakika boyunca 
14.000 r.p.m'de santrifüj edildi ve süpernatant kullanılmak üzere saklandı. İzole edilen proteinlerin total 
protein içeriğinin belirlenmesi amacıyla bikinkoninik asit (BCA) (Takara) protein tahlil yöntemi kullanıldı. 
Çalışmalarda 25-30 μg protein örneği kullanıldı. Protein örnekleri 4x Laemmli tamponu içerisinde 95 
oC’de 5 dakika ısıtılarak denatüre edildi. Örnekler hazırlanan sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel 
elektroforezi (SDS-PAGE) jeline yüklenerek 2 saat süre ile elektroforez işlemine tabi tutuldu. Takiben 
protein örnekleri poliviniliden diflorür (PVDF) (Bio-Rad) membranına transfer edildi. Bu işlem sonrasında 
membran sırasıyla bloklama, birincil antikor uygulanması, yıkama işlemi, HRP-konjuge ikincil antikor 
uygulanması, yıkama işlemi ve kemiluminesans görüntüleme işlemlerine tabi tutuldu. Protein bantlarının 
görüntülenmesi için ClarityTM Western ECL substrat (Bio-Rad) solüsyonu kullanıldı ve protein bantları 
ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) sisteminde görüntülendi.  
 
İmmünoblotlama çalışmalarında kullanılan monoklonal tavşan anti-LC3-I/II (#12741)(1:2000), anti-Atg5 
(#12994)(1:2000), poliklonal tavşan anti-p62/SQSTM1(#5114)(1:2500), anti-eIF2⍺ (#9722)(1:3000), 
anti-phospho (Ser51)-eIF2⍺ (#9721)(1:3000) ve fare monoklonal anti-CHOP (#2895)(1:2000) primer 
antikorları Cell Signaling firmasından temin edildi. Tavşan 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) antikorları Proteintech 
firmasından sağlandı. Fare monoklonal anti-beta-actin (#A5316)(1:10000) antikoru Sigma-Aldrich 
firmasından temin edildi. 
 

3. Bulgular  
 
Paklitaksel’in Salisilik Asit ve Asetilsalisilik Asit ile Kombinasyonu LNCaP Hücrelerinde Otofajiyi 
İndükler 
 
Çalışmamız kapsamında kullanılan Paklitaksel, ASA ve SA dozları literatür taramaları sonrasında 
hücreler üzerinde belirlenen IC50 doz değerlerine göre seçilmiştir [32-34]. İlk olarak Paklitaksel’in tek 
başına ve ASA/SA ile kombine tedavisinin otofaji üzerindeki etkisini değerlendirmek amacıyla 
immünoblotlama çalışmaları gerçekleştirildi. Bu kapsamda, LNCaP hücrelerine 24 saat süre ile 0.1 ve 1 
mM konsantrasyonlarında ASA ve SA, 10 nM Paklitaksel ve ASA, SA ve Paklitaksel’in kombinasyonları 
uygulandı (Şekil 1a, b). Otofaji ile ilişkili Atg5, p62/SQSTM1 ve LC3-I/II protein ifade düzeyleri incelendi 
[35]. Yalnız başına Paklitaksel uygulaması Atg5 ve LC3-II düzeylerini kontrol grubuna kıyasla arttırdı. 
Buna karşın p62/SQSTM1 düzeyleri Paklitaksel uygulamasına bağlı olarak kontrol grubuna kıyasla 
azaldı. SA ve ASA uygulamalarının doz bağımlı olarak Atg5 düzeylerini azalttığı belirlendi. LC3-II ve 
p62/SQSTM1 düzeylerinin ise ASA ve SA uygulamalarına bağlı olarak arttığı saptandı. ASA ve SA’nın 
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Paklitaksel ile eş uygulaması Atg5 ve LC3-II düzeylerini arttırırken p62/SQSTM1 düzeylerinde azalmaya 
neden olduğu belirlendi (Şekil 1a, b).  Bu deney sisteminde bafilomisin A1 (BafA1) otofajik 
inhibisyonunun pozitif kontrolü olarak kullanılmıştır [35]. Beklendiği gibi BafA1 uygulaması LC3-I ve 
özellikle LC3-II ifade düzeylerinde ve p62/SQSTM1 düzeylerinde artışa neden olduğu belirlendi. Toplu 
olarak bu sonuçlar Paklitaksel’in ASA ve SA ile kombine uygulamasının Atg5 düzeyini ve LC3 
dönüşümünü artırarak ve bir otofajik substrat proteini olan p62/SQSTM1 düzeylerini azaltarak otofajiyi 
hızlandırdığını göstermiştir. 
 
 

 
 
 
Şekil 1. Salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile kombine uygulamasının otofaji üzerine olan etkisinin 
incelenmesi. LNCaP hücrelerine 24 saat süre ile 0.1mM ve 1mM konsantrasyonlarında salisilik asit ve asetilsalisilik 
asit, 10nM Paklitaksel veya salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile eş uygulamaları gerçekleştirildi. 1µM 
bafilomisin A1 otofaji inhibitörü olarak kullanıldı. Atg5, p62/SQSTM1 ve LC3-I/II protein düzeylerindeki değişimler 
immünoblotlama çalışmaları ile incelendi. Beta-aktin yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 
 

 
Paklitaksel’in Salisilik Asit ve Asetilsalisilik Asit ile Kombinasyonu LNCaP Hücrelerinde 
Katlanmamış Protein Yanıtı Sinyalinin PERK Kolunu Uyarır 
 
Paklitaksel’in SA ve ASA ile kombine uygulamasının UPR sinyali üzerindeki etkisini test etmek amacıyla 
PERK proteini ve UPR'nin PERK kolunun aşağı efektörü olan ve UPR indüksiyonu altında serin 51 
pozisyonundan fosforilasyona uğradığı bilinen eIF2⍺ (eukaryotic initiation factor 2⍺) düzeyi ve bu akışın 
devamındaki efektör proteini olan CHOP (C/EBP Homologous Protein) protein düzeylerine olan etkisini 
immünoblotlama ile inceledik (Şekil 2a, b). Tek başına Paklitaksel tedavisi kontrol grubuna kıyasla PERK 
ve p(Ser51)-eIF2⍺ düzeylerini arttırdığı belirlendi. Yalnızca SA ve ASA uygulamalarının da PERK ve 
p(Ser51)-eIF2⍺ düzeylerini arttırdığı saptandı. Paklitaksel’in SA ve ASA ile eş uygulamasının p(Ser51)-
eIF2⍺ düzeylerini yalnızca Paklitaksel, SA ve ASA uygulamalarına kıyasla doz bağımlı olarak daha 
güçlü bir şekilde arttırdığı belirlendi. Total eIF2⍺ düzeylerinde ise belirgin bir değişim olmadığı saptandı. 
CHOP protein düzeylerinin ASA ve SA uygulamasına bağlı olarak etkilenmediği Paklitaksel uygulaması 
ile arttığı gözlendi. ASA ve SA’nın Paklitaksel ile eş uygulamasının Paklitaksel’in neden olduğu artan 
CHOP düzeylerini güçlendirdiği belirlendi (Şekil 2a, b). Bu sonuçlar Paklitaksel’in ASA ve SA ile kombine 
uygulamasının UPR’nin PERK kolunu eş bir şekilde uyararak artan CHOP protein ifade düzeylerine 
neden olduğunu göstermiştir. 
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Şekil 2. Salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile kombine uygulamasının UPR’nin PERK kolu üzerine olan 
etkisinin incelenmesi.  LNCaP hücrelerine 24 saat süre ile 0.1mM, 1mM konsantrasyonunda salisilik asit ve 
asetilsalisilik asit 10nM Paklitaksel veya salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile eş uygulamaları 
gerçekleştirildi. PERK, eIF2⍺, p(Ser51)-eIF2⍺ ve CHOP protein düzeylerindeki değişimler immünoblotlama 
çalışmaları ile incelendi. Beta-aktin yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 
 

 
Paklitaksel’in Salisilik Asit ve Asetilsalisilik Asit ile Kombinasyonu LNCaP Hücrelerinde 
Apoptotik Hücre Ölümü ile İlişkili Protein Düzeylerini Arttırır 
 
Paklitaksel’in ASA ve SA ile kombine uygulamasının LNCaP hücrelerinde apoptotik hücre ölümü üzerine 
olan etkisini değerlendirmek amacıyla kesime uğramamış poli (ADP-riboz) polimeraz 1 (PARP-1, poly 
[ADP-ribose] polymerase 1) (110kDa) ve kaspaz-3 (33kDa) ile bunların kesim ürünlerinin (PARP-1 için 
89kDa, kaspaz-3 için 19, 17kDa) protein düzeyleri immünoblotlama çalışmaları ile incelendi (Şekil 3a, 
b). Bu çalışmalarda 1µM staurosporin PARP-1 ve kaspaz-3 kesimini uyaran pozitif kontrol olarak 
kullanıldı. Beklendiği gibi staurosporin uygulaması PARP-1 ve kaspaz-3 kesim ürünlerinin oluşumunu 
uyardı. Yalnızca Paklitaksel uygulamasının PARP-1 ve kaspaz-3 aktivasyonunu uyardığı belirlendi 
(Şekil 3a, b). ASA ve SA uygulamalarının yalnızca 1mM uygulama dozlarında PARP-1 ve kaspaz-3 
kesim ürünlerinin oluşumunu uyardığı belirlendi. Yalnızca Paklitaksel uygulaması PARP-1 ve kaspaz-3 
kesim ürünlerinin oluşumunu uyardı. Paklitaksel, ASA ve SA ile eş uygulamasının sinerjistik etki 
göstererek PARP-1 ve kaspaz-3 kesimlerini doz-bağımlı olarak yalnızca Paklitaksel veya ASA ve SA 
uygulamalarına kıyasla daha güçlü düzeyde uyardığı belirlendi (Şekil 3a, b).  
 

 
 
 
Şekil 3. Salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile kombine uygulamasının kaspaz-3 ve PARP-1 kesimi 
üzerine olan etkisinin incelenmesi. LNCaP hücrelerine 24 saat süre ile 0.1mM, 1mM konsantrasyonunda salisilik 
asit ve asetilsalisilik asit 10nM Paklitaksel veya salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile eş uygulamaları 
gerçekleştirildi. 1µM staurosporin apoptotik uyarıcı olarak kullanıldı. PARP-1 ve kaspaz-3 protein düzeylerindeki 

değişimler immünoblotlama çalışmaları ile incelendi. Beta-aktin yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 
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Şekil 4. Salisilik asit ve asetilsalisilik asitin Paklitaksel ile kombine uygulamasının etki mekanizmasının gösterimi. 

 
 

4. Tartışma ve Sonuç  
 
Dünya genelinde erkeklerde en sık teşhis edilen malignitelerden biri olan prostat kanserinin önlenmesi 
ve tedavi edilebilmesine yönelik çok sayıda hedefli tedavi geliştirilmiştir. Ancak kemoterapötiklerin ya da 
sıklıkla kullanılan anti-androjenlerin prostat kanseri progresyonu üzerinde kısıtlı ölçüde başarı sağladığı 
bilinmektedir [36]. Prostat kanserinin moleküler patogenezinde pro-inflamatuar sinyal mekanizmalarında 
yer alan gen ve proteinlerdeki değişikliklerin önemli olduğu ortaya konulmuştur [37]. Elde edilen bulgular, 
inflamatuar mekanizmaların da prostat kanseri gelişiminde rol oynayabileceğini göstermiştir. Yapılan 
çalışmalar, SA, ASA ve diğer NSAID’lerin prostat kanseri riskini azaltabileceğini göstermiştir [38,39]. 
 
Trombositler, homeostazın sürdürülmesinde çok önemli bir role sahiptir ve son kanıtlar, kanser 
progresyonunda da önemli olduklarını göstermiştir. Ayrıca, son yıllarda aspirin bazlı kemoterapötikler 
için klinik öneriler oluşturulmuştur [40]. Aspirin® olarakta bilinen ASA, analjezik, antipiretik özellikleri ile 
kardiyovasküler profilaksi için en sık kullanılan anti-platelet ajanlardan biridir [41,42]. In vitro çalışmalar, 
trombositlerin kanser hücrelerinde c-Myc dahil onkojenik proteinlerin aşağı düzenlenmesinin ASA’ya 
duyarlı olduğunu ortaya koymuştur [14]. Ayrıca, malign tümör mikro çevresinde COX-1 ve COX-2 
ekspresyonunun yüksek olduğu ve bunun pro-inflamatuar ve apoptotik belirteç düzeyleriyle ilişkili olduğu 
gösterilmiştir [43,44]. Bunun yanı sıra artan COX-2 ekspresyonları baş-boyun, pankreas, akciğer, meme 
ve kolon kanseri gibi birçok kanser türünde görülmüştür [42]. SA, anti-inflamatuar tedavide iyi bilinen 
farmakolojik bir etkiye sahiptir [46]. ASA ve SA uzun yıllardır çeşitli hastalıkların tedavisinde sıklıkla 
kullanılan ve kanser hücreleri üzerinde de önemli etkileri olabileceği düşünülen bileşikler olmasına 
rağmen prostat kanseri üzerindeki etkileri tam olarak bilinmemektedir [47].  
 
Paklitaksel antimitotik ilaçlar olarak da bilinen mitoz inhibitörleri sınıfındandır. Mitoz inhibitörleri hücre 
bölünmesi sürecinde olan hücreleri hedefleyen kemoterapötik ilaçlardır [17]. Paklitaksel mikrotübül 
depolimerizasyonunu engelleyerek mikrotübül etkinliğinde değişimlere yol açar ve bu yol ile mitoz ve 
hücre proliferasyonu için gerekli mikrotübül ağının bozulmasına neden olabilir [48]. Yapılan çalışmalar 
Paklitaksel’in uygulama dozuna bağlı olarak farklı etkileri olduğunu göstermiştir. Düşük 
konsantrasyonlarda (5-30 nM) mikrotübül dinamiğini etkileyerek G2/M fazında duraklamaya neden 
olurken [49], yüksek konsantrasyonlarda (0.2 μM-30 μM) mikrotübül hasarına [50], mitojen ile uyarılmış 
protein kinazların (MAPK), Raf-1 protein tirozin kinazların, c-JUN kinazların, siklin bağımlı kinazların ve 
kaspazların gen anlatımlarında değişimlere yol açtığı rapor edilmiştir [51]. Buna karşın Paklitaksel’in 
bazı hücreler üzerinde etkili olması ancak bazı kanser tiplerinde etkisiz olması biyokimyasal etkilerinin 
yalnızca mitotik duraklama ile ilişkili olmadığını ve henüz tam olarak anlaşılmamış başka hücresel 
mekanizmaların da varlığına işaret etmektedir [19]. Bu çalışma kapsamında Paklitaksel’in SA ve ASA 
ile eş uygulamasının prostat kanseri üzerinde otofaji, UPR ve apoptotik hücre ölümü ile ilişkisi 
incelenmiştir.  
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Tip-II hücre ölümü olarakta bilinen otofaji uzun ömürlü ve hatalı katlanmış proteinlerin, hasarlı 
organellerin otofagozomlar aracılığıyla lizozomlara yönlendirilmesinden ve bu yol ile yıkımından sorumlu 
ileri düzeyde korunmuş sofistike bir mekanizmasıdır. Ayrıca otofaji protein geri dönüşümü için 
hücrelerde çalışan en etkili mekanizmalardan birisidir [52]. Radyasyon, metabolik stres, ER stresi ve 
kemoterapötikler gibi çeşitli faktörlerin otofajiyi indüklediği gösterilmiştir [53]. Otofajinin karsinogenezin 
farklı aşamalarında dinamik bir rolü olduğu, tümör baskılayıcı veya destekleyici rolleri üstlendiği 
bilinmektedir [54]. Kemoterapötiklerin ve birçok doğal ürünün doğrudan otofaji üzerinde düzenleyici 
etkileri olduğu belirlenmiştir [55-58]. Hücrelerdeki artan otofajik aktivitenin hücre ölümüne neden 
olabilmektedir. Buna karşın yavaşlayan otofaji hücrenin ihtiyaç duyduğu besin gereksinimlerinin 
sağlanmasında kısıtlayıcı bir etkiye sebep olabildiğinden hücreler üzerinde olumsuz etkileri 
olabilmektedir. Bu nedenle çalışmalarımızda Paklitaksel ile SA ve ASA’nın eş uygulamasının otofaji 
üzerine olan etkileri incelenmiştir. Ayrıca Paklitaksel klinikte sıklıkla tercih edilen, çeşitli kanser türlerinin 
tedavisinde kullanılmakta olan anti-mikrotübül bir ajandır ve kaspaz-3, kaspaz-9 ve PARP 
aktivasyonuna yol açarak intrinsik otofajiyi indüklediği bilinmektedir [59].  
 
Hücrelerde otofajinin takibinde otofaji proteinlerinin düzeylerindeki değişimler, bir ubikitin reseptörü olan 
ve otofajik yol ile yıkıma uğradığı bilinen substrat proteini p62/SQSTM1’in düzeylerindeki değişimler ve 
LC3-I’in lipidasyonu ile oluşan LC3-II düzeylerinin incelenmesi gibi yaklaşımlardan faydalanılmaktadır 
[60]. Otofaji sırasında LC3-I, Atg7 ve Atg3’ünde yer aldığı ubikitin benzeri bir sistem tarafından 
lipidasyon yoluyla LC3-II'ye dönüştürülür. LC3-II’nin otofagozomal membran oluşumunda yer aldığı 
bilinmektedir [61].  Atg5 fagoforik membran yapısının uzatılmasında anahtar rol oynayan bir proteindir 
[62]. p62/SQSTM1 turnover'ı otofajik aktivitenin takibinde hücresel düzeydeki çalışmalarda sıklıkla 
kullanılmaktadır. p62/SQSTM1 otofagozomal membran proteini LC3/Atg8'i bağlayarak p62/SQSTM1 
içeren protein birikimlerini otofagozoma taşımaktadır. Otolizozomlar aracılı kargo proteinlerinin 
bozunması sırasında p62/SQSTM1 düzeylerinde azalma görülmektedir. Aksine otofajik blokasyon ise 
p62/SQSTM1 düzeylerinde artışa yol açmaktadır [63]. Sonuçlarımıza göre ASA ve SA’nın LNCaP 
hücrelerinde Atg5 düzeylerinde azalmaya, p62/SQSTM1 ve LC3-II düzeylerinde ise artışa neden olduğu 
belirlendi. Bununla birlikte yalnızca Paklitaksel uygulamasının ise LC3-II düzeylerinde düşük düzeyde 
artışa yol açtığı, p62/SQSTM1 düzeylerinde ise dikkat çekici bir azalmaya neden olduğu belirlendi. Atg5 
düzeyleri ise Paklitaksel uygulaması ile artış gösterdi. Eş uygulama denemelerimizde SA ve ASA’nın 
Paklitaksel ile birlikte uygulaması p62/SQSTM1 düzeylerinde doz bağımlı düşüşe, Atg5 düzeylerinde 
ise artışa neden oldu. LC3-II düzeylerinde ise yalnızca SA ve ASA uygulamalarına kıyasla LC3-II 
düzeylerinde azalmaya neden olduğu belirlendi.Toplu olarak bu sonuçlar SA ve ASA’nın hücrelerdeki 
otofajik aktiviteyi yavaşlattığını buna karşı yalnızca Paklitaksel uygulamasının otofajiyi uyardığını 
göstermektedir. Eş uygulama denemeleri ise kombine tedavinin prostat kanseri hücrelerinde otofajik 
aktivitede daha güçlü bir artışına neden olduğunu işaret etmektedir (Şekil 1a, b).  
 
ER stresi başta kanser olmak üzere birçok hastalığın patofizyolojisinin altında yatan önemli 
mekanizmalardan birisidir. ER hücrelerde protein sentezi, modifikasyonu, kalite-kontrolü ve selektif 
olarak yıkıma yönlendirilmesinde başlıca rol oynayan organeldir [64]. Kanser hücreleri artan metabolik 
gereksinimlerini karşılayabilmek için ER stresi indüksiyonu yolu ile UPR sinyalini aktive etmektedir. UPR, 
ER’nin yeniden programlanmasında protein kalite kontrol süreci ile ilişkili protein gruplarının düzeylerinin 
arttırılmasında ve ER’nin kapasitesinin genişletilmesinde rol oynayan başlıca mekanizmadır [65]. Ayrıca 
kanser hücrelerinin ilaç direnci geliştirmesinde ER stresi ile ilişkili mekanizmalardan faydalandığı 
günümüzde daha iyi anlaşılmıştır. Buna karşın ER stresinin aşırı uyarımı programlanmış hücre ölümünü 
uyarabilmektedir [66]. Bu nedenle kansere yönelik geliştirilen terapilerde ER stresinin aşırı uyarımı temel 
hedefler arasında yer almaktadır. UPR sistemi ER membranında lokalize 3 transmembran proteini olan 
IRE1α, ATF6 ve PERK aracılı olarak kontrol edilmektedir. Günümüzde PERK sinyalinin aşırı uyarımının 
hücre ölümündeki rolü iyi anlaşılmıştır [53]. PERK aktivasyonu, PERK'in aşağı efektör proteini olan 
protein translasyonunda görevli eIF2α’nın fosforilasyonunun indüksiyonuna neden olarak hücrelerdeki 
global translasyonun duraksamasına ve seçici olarak UPR hedef proteinlerinin translasyonuna izin 
vermektedir. Uzun süreli UPR aktivasyonunun pro-apoptotik bir transkripsiyon faktörü olan CHOP 
düzeylerinde artışa neden olarak ekstrinsik apoptotik hücre ölümünü tetiklediği bilinmektedir [67]. 
Bulgularımız, SA ve ASA uygulamasının PERK düzeylerinde artışa ve eIF2α fosforilasyonuna neden 
olduğunu ancak hücrelerde yüksek düzeyde ER stresi uyarımı gerçekleşmediğinden CHOP 
aktivasyonunu uyarmadığını göstermektedir. Buna karşın Paklitaksel uygulamasının ER stresini güçlü 
bir şekilde uyardığı ve CHOP aktivasyonuna neden olduğu belirlendi. SA ve ASA’nın Paklitaksel ile eş 
uygulamasının yalnızca Paklitaksel uygulamasına kıyasla doza bağlı olarak CHOP uyarımını daha güçlü 
bir şekilde uyardığını göstermiştir (Şekil 2a, b). Bu sonuçlar Paklitaksel, ASA ve SA kombine tedavisinin 
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sinerjistik olarak ER stresinin yol açtığı PERK aktivasyonu aracılı olarak pro-apoptotik protein olan 
CHOP düzeyini önemli ölçüde arttırdığını göstermiştir. 
  
Son olarak SA ve ASA’nın Paklitaksel’in hücreler üzerindeki apoptotik etkilerine olan olası katkılarını 
incelemek amacıyla hücrelerdeki apoptotik etkilerin incelenmesinde sıklıkla test edilen kaspaz-3 ve 
PARP-1’in kesim ürünlerinin düzeylerini inceledik [68]. Kaspaz-3; PARP-1 gibi birçok anahtar proteinin 
proteolitik kesiminden sorumlu olan önemli bir apoptotik aktivatördür ve aktivasyonu sırasında proteolitik 
olarak kesime uğramaktadır. Kaspaz-3'ün 17 ve 19 kDa'luk fragmentleri kaspaz-3 aktivasyonunun 
takibinde kullanılmaktadır [69]. PARP-1 hücresel streslerin neden olduğu DNA hasarlarının tamirinde 
rol oynamaktadır. Aşırı DNA hasarı PARP-1'in hiper aktivasyonuna yol açarak kaspaz enzimi aracılı 
olarak kesime uğramasına yol açmakta ve bu yol ile DNA'nın fragmentasyonuna ve hücresel 
parçalanmaya destek vermektedir. Bu nedenle 89 kDa’luk PARP-1 fragmanı apoptotik hücre ölümünün 
takibinde sıklıkla kullanılmaktadır [70,71]. SA ve ASA uygulamalarının kaspaz-3 ve PARP-1 kesimlerini 
yalnızca en yüksek dozlarında uyardığı belirlendi. Paklitaksel uygulamasının ise literatür ile uyumlu bir 
şekilde PARP-1 ve kaspaz-3 aktivasyonunu gerçekleştirdiği doğrulandı. Eş uygulama sonuçlarımız, 
0.1mM SA ve ASA ile Paklitaksel eş uygulamalarında yalnız başına Paklitaksel uygulamasının neden 
olduğu PARP-1 ve kaspaz-3 kesim ürünlerinin düzeylerine kıyasla bir değişime yol açmadığını, 1mM 
SA ve ASA ile Paklitaksel eş uygulamalarının ise kaspaz-3 ve PARP-1 kesim ürünlerinin düzeylerini 
etkili bir şekilde arttırdığı saptandı (Şekil 3a, b). Bu sonuçlar 1mM SA ve ASA’nın Paklitaksel ile eş 
uygulamanın apoptotik proteinler üzerinde sinerjistik bir etki sergilediğini önermektedir. 
 
Toplu olarak sonuçlarımız Paklitaksel’in SA ve ASA kombinasyonunun otofajik aktivasyona, UPR’nin 
PERK kolunun aktivasyonu aracılı CHOP uyarımına, apoptotik proteinler olan kaspaz-3 ve PARP-1 
aktivasyonuna yol açarak prostat kanseri hücrelerinde güçlü etkilere sahip olduğunu önermektedir (Şekil 
4). Bulgularımız Paklitaksel’in, SA ve ASA kombinasyonun prostat kanseri hücrelerinde hücre ölüm 
mekanizmalarının aktivasyonuna yol açarak Paklitaksel’in terapötik etkinliğinin güçlendirilmesinde 
alternatif bir yaklaşım sunabileceğini düşündürmektedir.  
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