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OzZET

PC-3 ve LNCaP PROSTAT KANSERI HUCRE HATLARINDA FERULIK ASITIN
ETKISININ ARASTIRILMASI

Canan EROGLU
Yuksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji AD
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Yavuz DODURGA

Aralik 2014, 103 sayfa

Prostat kanserinin altinda yatan genetik degisimler ve olasi sinyal yolaklari
ile ilgili gesitli calismalar gin gegtikge artmakta ve yeni tedavi ydntemleri aranmaktadir.
Bu calismada, PC-3 ve LNCaP prostat kanseri hiicre hatlarinda cesitli besinlerde
bulunan, fenolik bir bilesik olan ferulik asitin (FA) hicre déngusi sinyal iletimi ve
apoptoz yolaklarinda gen ekspresyonlari Uzerine etkilerinin arastiriimasi hedeflenmisgtir.
Ferulik asitin hicre canliligina etkisi XTT yontemi ile belirlenmig, 1Cso dozu PC-3 hicre
hattinda 48. saatte 300uM, LNCaP hicre hattinda ise 48. saatte 500uM olarak
saptanmistir.

Ferulik asitin PC-3 ve LNCaP hicre hatlarinda hicre déngisi ve apoptoz
yolaklarindaki gen ekspresyonu Uzerine etkileri gercek zamanh PZR ile analiz
edilmistir. Ferulik asitin PC-3 hucre hattinda ATR, ATM, CDKN1A, CDKN1B, E2F4,
RB1, TP53, BIK, BAX, CASP1, CASP2, CYCS gen ekspresyonlarinda anlamli artisa,
CCND1, CCND2, CCND3, CDK2, CDK4, CDK6, BCL2 gen ekspresyonlarinda ise
anlamh azalisa neden oldugu gérulmistir. LNCaP hicre hattinda ise CDKN1B,
CDKN2B, CASP1l, CASP2, CASP8, CYCS, FAS, FASLG, TRADD gen
ekspresyonlarinda anlamli artis, CCNF, CCNT1, CDK6, CDK4, BCL2, XIAP gen
ekspresyonlarinda anlaml azalis bulunmustur. Calismada bu hicre hatlarinda anlaml
degisim gorulen bazi genlerin protein degisimleri western blot yontemi ile
degerlendirilmigtir. FA'nin apoptotik etkileri TUNEL ydntemi ile degderlendirilmis, PC-3
ve LNCaP hicre hatlarinda sirasiyla 2.5+0.47 ve 4.7+2 kat apoptozu indukledigi
g06zlenmistir. PC-3 ve LNCaP hucre hatlarinda sirasiyla FA'nin invazyonu %33.6+0.5
ve %23%1.9, koloni olusumunu ise %38+0.82 ve %40x1.7 oraninda baskiladigi
gOrulmustur. Sonug olarak, bulgulara gére PC-3 hicre hattinda FA’nin hicre
dongusind durdurabilecegi, LNCaP hiicre hattinda ise apoptoza neden olabilecegdi
saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, Ferulik Asit, Hlicre Dongusu, Apoptoz.

Bu caligma, OYP (Ogretim Uyesi Yetigtirme Programi) tarafindan desteklenmistir.



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFECT OF FERULIC ACID ON THE PC-3 and
LNCaP PROSTATE CANCER CELL LINES

Eroglu, Canan
M.Sc. Thesis in Medical Biology
Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Yavuz DODURGA

December 2014, 103 pages

Studies on genetic changes underlying prostate cancer and the possible
signaling pathways are getting increased day by day and new treatment methods are
being searched for. The present study aims to investigate the effect of ferulic acid, a
phenolic compound, found in various aliments, in the PC-3 and LNCaP prostate cancer
cell lines, on cell cycle signal transmission and gene expression in apoptosis pathways.
The effect of ferulic acid on cell viability was determined via XTT method and the ICs,
dose of ferulic acid in PC-3 cell line was found to be 300uM in the 48th hour and in
LNCaP cell line it was found to be 500uM in the 48th hour.

The effect ferulic acid in PC-3 and LNCaP cell lines on cell cycle and gene
expression in the apoptosis pathways were analised with Real-Time PCR. It was
observed that ferulic acid in PC-3 cell line caused a significant increase in the gene
expressions of ATR, ATM, CDKN1A, CDKN1B, E2F4, RB1, TP53, BIK, BAX, CASP1,
CASP2 and CYCS, and a significant decrease in the gene expressions of CCND1,
CCND2, CCND3, CDK2, CDK4, CDK6 and BCL2. On the other hand, in LNCaP cell
line, a significant increase was seen in the gene expressions of CDKN1B, CDKN2B,
CASP1, CASP2, CASP8, CYCS, FAS, FASLG, TRADD and a decrease in the gene
expressions of CCNF, CCNT1, CDK6, CDK4, BCL2 and XIAP. In our study, in these
cell lines, protein changes of some genes on which a significant change was observed
were evaluated with western blot method. The apoptotic effects of FA were evaluated
with TUNEL method and it was observed that FA in PC-3 and LNCaP cell lines induced
2.5+0.47 and 4.7+2 fold apoptosis respectively. Also, it was found that FA in PC-3 and
LNCaP cell lines suppressed the invasion in the ratios of %33.6+0.5 and %23+1.9
respectively while it surpressed the colony formation in the ratios of %38+0.82 and
%40+£1.7 respectively. In conclusion, it is considered that FA in PC-3 cell line may lead
to cell cycle arrest while it may cause apoptosis in LNCaP cell line.

Key Words: Prostate cancer, Ferulic Acid, Cell Cycle, Apoptosis.
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APAF-1.................. Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor 1
AR Androjen Reseptoru

BAX...oiiiiiieeenenn, BCL2-iligkili X Protein
BCL2....coiiiiiien B-hiicre CLL/Lenfoma 2
bFGF......cc.ccciill Bazik Fibroblast Blylime Faktoru
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1. GIRIS

Kanser, hucrelerin normal davraniglarini  dizenleyen mekanizmalarin
bozulmasi sonucu kontrolstiz ve anormal sekilde ¢ogalmasidir. Kanser gunimuzde
0lum orani yUksek olan saglik sorunlari arasinda 6n siralarda yer almaktadir. Teknoloji
ve bilimin ilerlemesi ile birlikte tani olanaklarinin ve tedavi yontemlerinin gelismesi
kanser vakalarinin daha erken tesghis edilmesine imkan saglamaktadir. Kanserde tumor
baskilayici genlerin inaktivasyonu ve onkogenlerin aktivasyonu rol oynamaktadir.
Genetik ve epigenetik dedisimler kanser gelisiminde 6nemlidir. Kanser kontrolstiz
hicre buyumesi ve metastaz Ozellikleri ile karakterize edilmektedir (Montenegro vd
2014). Kanser ile ilgili yapilan ¢alismalar ve molekiler gelismeler sayesinde de tedavi

yontemleri gelismekte ve daha az toksik olan tedaviler uygulanmaktadir.

Prostat kanseri, 6zellikle endustrilesmig Ulkelerde goérulen énemli bir saglik
sorunu olmakla birlikte erkeklerde, akciger kanserinden sonra ikinci en sik kansere
bagh 6lim nedenidir. Prostat kanseri ge¢ baslangi¢c yasi, yavas ilerlemesi, ylksek
insidansi, tanimlanabilir preneoplastik lezyonlar ve risk gruplarindan dolayi
kemopreventif stratejiler bakimindan da énemli bir hastaliktir (Szliszka ve Krol 2011,
Cimino vd 2012). Prostat kanseri erkeklerin 70 yasina kadar yaklasik 8 erkekten birinin
etkilendigi en yaygin kanser turtidir (Jemal vd 2011, Siegel vd 2013). Kemoterapi ve
radyoterapi prostat kanseri icin 6nemli tedavi secenekleridir. Prostat kanseri tanisi icin
mevcut yontemler, hastaligin spesifikligi ve duyarhligi igcin sinirhdir ve daha olumlu
prognoza sahip hastalar ile daha yuksek o6lim ve progresif hastalik riskine sahip
hastalari ayirt edemeyebilir (Grubb vd 2008, Schroder vd 2009). Kanser tanisi erken
konulsa da sik sik metastaz yapabilmektedir. Prostat kanseri metastaz yaptiginda ilk 5
yilhk sagkalim orani %32’lere dusmektedir (Chin ve Reiter 2004, Velcheti vd 2008).
Androjen bagimsiz prostat kanserinde prognoz koétidir ve ortalama hayatta kalma
suresi 7-12 aydir (Hussain vd 1994, Kantoff vd 1999).

Sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen olabilecegini ortaya koyan
calismalar sonucunda insanlarin dogal antioksidan kaynagi olan meyve ve sebzeler,
baharatlar ve bitkisel gaylara olan ilgisi artmistir. Fenolik bilesiklerin antioksidatif ve
antimikrobiyal etkileri nedeni ile saglik Uzerine bircok olumlu etkisi bulunmaktadir.

Ayrica bu bilesikler gida kalite kontrol kriteri olarak da énem tasimaktadir (Saldamli



2007). Bu bilesiklerin antiallerjik, antienflamatuar, antidiyabetik, antimikrobiyal,
antipatojenik ve antiviral etkiye sahip oldugu yapilan bir¢ok arastirma ile bulunmustur
(MacDougall 2002). Besinlerde bulunan fenolik bilegikler, genellikle kanser ve
antienflamatuar hastaliklar ile ilgili zararli oksidatif streglerin inhibitdrleri ve potansiyel
antioksidanlari olarak tanimlanirlar (Lee ve Lee 2006, Fresco vd 2009, Fresco vd 2010,
Huang vd 2010). Ferulik asit de (4-hidroksi-3-metoksisinnamik asit) sebze ve
meyvelerde bol bulunan saglik agisindan yararli fenolik bir bilesiktir (D’Archivio vd
2007). Piring, yulaf, kahve, turuncgiller, elma ve yabanmersininde bol miktarda
bulunmaktadir (Clifford 1999). Ferulik asitin hem in vivo hem de in vitro deneysel
calismalarda duzenli hicre blyimesi ve proliferasyonu, serbest radikalleri
uzaklastirmasi, sitoprotektif enzimleri uyarmasi ve sitotoksik sistemleri inhibe etmesi
nedeniyle kanser tedavisinde potansiyel rol oynamaktadir. Klinik ©éncesi veriler
kemoterapi veya radyoterapi sirasinda ferulik asitin yardimci madde olarak

kullaniimasinin yararl olacagini géstermistir (Hemaiswarya ve Doble 2013).

1.1. Amag

Literatir taramasi yapildiginda, ferulik asitin prostat kanseri Uzerine
etkilerinin incelendigi az sayida yayina rastlanmaktadir. Bu ¢alismada, PC-3 (androjen
bagdimsiz prostat kanseri hicre hatti) ve LNCaP (androjen bagimh prostat kanseri
hicre hatt) prostat kanseri hicre hatlari Gzerinde ferulik asitin hicre doéngusu,
apoptoz, invazyon ve koloni olusturma kapasiteleri Uzerindeki olasi etkilerinin gesitli

yontemlerle arastiriimasi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Kanser

Normal dokularda hicre c¢ogalmasi organizmanin ihtiyacina goére
belirlenmektedir (Lowitz ve Casciato 2007). Kanser, hicrelerin normal davraniglarini
dizenleyen mekanizmalarin bozulmasi sonucu kontrolsiiz ve anormal sekilde
¢ogalmasidir. Kontrolli hicre ¢ogalmasinin gergceklesmesi icin de protoonkogenler ve
timor baskilayici genler arasinda denge olmasi gerekmektedir. Kanserde mutasyon
sonucu gen ifadesi degismektedir ve hicreler kontrolsiiz olarak blyimeye ve
bélinmeye baslamaktadir. Bu nedenlerle hicrelerin  normal fonksiyonlari
engellenmektedir. Hlucrelerin surekli gogalmasi ile her organ yenilenme gdstermektedir.
Ancak bu yenilenme sirasinda bazi hicreler anormal bir sekilde Ureyerek tumor
olusturmaktadir (Kasap vd 2010). Kanser turleri gerek davranis gerek tedaviye cevap
yonunden farkhlik géstermektedir. Hiicrelerin anormal gogalmasi sonucu ortaya ¢ikan
tumorler benin ya da malin olabilmektedir. Kanser patolojisinde benign ve malign
tumorleri birbirinden ayirt etmek oldukga 6nemlidir. Cevresindeki normal dokuyu istila
etmeyen ve vicudun uzak bdlgelerine yayllmadan olustuklari yerde kalan timorler
benign timdrlerdir. Cevresindeki normal dokuyu istila eden ve dolasim veya lenfatik
sistemler araciligi ile yayilan timérler ise malign timérlerdir. Kanser hiicresinin lenf ya
da kan yoluyla vicudun diger boélgelerine giderek gittikleri yerde anormal sekilde
¢ogalarak kanserin bu sekilde yayllmasina metastaz denilmektedir. Malign timorler
kanser olarak tanimlanmaktadir. Malign timérlerin yani kanserin yayllma ve metastaz
yapma oOzellikleri kanserin tedavisini zorlastirmaktadir (Cooper ve Hausman 2006).
Kanser hucrelerinin metastaz ve invazyonunda bu hucrelerin proteaz ve blyume
faktorleri salgilamalari énemli rol oynamaktadir. Proteazlar ekstraselller matriks
yapisini bozarak kanser hucrelerinin vicudun diger bodlgelerine yayillmasina yol
acmaktadir (Stetler-Stevenson vd 1993). Prostat, meme, akciger, kolon ve rektum

kanserleri gorulen kanserlerin yarisindan fazlasini olusturmaktadir.
Tumorler turedikleri hicreye gore siniflandiriimaktadir.

Karsinomalar: insan kanserlerinin yaklasik % 90'ini olusturan ve epitel hiicrelerinden

koken alan timorlerdir.



Sarkomlar: insanda az gérilen kas, kemik, kikirdak ve fibréz doku gibi bag

dokusundan gelisen solid timorlerdir.

Lésemi ve Lenfomalar: insan kanserlerinin yaklasik %7’sini olugturmaktadir ve kan ya

da immun sistem hicrelerinden gelismektedirler (Cooper ve Hausman 2006).

Kanser insidans hizi toplumda yuz binde 85 ile 350 arasinda degismektedir
ve insidans hizi tlr, cografik boélge, hastanin yasi ve cinsiyetine goére farkliliklar
go6stermektedir (Parkin vd 2005). Giderek artan yasli nifus orani ve ilerleyen teknoloiji
ile birlikte cevresel karsinojenlere maruz kalmaya bagh olarak kanser oraninin progresif
olarak artmaya devam edecegi 6ngorilmektedir (Eaton 2003). Kanser Amerika Birlesik
Devletler’nde en sik gorilen o6lum sebepleri arasinda yer almaktadir ve kalp
hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer almakta ve her 4 6élumden birinin sebebini
olusturmaktadir. 2014 yilinda vyaklasik 585.720 Amerikalinin kanser nedeniyle
yasamini yitirmesinin s6z konusu oldugu degerlendiriimektedir. Bu sayida giinde 1600
Amerikal’'nin kanser nedeniyle yasamini yitirmesi demektir. Son yillarda, Amerika
Birlesik Devletlerinde kansere bagl 6lim oranlarina bakildiginda cesitli kanser tdrleri
arasinda erkeklerde akciger kanserinden sonra prostat kanseri, kadinlarda ise akciger
kanserinden sonra meme kanserinin yer aldigi (Sekil 2.1) (Sekil 2.2)de grafiklerde
gorildigu gibi dikkati cekmektedir (WEB_1).

100

Akciger ve brong

80

60

\( Mide Kolon ve rektum Prostat
40

Losemi Pankreas

100.000 Kisilik poplilasyona gore oranlar

Karaciger
0 lIIlIIlIlIlIIIIIlIlIlIIlIIlIII!IIlIIlIIIIlIlIIIIIIIII!IIIIlIIIIlIIlIlII[IIIIlIlI

1930 1935 1940 1945 1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010

Yillar
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Sekil 2.2 1930-2010 yillari arasinda Amerika Birlesik Devletleri'nde kadinlar arasinda
gorilen kanser turlerine bagh olarak 6lim oranlari (WEB_1)

Turkiye’deki kanser olgularina dair istatistikleri ise Turkiye Cumbhuriyeti
Saglik Bakanligrnin sayfasinda bulmak mimkin olup Tablo 2.1 ve Tablo 2.2’de

verilmigtir.

Tablo 2.1 Turkiye'de yillara ve cinsiyete goére toplam kanser insidansi (100.000 kisi
Olgeginde) (WEB_2)

Yillar Erkek Kadin Toplam
2004 236,3 142,9 189,6
2005 246,5 149,7 198,1
2006 256,4 158,1 207,3
2007 2717 166,8 219,3
2008 280,5 172,0 226,3
2009* 304,5 182,3 243,4
2010* 330,4 193,2 261,8
2011* 358,4 204,7 281,6

* Bu yillara ait insidans degerleri tahmini degerlerdir.



Tablo 2.2 Turkiye'de yillara gére kadinlarda en sik gérilen 10 kanser tirinin insidansi
(100.000 kisi 6lceginde) (WEB_2)

2004 2005 2006 2007 2008 2009* 2010* 2011*

Meme 34,7 35,0 37,6 35,9 40,7 42,1 43,6 45,1
Tiroid 7,3 9,6 10,8 14,4 16,2 19,7 24,0 29,8
Kolorektal 11,3 11,1 12,5 12,3 13,2 13,9 14,6 15,3
Uterus Korpusu 7,6 7,1 8,4 8,7 8,6 9,5 10,4 11,4
Trake, Akciger ve 7,4 7,4 7,7 7,8 8,2 8,7 9,3 9,9
Brong

Non-Hodgkin Lenfoma 4,4 4,0 49 5,2 5,0 6,0 7,2 8,6
Mide 6,4 6,9 7,6 8,4 7,7 8,0 8,3 8,6
Over 5,8 5,6 5,9 6,5 6,9 7,1 7,3 7,5
Uterus Serviksi 4.5 4.4 4.8 4.3 4.1 49 5,9 7,1
Beyin, Diger Sinir 3,6 40 4.6 4.6 4.4 45 4,6 4,7
Sistemi

* Bu yillara ait insidans degerleri tahmini degerlerdir.

Tablo 2.3 Turkiye’'de yillara gore erkeklerde en sik gorilen 10 kanser turtnin insidansi
(100.000 Kisi dlgeginde) (WEB_2)

2004 2005 2006 2007 2008 2009* 2010* 2011*

Trake, Akciger ve Bronsg 65,1 659 689 73,0 692 741 793 849

Prostat 249 286 289 323 376 440 514 60,0
Mesane 193 206 21,0 225 21,7 234 253 27,3
Kolorektal 16,5 16,2 18,2 19,1 20,8 225 243 26,3
Mide 14,1 149 148 17,3 180 19,1 20,3 21,6
Non-Hodgkin Lenfoma 6,3 5,9 6,9 7,6 6,9 8,5 104 12,7
Larinks 10,0 8,9 9,7 9,3 9,1 9,5 9,9 10,3
Pankreas 4,0 4,4 5,2 6,3 6,1 6,7 7,3 8,0

Bobrek 4,1 4,1 55 5,2 5,8 6,3 6,9 7,5

Beyin, Diger Sinir Sistemi 4,7 57 5,4 5,8 6,1 6,2 6,3 6,4

* Bu yillara ait insidans degerleri tahmini degerlerdir.

2.2. Prostat Kanseri

Prostat ilk olarak 1536 yilinda bir anatomist olan Niccold Massa tarafindan
tanimlanmis ve 1538 yilinda da anatomist Andreas Vesalius tarafindan resmedilmistir
(Hellerstedt ve Pienta 2002). Normal prostat bezi mesanenin hemen altinda Uretranin
etrafini saran yaklasik 4x3x3 cm olgllerinde bir yapidir (Sekil 2.3). Prostat bezi sperm

hareketliliginde rol alan, bircok protein ve mineralden olugsan seminal siviyi



uretmektedir. Seminal sivi spermleri kadin Ureme kanalina dogru yol alirken
korumaktadir (Prscott vd 1998).

Mesane

Tunika Vaginalis
Sekil 2.3 Prostatin anatomik yapisi (Staubesand 1990)

Prostat kanserini tip literatirtine ilk kez 1817 yilinda Londra’li doktor George
Langstaff kazandirmigtir. Prostati radikal perineal prostatektomi teknigi ile ilk kez 1904
yihinda Young adinda bir cerrah ¢ikartmistir. Radikal retropubik prostatektomi teknigini
ilk kez 1945 yilinda Millin kullanmistir. ilerlemis prostat kanserli hastalarda androjen
hormonunun kan dolagimindan uzaklastiriimasi igin orsiektomi operasyonunu ilk kez
1941 yihinda Charles Brenton Huggins uygulamistir (Abate-Shen ve Shen 2000, Parkin
vd 2001, Kumagai vd 2007).

Prostat kanseri, prostat bezindeki hicre proliferasyonu ve hucre 6limu
arasindaki dengenin bozularak, organ hacminin malign blylimesi sonucunda
olusmaktadir. Prostat kanseri genellikle uzun sure belirti vermeden ilermektedir ve
belirtiler hastalar ileri yaslara geldiginde ortaya ¢ikmaktadir. Prostat kanseri, 6zellikle
endustrilegsmis Ulkelerde gorilen 6nemli bir saglik problemi olmakla birlikte erkeklerde,
akciger kanserinden sonra ikinci en sik kansere bagli 6lim nedenidir (Szliszka ve Krol
2013). Prostat kanseri 6zellikle androjen reseptdrt hedefleyen ajanlara gesitli cevaplar
veren heterojen bir hastaliktir (Ecstein-Fraisse ve Su 2014). ilerlemekte olan prostat
kanserinde standart tedavi tek basina luteinize edici hormon (LSH) salan hormon

agonistleri veya luteinize edici hormon (LSH) salan hormon agonistleri arti anti-



androjenlerdir (Takahashi 2014). Yasam suresince klinik olarak prostat kanser tanisi
konulma olasihdr %11.3 iken klinik olarak kanser tanisi alan hastalarin da %32’si
prostat kanseri nedeniyle hayatlarini kaybetmektedirler (WEB_3). Prostat kanserinin
adenokarsinoma, musin6éz adenokarsinoma, prostatik duktal adenokarsinoma, saf
klguk hicreli adenokarsinoma, skuamoz ve adenoskuamoz kanserler, sarkomatid
karsinoma (karsinosarkom), transizyonel hicreli kanserler, malign mezensimal
timorler, prostatik epitelyal neoplazi (PIN), atipik kiigik asiner proliferasyon gibi pek
cok tird vardir. %98 gortlme sikhgi ile adenokarsinomlar en sik goérilen prostat kanseri
tipidir (Baltaci 2007).

Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan bir arastirma sonucunda, 2014 yil
icin tahmin edilen prostat kanseri olgusunun tim kanser olgularinin %27’sini ve 6lim
olgusunun ise tim kanser 6lum olgularinin %10’unu olusturabilecegi rapor edilmigstir
(Tablo 2.4) (Siegel vd 2014).

Tablo 2.4 Amerika Birlegik Devletleri’nde cinsiyetlere gore 2014 yili i¢in farkli tipteki
kanser olgularinin tahmini sayilari ve 6lum oranlari (Siegel vd 2014)

Kanser Olgularinin Tahmini Sayilar

Erkek Kadin
Prostat 233.000 %27 Meme 232.670 %29
AKkciger 116.000 %14 Akciger 108.210 %13
Kolon 71.830 %8 Kolon 65.000 %8
Mesane 56.390 %7 Uterus 52.630 %6
Melonoma 43.890 %5 Tiroid 47.790 %6
Bobrek 39.140 %5 Non-hodkin lenfoma 32.530 %4
Non-hodgkin 38.270 %4 Melonoma 32.210 %4
lenfoma
Farinks 30.220 %4 Bobrek 24.780 %3
Losemi 30.100 %4 Pankreas 22.890 %3
Karaciger 24.600 %3 Losemi 22.280 %3
Tiimii 855.220 %100 Tiimii 810.320 96100
Kanser Olgularinin Tahmini Oliim Oranlan
Erkek Kadin
AKkciger 86.930 %28 Akciger 72.330 %26
Prostat 29.480 %10 Meme 40.000 %15
Kolon 26.270 %8 Kolon 24.040 %9
Pankreas 20.170 %7 Pankreas 19.420 %7
Karaciger 15.870 %5 Ovaryum 14.270 %5
Losemi 14.040 %5 Losemi 10.050 %4
Ozofagus 12.450 %4 Uterus 8.590 %3
Mesane 11.170 %4 Non-Hodgkin 8.520 %3
lenfoma
Non-hodgkin 10.470 %3 Karaciger 7.130 %3
lenfoma
Bobrek 8.900 %3 Beyin 6.230 %2

Tiimii 310.010 %100 Tiimii 275.710 %100




2.2.1. Prostat Kanserinin Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

Prostat kanseri, 6zellikle endlstrilesmis Ulkelerde gorilen énemli bir saglik
problemi olmakla birlikte erkeklerde, akciger kanserinden sonra ikinci en sik kansere
bagl 6lim nedenidir (WEB_4). Gelismis ulkelerde ve Amerika Birlesik Devletlerinde
erkeklerde en sik gorilen kanser turadidr. Amerikan Kanser Toplulugu'nun verileri,
Amerika’da her alti erkekten birine prostat kanseri teshisi konuldugunu ve her otuz alti
erkekten birisininde bu nedenle yasamini yitirdigini goéstermektedir (WEB_5). Son
yillarda ilerleyen teknoloji ile birlikte artan tarama caligmalari sayesinde prostat kanseri
tanisi daha erken yaslarda konulmaktadir. Bu nedenle sessiz prostat kanseri klinik
prostat kanserine dénidsmeden tani konulabilmektedir. Ancak bu erken tani hastaligin
insidansinda artisa neden olmustur. Prostat kanseri gértlme sikliginda 1995 yilindan
gunimuize %1.7’lik bir artis gbézlenmisken mortalitede %4 azalma gorilmustir (Chan
vd 2004). Avrupa’da gorilen tim kanserler arasinda prostat kanseri %11’lik bir yere
sahiptir (Bray vd 2002). Gelismis Ulkelerde erkek kanserlerinin %15’ini olugturmakta ve
gelismekte olan ulkelerde bu oranin %4’lere kadar dustigu goértulmektedir (Parkin vd
2001). Prostat kanseri insidansi ile ilgili Turkiye' de kesin veriler bulunmamakta ancak
1993-1994 yillari arasinda yapilan bir calismada prostat kanseri insidansi izmir igin
yuzbinde 9.1 olarak tespit edilmistir. Bu oran Dogu Avrupa Ulkeleri ile ayni seviyededir
ve ABD’nin 1/12’sine denk gelmektedir (Fidaner vd 2001). Yapilan baska bir
epidemiyolojik ¢alisma sonucunda Turkiye’de prostat kanserinin goérilme sikhginin
2009 verilerine goére yuzbinde 19 oldugu rapor edilmistir (WEB_6). Prostat kanserinin
gériilme sikh@i Avrupa llkelerinde Norveg'de yiizbinde 24, ispanya’da yiizbinde 13,
Hollanda’'da ylzbinde 80, Danimarka’da ylzbinde 30.9 oldugu rapor edilmistir. Bu
oranlar Cin ve Japonya’da oldukga dusuktir (Walsh vd 2005). Japonya’da 1992 ile
1995 vyillari arasindan prostat kanseri mortalitesinin ylzbinde 4 oldugu rapor edilmigtir
(Landis vd 1998, Landis vd 1999). 1985 ile 1989 yillari arasinda PSA’nin kullanima
girmesiyle prostat kanseri insidansinda énceki yillara gére %2.3’luk yillik artig ile %6
seviyelerine ulagsmistir. 1989-1992 vyillari arasinda artisin %18.4’e ulastigi rapor
edilmistir. 1992-1995 vyillari arasinda ise %14’lere geriledigi gosterilmistir (Hankey vd
1999). Mortalite (6lum) orani kansere bagli insidansa dayanmaktadir. Prostat kanseri
erkeklerde gorulen kanser Olumlerinin %5.8'inden ve butin kanser Olumlerinin
%3.3’'unden sorumludur. Prostat kanser gelisiminin erken basamaklari genellikle
genetik yatkinlik, oksidatif hasar ve inflamatuar degisikliklerle iligkilendiriimektedir.
Kromozomal kayiplar ve telomer kisalmalari da prostat kanserinde ilerlemeye neden

olabilmektedir (Gonzalgo ve Isaacs 2003). Prostat kanserinde yas, irk, aile éykusd,
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hormonal faktorler, diyetsel faktorler, sigara ve alkol kullanimi ve cografik konum gibi

cesitli faktorler risk artisinda dnemli yer tutmaktadir.

2.2.1.1. Yas

Prostat kanseri multifaktdriyel bir hastaliktir ve riski yas ilerledikge artis
gOstermektedir. Ortalama tani konma yasi 60 yas civaridir (Gronberg 2003). ABD’de
prostat kanseri teshisi yapilan vakalarin %70°i 65 yas ve Uzerindeki erkeklerdir
(Crawford 2003).Prostat kanserlerinin yaklasik %95’'inde tani ortalama 72 yasinda
olmak Uzere 45-89 yaslari arasinda konulmaktadir. Prostat kanseri gelisme orani 39
yasin altindaki erkeklerde 1/10.000 iken, 40-59 yas arasindaki erkeklerde bu oran
1/103, 60-79 yas arasindaki erkeklerde ise 1/8'dir (Catalona vd 1991, Guthman vd
1993).

2.2.1.2. Irk

Afrika kokenli Amerikali erkeklerin (Afro Amerikal), prostat kanserine
yakalanma insidansi ve bu hastalik nedeniyle yasamini yitirme orani diger irklardaki
erkeklere gore daha ylksek gozikmektedir (WEB_5). Beyazlarda prostat kanser
insidansi 156 ve mortalitesi 25/100.000 iken Afrika kokenli Amerikalilarda insidansin
248 ve mortalitenin ise 59/100.000 oldugu gosterilmistir (Jemal vd 2008). Asya kokenli
Amerikan erkeklerinde ise sikligin en az oldugu rapor edilmistir. Beyazlarda yasam
slresince prostat kanseri riski %15.5, prostat kanserinden Olme riski %2.9 iken
Amerika Birlesik Devletleri’ nde yasayan Afrika kokenlilerde prostat kanseri riski %18.3
prostat kanserinden dlme riski %4.8 olarak hesaplanmistir (Leach vd 2003). Siyahlarda
prostat kanseri hem daha erken yasta hem de daha ileri evrede teshis edilmektedir.
Prostat kanserinin tim evrelerindeki 5 yillik sagkalim orani siyahlarda %62 beyazlarda
ise %72 olarak rapor edilmistir (Pienta vd 1993, Wingo vd 1995).

2.2.1.3. Aile Oykisii

Prostat kanseri kalitsal ve sporadik olmak uUzere 2 grup altinda
toplanabilmektedir. Prostat kanserleri %85 sporadik ve %10-15’ i genetik olarak
saptanmaktadir. Yapilan bazi analizlerde prostat kanserli hastalarin birinci derece
yakinlarinda daha yiksek siklikta prostat kanseri géruldigu tespit edilmistir (Carter vd
1992, Bratt 2002). Sporadik prostat kanserlerinde aile 6ykisl bulunmamaktadir.
Prostat kanserli hastalarin aile dykusu bulunanlarin aile dykusu bulunmayanlara gore
yaklasik alti yedi sene Once kanser teghisi konuldugu vyapilan arastirmalarda

gOsterilmistir. Bu calismalara goére, 50’li yaslardaki erkeklerde gorilen kanser
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vakalarinin yaklasik %40’inda kalitsal 6zellikler énemli rol oynarken, tim kanser
vakalarinin %5-10'unda da kalitsal 6&zellikler dnemli rol oynamaktadir. Prostat
kanserlerinin de %10’unun kalitsal oldugu dusunulmektedir (Bratt 2002).

Yapilan arastirmalarda prevalans taramasi sonucunda prostat kanseri tanisi
konulan tim erkeklerin %10.5-18'inde pozitif aile hikayesi oldugu gorulmustir (Aprikian
vd 1995, Ray vd 2003, Roemeling vd 2006). Erken yaslarda ortaya ¢ikan prostat
kanserinde ailesel etkinin fazla oldugu, ileri yaslarda ise sporadik olarak gelistigi
dugunulmektedir (Carter vd 1992, Yong vd 2000). Kromozomal bozukluklarda prostat
kanserinde 6nemli yer tutmakla birlikte prostat kanserinde en sik goérilen kromozom
bozukluklari olarak 7p, 7q, 8q ve Xq‘da artistan, 8p, 10q, 13q ve 16g’da ise azalmadan
bahsedilmektedir (Nupponen vd 1998, De Marzo vd 2003, Rubin ve De Marzo 2004).

2.2.1.4. Hormonal Faktorler

Testosteron ve dihidrotestosteron normal prostat buyimesi igin gerekli olan
hormonlardir. Artan androjen stimulasyonu hicre bolinmesini arttirmaktadir ve bu da
prostat karsinogenezine yol acmaktadir (Kyprianou ve Isaacs 1988). Testosteron,
ostrojenler, insulin, leptin, insulin benzeri biylime faktéri-1 (IGF-1) gibi hormonlar

prostat kanseri gelisiminde rol oynamaktadir (Chan vd 1998).

2.2.1.5. Diyetsel Faktorler

Prostat kanseri riski ile diyete bagh olarak ylksek miktarda yag alimi
arasinda bir iligki bulunmaktadir. Yag tuketimi ile yagd asitlerinin plazma
konsantrasyonlari artmaktadir ve bu artisinda gonadal steroidlerin globunlere
baglanmasini inhibe edebilecegi dustnilmektedir. Uzun slre bu sekilde beslenme,
androjenik stimilasyonu artirma nedeniyle prostat kanseri olusumunu tetikleyebilir
(Moorty ve Venugopal 2008). Diyetle alinan fazla miktarda yag, uzun sireli androjenik
uyari olusturmaktadir ve kanser riskini arttirmaktadir. Bu hipotez yagda eriyen

vitaminler ve ¢inko gibi eser elementler icin de gegerlidir (Walsh vd 2005).

2.2.1.6. Sigara ve Alkol Kullanim

Sigara kullaniminin tim kanserler ile dogrudan %80 iligkili oldugu
bilinmektedir. Ancak sigaranin prostat kanserine etkisi net olarak acgiklanamamistir.
Sigara kullanimi akciger, mesane ve epitelyal kanserler igin risk faktéri oldugu

dogrulanmistir (Reiter ve deKernion 2005). Fazla alkol tlketimi 6strojen duzeyini
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arttirmakta ve testosteron diuzeyini azaltmaktadir. Bu nedenle alkolin prostat kanseri

riskini azaltabileceg@i disindimustir (Breslow vd 1999).

2.2.1.7. Cografik Konum

Prostat kanserine ¢evrenin etkisi ile ilgili bazi ¢alismalar yapilmistir. ABD’ de
Cin ve Japonlarin kendi Ulkelerinde yasayanlar ile kiyaslandiginda prostat kanseri
insidanslarinin daha yuksek oldugu goériimustir. Bu durum da ayni zamanda beslenme
aliskanliklari ile iligkilendirilmistir (Walsh vd 2005).

2.2.2. Prostat Kanserinin Olusumunda ve Progresyonunda Rol Oynayan
Molekiler Mekanizmalar

1. Androjen reseptori’niin (AR) Etkileri

Steroid reseptér gen ailesinin bir Uyesi olan androjen reseptori biyolojik
olaylarin embriyogenezinde rol oynamaktadir. Embriyogenez asamasinda Wolf
kanalinin ve eksternal genital yapinin erkek 6zelligi kazanmasinda rol oynar. Eriskin
dénemde ise spermatogenezde rol oynamaktadir (Reiter ve deKernion 2005). AR,
dalak ve kemik iligi haric viicudun tim dokularinda bulunmaktadir (Gilli gan vd 2004,
Dowsing vd 1999).

AR geni sekiz ekzondan olugsmaktadir. Genis amino-terminal bdlgesi birinci
ekzon tarafindan kodlanmakta ayrica, ylksek polimorfik CAG tekrarlarini icermektedir.
DNA baglayici bdlge ikinci ve uguncu ekzon tarafindan kodlanir. Steroid hormon
baglayici bdlge ile ilgili bilgi doértten sekize kadar olan ekzonlar tarafindan
kodlanmaktadir (Mhatre vd 1993, Coetzee ve Ross 1994). AR gen Urunu diger genlerin
ekspresyonunu aktive etmede ve androjen hormonunun transkripsiyonunda énemli rol

oynamaktadir (Kazemi-Esfarjani vd 1995).

AR, Xgl11-12'de yer almakla birlikte steroid ve tiroid hormon reseptoru geni
super ailesinin bir Uyesidir. Bu nukleer reseptor, hormonu sitoplazmada baglar ve
nukleusa transloke eder. Nukleusda DNA baglanma sirasinda dimerize olan hormon
androjene yanit veren genin promoter bolgesine baglanir ve transkripsiyonel kompleks
olusturur. AR’lerin tumor progresyonuna etkisi 3 mekanizma ile 6zetlenebilmektedir
(Gurbuz 2010).
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A-Reseptdr ekspresyonu ve aktivasyonunda artis: AR, hastalijin ge¢ déoneminde

androjen baskilama tedavisi sonrasi gen aktivasyonu igin bir hedeftir. AR, androjen
yoklugunda progresyon gdsteren ileri evre prostat kanserlerinde dominant
onkogen olarak rol oynamaktadir. AR’nin asiri ekspresyonu prostat kanserinin
klinik slreci boyunca korunur ve en ileri evre androjen bagimsiz hastalarda bile
bulunmaktadir (Gurbliz 2010).

B-Nokta mutasyonlar/: Daha ¢ok, ileri evre prostat kanserlerinde AR geninde nokta

mutasyonlari saptanmistir. AR yogunlugu ile birlikte AR geninde de birtakim
degisiklikler goértlmektedir. Bu degisimler genellikle nokta mutasyonlari ile
gerceklesmektedir. Bu mutasyon sonucunda AR artkk sadece androjenler
tarafindan degil ayni zamanda ¢ok sayida steroid tarafindan aktive edilebilir hale
gelmektedir (Gnanapragasam vd 2000). ileri evre prostat kanserinde %21 oraninda

AR nokta mutasyonu goérilmektedir (Marcelli vd 2000).

C-Ligand bagimsiz _aktivasyon: AR’ler ligand bagimsiz olarak farkli bilesenler

tarafindan aktive edilebilirler. Bu bilesenler biylme faktorleri, bunlarin reseptorleri
ile iligkili olan molekdller, sitokinler, peptid hormonlar, ndérotransmitterler ve
interlokin-6 (IL-6) olabilmektedir (Lattouf vd 2006).

2.Androjenler ve Buyume Faktorleri

Androjenler prostat kanserinin gelisimi ve ilerlemesinde ©Onemli rol
oynamaktadirlar.  Androjenler; testosteron, dihidrotestosteron, androstenedion,
dehidroepiandrosteron gibi erkek cinsiyet hormon toplulugundan olugsmaktadir (Mentes
vd 2002). Prostat dokusunun buyumesi ve fonksiyonlarini yerine getirmesi basta
testosteron ve dihidrotestosteron olmak tzere androjenlere baghdir (Kambhampati vd
2005).

3.Proliferatif Hiicre ici Sinyal Yolaklari

Prostat kanserinde hiicre i¢i sinyaller blyime faktérlerine ve reseptorlerine
bagl olarak artmaktadir. Hucre igi dlzenleyici sistemler prototipik kanser yolaklari
olarak da degerlendirilebilmektedir. Timor hicresinin ¢ogalmasinda MAPK, fosfotidil
inozitol-3 kinaz (PI3K) ve nukleer faktor-kappa B (NFkB) gibi hiicre igi yolaklar 6nemli

rol oynamaktadir.
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4 Prostat Kanserinde En Sik Saptanan Genetik Degisiklikler

- Telomeraz: Genelde hulcrelerin boluinme sayisi sinirli iken kanser hucreleri sinirsiz
sayida bélinmektedirler. Olimsiizlige neden olan mekanizmlardan biri de kromozom
uclari olan telomerlerdir. Normal hiicrelerde telomerler kisalmaktadir. Ancak bir revers
transkriptaz olan telomeraz etkisi ile kanser ve kok hicrelerinde telomerler
yenilenebilirler. Bu enzim normal olarak hucrelerin farklilastiklari durumda gittikce
azalmakta iken birgok kanser tipinde telomeraz etkinligini surdirmekte ve aktive
edilmektedir. Sonug¢ olarak telomerlerin uzunlugu sabit kalmis olup hicrenin sinirsiz

sayida ¢cogalmasina neden olmaktadir (Lowitz ve Casciato 2007).

-Glutatyon-S-transferaz-pi  (GST-pi): Serbest radikalleri inaktive ettigi bilinen bir

enzimdir. Prostat kanseri vakalarinda bu enzimin ekspresyonunun azaldigi goralmuastir
(Song vd 2002).

-PTEN / Akt: PTEN/MMAC tumor baskilayici genlerinin, kromozom 10g23’te lokalize
oldugu gdsterilmistir. Kromozom 10g’da heterozigozite kaybi prostat kanserinde siklikla
goriulmektedir. 10g’daki kayip ileri evre hastaliklarla iligkilendirilmistir (Reiter ve
deKernion 2005).

-myc: Myc prostat kanseri hiicrelerinde 6énemli protoonkogendir. Myc onkogeni 8q24
kromozom bdlgesinde yer almaktadir ve ¢ogalma, farklilasma ve apoptotik yolaklarda
normal olarak iglev goren bir transkripsiyon faktéridur (Scaggiante 2008, Neto vd
2010, Min vd 2010).

- Bcl-2: Kanser huicre ¢gogalmasi ve apoptoz arasinda dengenin bozulmasi durumunda
ortaya ¢ikmaktadir. Bcl-2 apoptozu engelleyen bir onkogendir. Prostat hicrelerinin
Ozellikle androjen bagimsiz olanlarinin gogunda Bcl-2’ nin arttigi saptanmistir (Yoshino
vd 2006). Normal prostatta bazal hicreler tarafindan eksprese edilen Bcl-2 6zellikle
androjenden badimsiz timoérlerde olmak Uzere, prostat tiumdrlerinde de eksprese
edilmektedir (McDonnel vd 1992).

- p53: TUmor baskilayici genlerin en énemlilerinden biridir. p53 mutasyonunun, radikal
prostatektomi ve radyoterapi goéren hastalarda koti prognoz ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Bauer vd 1996). p53 timor supresdr geni hicrede hiicre blyimesini ve
transformasyonu baskilamaktadir.  Proliferasyonu inhibe etmede &6nemli rol

oynamaktadir. G1 fazini bloke etmektedir. p53 genindeki mutasyonlar kanser
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olusumunda en 6nemli degisikliklerdendir. p53’lin fonksiyon kaybi sonucunda hicre
doéngusi ve DNA replikasyonu bozulmaktadir. Sonugta eksik DNA tamiri ve kontrolsiz
blylme nedeniyle timor olusumu gergeklesmektedir (Van ve Mickisch 1999). Ancak
prostat kanserinde p53 mutasyonlari az gorilmekle birlikte ileri evrede ve ylksek
dereceli, metastatik prostat tumorlerinde daha sik gorilmektedir (Grignon ve Hammond
1995, Ross vd 2002).

-VEGF (Vaskiiler Endoteliyal Biiyime Faktori): En iyi tanimlanmis proanjiogenik

genlerdendir. VEGF’nin prostat kanserlerinin cogunda eksprese edildigi gézlenmis ve
ekspresyonundaki artis timoérin yayilmasi ile korele oldugu saptanmistir (Latil vd
2000). VEGF androjenler tarafindan diizenlenmekte ve androjenlerin prostat kanserini

etkilemesi agisindan potansiyeldir (Joseph ve Isaacs 1997).

-MMP: Tumor hicrelerinin invazyonu ve metastazinda ekstraselller matriksin yikilmasi
icin MMP’ler oldukga 6nemlidir (Wilson vd 2004).

-E-Kaderin: Hucreler arasi adezyon proteini olarak tanimlanan E-kaderin 16g23
kromozom bdlgesinde yer almaktadir. Prostat kanserinde bu bélgenin kayboldugu
gosterilmistir. Ozellikle kot diferansiye timorlerde E-kaderinin azaldigi rapor edilmistir
(Umbas vd 1992).

2.2.3. Prostat Kanserinde Belirti ve Semptomlar

Prostat kanseri erken asamada herhangi bir belirti vermemektedir. Genellikle
Uretraya baski yapacak kadar buyiume gergeklestiginde belirti vermektedir. Bu bliylime
nedeniyle idrara sik gikma ve iseme sirasinda agri veya zayif idrar akigi gorulmektedir.
Ancak bu belirtiler her zaman kanser anlamina gelmez ve yaslilikla birlikte prostat
biyimesi de meydana gelebilir. Prostat kanserinin ileri agsamalarinda istah kaybi,

zayiflama ve kemiklerde surekli agri gorulebilir (WEB_7).

Prostat kanseri gelistikge hastaligin vicudun diger bolgelerine yayilmasi gibi
ek semptomlara neden olabilmektedir. Genellikle omurga kemikleri olmak Uzere kemik
agrilari, pelvis ya da kaburga kemiklerinde bu kemiklere yayilmadan dolayi agrilar

gorulebilmektedir (Van der Cruijsen-Koeter vd 2005).
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2.2.4. Prostat Kanserinin Tanisi

Prostat kanserinin tanisinda siklikla kullanilan doért yontem bulunmaktadir.
Bunlar: Parmak ile rektal muayene (PRM), prostat spesifik antijen (PSA) testi,
transrektal ultrasonografi (TRUS) ve biyopsidir. Prostat kanseri stiphesi olan hastalara
TRUS ile birlikte biyopsi uygulanmasi tani koydurucudur. Prostat biyopsisi taniyi
koymada en kesin metottur (WEB_7).

2.2.4.1. Parmak ile Rektal Muayene (PRM)

Parmak ile rektal muayene, rektumun hemen dnlinde bulunan prostat bezini
hissederek buyukligu ve sertligi hakkinda bilgi sahibi olmak igin yapilmaktadir. Kanser
varliginda prostat bezi serttir. Bu yontem sonrasinda kanserin varligindan emin olmak
icin daha ileri tetkikler yapilmaktadir (WEB_7).

2.2.4.2. Prostat Spesifik Antijen (PSA) Testi

PSA, kallikrein gen ailesinin bir Uyesi olup prostat bezinde Uretilen kanda
bulunan bir proteindir. PSA testi prostat kanseri tanisinda siklikla kullaniimaktadir.
Organa oOzgudur ancak kansere 6zgu degildir ve prostatla ilgili tim durumlarda
yukselebilmektedir. Rektal muayene ile birlikte siklikla kullanilan bir testtir. PSA testi ile
viucutta prostata 6zgu antijenlerin seviyesi dlglilmektedir. PSA testinin sonuglari %100
glvenilir olmamasina ragmen prostat kanseri tanisinda ve seyrinde énemlidir (G6gus
2006).

2.2.4.3. Transrektal Ultrasonografi (TRUS)

Prostat kanseri tanisinda PRM’ye ek olarak transrektal ultrasonografiden de
yararlaniimaktadir. Bu islem ile ultrasonografik dalgalardan yararlanilarak bir aleti
hastanin rektumuna yerlestiriimesi ile prostat buyukligu ve i¢ kesimlerin detayli

gOruntusu alinmaktadir (WEB_7).

2.2.4.4. Biyopsi

Prostat kanseri teshisinin en kesin yolu rektumdan prostat bezi igerisine

uzatilan 6zel igneler yardimi ile yapilan biyopsidir.
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2.2.5. Prostat Kanseri Tedavisi

Gunumuzde prostat kanserinin tedavisi igin alti secenek mevcuttur. Bunlar: aktif
olarak g6zlem altinda tutma, ameliyat, kriyocerrahi, radyasyon terapisi, hormon terapisi
ve agl uygulamasidir (WEB_7). Organla sinirli prostat kanserinde ameliyat (radikal
prostatektomi), radyoterapi ve takip en 6nemli tedavi secenekleridir. Metastatik veya
ilerlemis prostat kanserinde gecici bir etki olusturan hormon baskilama tedavisi
uygulanmaktadir. Erken evrede tani tedavi bakimindan ¢ok énemlidir. Androjen bagimh
timorler baslangicta androjen yoklugunda normal prostat epiteli gibi gerilemektedir.
Cerrahi ya da medikal kastrasyon uygulamasina ragmen timoér blylimeye devam
ediyorsa androjen bagimsiz olarak adlandiriimaktadir (William ve Oh 2000). Androjen
bagimsiz timorler degisik hormonal yaklasimlara yanit verebilirken hormona direngli
dedigimiz timorler degisik hormonal yaklasimlara yanit vermemektedir. Androjen
baskilayici tedaviler yapildiktan sonra ilerleyen prostat kanserlerinde en sik kullanilan
yontem antiandrojenlerin geri ¢ekilmesidir. Bu asamadan sonra ikincil hormonal

tedaviler ve sitotoksik kemoterapiler uygulanmaktadir (Calabro ve Sternberg 2007).

2.2.6. Prostat Kanserinin Derecelendirilmesi

Hastaligin biyolojik ozellikleri kisiden kisiye degismektedir. Bu nedenle de
tedavinin de kisiye 6zel olmasi gerekmektedir. Hastaligin derecelendiriimesi, hem
uygun tedavinin uygulanmasi hem de hastaliin prognozu agisindan énemlidir. Prostat
kanseri derecelendiriimesinde bazi parametreden s6z edilmektedir. Bunlar: Serum PSA

seviyesi, Gleason skorlamasi ve TNM sistemidir (WEB_5).

2.2.6.1. Serum PSA seviyesi

Prostat spesifik antijen (PSA) insan doku kallikrein ailesinden bir glikoprotein
ve bir serin proteazdir. Prostatik doku butiunliglu bozulmasi sonucu prostattan kana
PSA karigmaktadir. Bu nedenle de serum PSA seviyesi yukselmektedir. Bu ylikselme
sadece prostat kanseri durumunda degil diger prostat patolojilerinde ve ¢esitli prostat
degisikliklerinde de go6zlenebilmektedir. Bu nedenle PSA kansere &6zgudur
denilememekte ancak prostat kanseri seyrinde bir parametre olarak kullaniimaktadir.
PSA seviyesi prostat kanseri riski ile iligkilendiriimektedir. PSA’nin 10 ng/ml'den az
oldugu durumda disuk risk, 10-20 ng/ml oldugu durumda orta dereceli risk, 20

ng/ml'den fazla oldugu durumda yuksek dereceli riskten bahsedilmektedir (WEB_5).
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2.2.6.2. Gleason Skorlamasi

Gleason sistemi patolojik orneklerin incelemesini yapan bir sistemdir.
Gleason skorlamasinda, tiumdr biyikligi derecelendirilmekte ve timorin normal doku
ile ne kadar benzerlik gosterdigi saptanmaktadir. Gleason skoru 2'den 4’e kadar olan
tumorler iyi farklilasmis ya da dusuk grade’li olarak kabul edilmektedir. Gleason skoru
5’den 7’e kadar olan tumorler ihman 6zellik gosteren ya da orta gradeli tumor olarak
kabul edilmektedir. Gleason skoru 8'den 10’a olan tiimorler ise yiksek gradeli timorler
olarak ifade edilirler (WEB_5). Gleason derecesi 1 ve 2 olanlar, kii¢guk dizgun sekilli,
araya giren kuglk stromayla iyi sinirh prostat bezleri ile karakterize edilirler (Tanagha
ve McAninch 2009).

2.2.6.3. TNM sistemi

Prostat kanseri icin TNM evreleme sistemi de kullaniimaktadir. Primer timor
siniflandirmasini (T evresi) gdz 6nlne alan klinik evrelendirme sistemi parmakla rektal
muayene ve transrektal ultrasonun (TRUS) sonuglarindan yararlanir. Ancak biyopsi
sonugclarini goz ardi etmektedir. Prostat timorlerinin TNM (TiUmor-Lenf Nodu-Metastaz)

evreleme sistemi asagida 6zetlenmistir (Tablo 2.5).

Tablo 2.5 Prostat kanseri igin TNM evrelendirme sistemi (Tanagha ve McAninch 2009)

Primer Timor (T)

Tx — Degerlendiriliemez

TO — Primer tumorin kaniti yok

Tis — Karsinom in situ (PIN)

T1a — Selim hastalik igin rezeke edilen dokunun < %5’inde kanser var, normal PRM
T1b — Selim hastalik igin rezeke edilen dokunun > %5’inde kanser var, normal PRM
T1c — Sadece yukselmis PSA ile tespit edilmig, normal PRM ve TRUS

T2a — PRM ile palpe edilebilir veya TRUS’la sadece tek tarafta gorulebilen, prostata
sinirli tdmor

T2b — PRM ile palpe edilebilir veya TRUS’la her iki tarafta gorulebilen, prostata sinirli
tumor

T3a — Bir veya her iki tarafta ekstrakapsuler yayilim

T3b — Seminal vezikil tutulumu

T4 — Tumorun dogrudan mesane boynu, sfinkter, rektum, levator kaslari veya pelvik
duvarina yayilr

“Devami Arkada”
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Tablo 2.5 Prostat kanseri igin TNM evrelendirme sistemi
Lenf Nodu (N)

Nx — Degerlendirilemez

NO — Bodlgesel lenf nodu metastazi yok
N1 — Bodlgesel bir lenf dugumu veya digumlerine metastaz
Uzak Metastaz (M)

Mx — Degerlendirilemez

MO — Uzak metastaz yok
M1a — Bélgesel olmayan lenf nodlarinda uzak metastaz
M1b — Kemige metastaz

M1c — Diger alanlara uzak metastaz

2.3. Ferulik Asit

Ferulik asit (FA) sebze ve meyvelerde bol bulunan fenolik bir bilesiktir
(D’Archivio vd 2007). Piring, yulaf, kahve, turuncgiller, elma ve yaban mersininde bol
miktarda bulunmaktadir (Clifford 1999). FA ve diger yapisal olarak iligkili
hidroksisinnamik asitlerin idrar yolu ile atilmadan o6nce karaciger ve bagirsakta
glukuronize edildigi ve silfatlandigi rapor edilmistir (Wong vd 2010). Ferulik asitin genel
Ozellikleri asagidaki tabloda 6zetlenmis ve kimyasal yapisi gosterilmistir (Tablo 2.6)
(Sekil 2.4).

Tablo 2.6 Ferulik asitin genel 6zellikleri (WEB_8)

Kimyasal Formiil C10H1004
_ Kimyasal 4-hidroksi-3-metoksisinnamik asit
Isimlendirme
Alternatif isim- FA
kisaltma
Molekiler Agirhik 194,18 g/mol
Cozunurluk DMSO, Su
Muhafaza +4°C
Calismada % 99
Kullanilan Ferulik
Asit Saflig
Renk Acik Sari

Goriiniim Form: Kati
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Sekil 2.4 Ferulik asitin kimyasal yapisi (WEB_8)

Kanserlerin %30-40’inin dogrudan beslenme aligkanliklari ile iligkili oldugu
tahmin edilmektedir. Daha ¢ok bitkisel gidalarla beslenen kisiler daha disik kansere
yakalanma riskine sahip oldugu disunulmektedir. Fitokimyasallar bakimindan zengin
diyetler ve dusuk kanser oranlari arasinda iligkiyi destekleyen kanitlar artmasina
ragmen, cok az fitokimyasalin bu etkilerden sorumlu biyolojik mekanizmalari
bilinmektedir (Shuman Moss vd 2014).

Birgok fitokimyasalin antitimor etkisi hiicre kilttrG ve hayvan calismalarinda
gOsterilmistir ve gosterilmeye devam etmektedir. Bu ¢alismalar ile birlikte potansiyel
koruyucu terapilerin olusturulmasi icin daha ¢ok ¢alisma ve zaman gerekmektedir. Bitki
polifenolleri karsinogenez, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, inflamasyon ve anjiyogenez
Uzerinde etkisi olan fitokimyasallarin farkl bir grubudur ve antioksidan 6zelligine sahip
oldugu bilinmektedir (Brambilla vd 2008, Calabrese vd 2010). Yesil gaydan saflastirilan
epigallokatesin gallat ve Uzimden saflastirilan resveratrol gibi birgok bilesik kanserin
onlenmesi igin klinik deneylerde kullaniimaktadir (Mancuso vd 2009). Ferulik asit
esterlerinin meme, akciger, kolon, merkezi sinir sistemi ve mide kanseri hicre
hatlarinda hicre c¢ogalmasini  6nemli derecede inhibe ettigi gosterilmistir

(Jayaprakasam vd 2006).

Ferulik asit fenolik hidroksil gruplari ile serbest radikallere karsi proton veya
hidrojen iyonlari saglayarak antioksidan etkisini sergiler (Fazary ve Ju 2007). Ferulik
asit ayni zamanda aktif oksijen veya superoksit dismutaza benzer siperoksitin
toksisitesine kargl da korur. Ferulik asit ve ferulik asit turevlerinin kimyasal olarak
indUklenmis deri kanseri modellerinde timoér olusumunu azalttigr gézlenmigtir (Huang
vd 1988, Asanoma vd 1994, Murakami vd 2000, Murakami vd 2000, Burns vd 2013).
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Hidroksisinamat ailesinin Uyesi olan ferulik asit diyabet, osteoartrit, alzheimer, kalp
damar hastaliklari ve kansere kargi faydal etkiler saglayabilmektedir (Li vd 2011).
Ferulik asit cogu bitkide yaygin olarak bulunmakta ve tahil kepegi, toptan tahil gidalar,
turuncggiller, muz, portakal suyu, kahve, patlican, pancar ve lahana gibi gidalarin
biyoaktif iceriklerini olugturmaktadir. Tahil, sebze, meyve, kahve ve meyve suyu gibi
gun igerisinde tiketilen gidalarla FA alinimi gunlik 150-250 mg’a ulasabilmektedir
(Zhao ve Moghadasian 2008). FA Cin’de kardiyovaskiler ve serebrovaskiler
hastaliklarin tedavisi icin kullaniimaktadir (Wang ve Ou-Yang 2005). FA’nin anti-
enflamatuar (Sakai vd 1999) ve antioksidan (Graf 1992) gibi farmakolojik aktivitelere
sahip oldugu ileri sirtlmistir. in-vivo calismalarda beta-amiloid peptid toksisitesine
karsi koruyucu etkiye sahip oldugu ve hem fertii hem de infertil erkeklerde sperm
hareketliligini ve canliligini gelistirdigi gosterilmistir (Zheng ve Zhan 1996). Birgok
sebze ve meyve de bulanan FA diyabet ve kanser gibi bircok insan hastaliklarinda
genis terapétik etkiye sahiptir (Lin vd 2010). Sodyum ferulatinda insan ve hayvan
calismalarinda antitrombotik ve antioksidan aktiviteleri gosterilmistir (Wang ve Ou-Yang
2005). FA, Angelica sinensis gibi Cin bitkileri ve kirmizi tzim gibi bazi meyvelerden
elde edilen yaygin dogal bilesikler ailesi olan bir polifenoldir (Manach vd 2005). FA’nin
da iginde bulundugu bir ¢ok polifenolin meme kanseri hlcre hatlarinda timor
baskilayici ve ayrica antioksidan aktiviteye sahip oldugunu dastndiren kanitlar vardir
(Keyhanian ve Stahl-Biskup 2007, Menendez vd 2008). Rec¢inemsi bir kovan arunu
olan Polish propolis’in pinobanksan, krisin, methoxyflavanone, p-kumarik asit, ferulik
asit, kafeik asit ve bunlarin tirevleri olan fenolik bilesikler bakimindan zengin oldugu
gosterilmistir. Ayrica propolis’in tim kanser dénleyici ve antitimor ézelliklerine fenolik
bilegiklerin katki sagladigi bildirilmistir (Szliszka vd 2011, Szliszka ve Krol 2011,
Szliszka vd 2013). FA, reaktif oksijen turlerini uzaklastirarak ya da hicre déngusu
Uzerine etki ederek kanser gelisimini engellemektedir. Ayrica 6zellikle Bel-XL ve BCL2
gibi antiapoptotik proteinleri engelleyerek antiproliferatif ve antimetastatik etki
gOstermektedir (Manson vd 1997, Karthikeyan vd 2011). Ferulik asit ve tlrevlerinin

tedavi edici etkilerinin ana etki mekanizmalari tabloda 6zetlenmistir (Tablo 2.7).
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Tablo 2.7 Ferulik asit ve tlrevlerinin tedavi edici etkilerinin ana etki mekanizmalarinin

Ozeti (Mancuso ve Santangelo 2014)

Hastaliklar

Etki Mekanizmalan

Alzheimer Hastahigi

INo6roenflamasyon (|IL-18)
|Apoptoz(| kaspaz aktivasyonu)

| B-sekretaz aktivitesi

1 Sitoprotektif sistemler (ERK1/2, Akt)
tAntioksidan enzimler (HO-1, Hsp70)

Kanser

1Sentromer birlesmesi (tRABGAP1,CRP2)
tAntioksidan enzimler (1SOD, CAT)

tHucre déngusunun baskilanmasi (1SMC1L1,
|CCNA2, CCNB1, MYC, ODC1)

JCOX-2 aktivitesi

Kardiyovaskiiler Hastaliklar

|Hipertansiyon (|anjiotensin I, 1{NO sentezi,|
suiperoksit anyonu)

1Sol ventrikil performansi

|Potasyum kanallarini ve beta
adrenoseptorleri

1Bdbrek fonksiyonlari

1Serum lipidleri

Diyabet

INF-kB

tPlazma insulini

| Glisemi (1glikojen sentezi,tglukokinaz)
|Maltaz ve slkraz Aktiviteleri

|Aldoz redlktaz aktivitesi

I|TGF-B

tMetformin ve THD’nin tedavi edici etkileri

Bitki fitokimyasallarinin kanser, kardiyovaskuler hastaliklar, enfeksiyon ve

inflamasyon gibi bir takim hastaliklar Uzerinde Onleyici etkisinin oldugu bir ¢ok

¢alismada rapor edilmistir. Bazi in vitro ¢alismalar gallik asit (Lu vd 2010), kafein
(Kawano vd 2012), vanilik asit (Erdem vd 2012) ve ferulik asit (Karthikeyan vd 2011)

gibi fitokimyasallarin bazi hlcre hatlarinda sitotoksik etki gdsterdigini bildirmigtir.

Gulnumuzde dogal Urlnlerden elde edilen ¢ogu sitotoksik ajan yeni antikanser ilaglarin

kesfi igin arastiriimaktadir.
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2.4. Hiicre Dongisii

Bollinebilme yetenegine sahip hicreler ekstraselller sinyaller ve blyime
faktorleri tarafindan uyarildiklarinda buUytyebilmekte ve bélinebilmektedirler. Cok
hicreli organizmalarda 6lu ve hasarli dokunun yenilenmesinde hiicre bélinmesi ¢ok
onemlidir. Hucrelerin bliylime ve farklilagsmasinin dizenlenmesi gerekmektedir; aksi
takdirde, organlarin ve dokularin bitinligld uygun olmayan hicre tipleri ve hicre
miktarlari tarafindan bozulabilmektedir. Hlicre cogalmasinda normal diizenleme, hiicre
dongusu asamalarini, hiicre élumlerinin programlanmasini ve asiri blyime sinyallerine
karsi hucrelerin cevaplarini kontrol eden ¢ok sayida gen tarafindan kontrol
edilmektedir. Kanserli hdcrelerde bu genler mutasyona ugramistir ve kontrol
edilemeyen hicre gogalmasina neden olmaktadirlar. Bir hiicre bélinmesinden diger bir
bélinmeye kadar blylime ve bdlinme seklinde meydana gelen hicresel faaliyetlere
hicre déngusi denir. Hicre dénglsinde bir hicrenin olusmasindan hicrenin tekrar
bélinmesine kadar gegen sureg, yani mitotik bélinmeler arasindaki slre¢ interfaz
asamasidir. interfaz evresi genetik materyalin replike edildigi sentez evresi (S), sentez
evresinden onceki evre (G1) ve sonraki evre (G2) olmak uzere 3’e ayriimaktadir. G1
evresinde yapisal proteinler, RNA ve hlcre elemanlari (mitokondri, lizozomlar,
ribozomlar, vs) sentezlenerek 2 katina ¢ikar. G1 evresinin sonuna dogru S evresine
hazirlik olarak DNA replikasyonu igin gerekli olan enzimlerin sentezi yapilir. Bu enzim
uretimi de hicreyi sentez evresine girmesi i¢in tesvik eder. G1’i hiicrenin kromozomal
DNA’sinin kopyalandigi S fazi izler. Hicre DNA replikasyonunu tamamladiktan sonra
G2 evresine girer. G2 evresi hicrenin bélinmeden énce yogun protein sentezi yaptigi
son basamaktir. Bolunmeye hazirlik olarak hucre mikrotibll organizasyon
merkezinden ig ipliklerini olusturacak mikrofilamentler meydana gelir. Hicre G2
evresinden sonra M evresine girer ve g¢ogalmis olan kromozomlar yogunlastirilir,
kardes kromozomlar zit kutuplara ayrilir ve hicre ikiye bolindr. M evresi sonunda
hicre donglistu tamamlanmis olur (Klug vd 2009, Kasap vd 2010). Genel olarak,
hicreler bir bélinme sinyali almadiklari stirece hiicre déngusunin aktif (G1, G2, S ve
M) fazlarina girmezler ve dinlenme fazi denilen GO fazinda beklerler. G1 ve G2
kisaltmalari “gap” (ara, bogsluk) s6zcugunden dolayi kullanilmaktadir. S fazina da bu
fazda DNA sentezlendidi icin S fazi denilmistir. M asamasinda mitoz gergeklestidi icin
M asamasi olarak adlandiriimistir. GO fazindaki hicreler hiicre donglsu iginde yer
almayan hucrelerin bulundugu fazdir. Hucreler bu fazda bélinme uyarisi aldiklarinda
G1 fazina girer ve déongunun ilk fazina girmis olurlar (Sekil 2.5) (Cooper ve Hausman
2006).
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Sekil 2.5 Hicre donglsunin buyume faktorleriyle dizenlenmesi (Cooper ve Hausman
2006)

2.4.1. Siklin ve Siklin Bagimh Kinaz Aileleri

Siklinler hiicre donglsunin cesitli fazlarini aktive eden spesifik proteinler
olarak bilinmektedir. Siklinler hiicre déngusu sirasinda uygun olan fazda sentezlenir ve
gorevini tamamladiginda yikilmaktadirlar. Siklin bagimli kinazlar sadece siklinlere bagh
olduklari durumda aktive olan hicre donglsunin dizenlenmesinde énemli rollere
sahip proteinlerdir (Esposito vd 2004). Siklinler spesifik siklin bagimli kinaz olan tirozin
kinazlarla  kompleks  olusturmakta, onlarn  aktiflestirmekte ve  etkilerini

dizenlemektedirler (Lowitz ve Casciato 2007).

Hucre dongusu siklinler, siklin-bagimli serin/treonin protein kinazlar ve siklin-
bagimli kinaz inhibitérleri tarafindan dizenlenir. Siklinler (Cyc), siklin bagimh kinazlar
(Cdk) ve siklin bagiml kinaz inhibitorlerinin (CKI) duzeyleri hiicre dongusinidn cesitli

asamalarinda farkhdir.

Siklinler bir taraftan sentezlenip bir taraftan da yikildiklari i¢in siklinler olarak
adlandiriimaktadirlar. G1’den S’ye gegis, CycD ile baglanan Cdk4 ve Cdk6, CycE ile
baglanan Cdk2 tarafindan duzenlenmektedir. G1 de restriksiyon noktasindan gegiste
Cdk6’nin D tipi siklinlerle (Cyc D1, D2 ve D3) olusturdugu kompleksler kritik bir role
sahiptir. G1’in ilerleyen evresinde siklin E eksprese edilr ve Cdk2 ile kompleks
olusturur. Bu da G1’den S’ye gegis ve DNA sentezinin baslamasi icin gereklidir. S
evresinde slrecin ilerlemesi igin Cdk2'nin siklin A ile kompleks olusturmasi
gerekmektedir. G2'den Mye gecis icin Cdc2 (Cdkl) siklin B ile kompleks
olusturmaktadir (Sekil 2.6). Cdk’larin fosforillenmesi ile dizenlenmesinin yani sira

aktiviteleri, inhibitér proteinlerinin (Cdk inhibitorleri veya CKI olarak adlandirilir)
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Cdk/Siklin komplekslerine baglanmasi ile de kontrol edilebilmektedir. Memeli
hicrelerinde Cip/Kip ve INK4 olmak Uzere iki Cdk inhibitér ailesi Cdk/siklin
komplekslerini dizenler (Cooper ve Hausman 2006).

CdCZ/CyCB
Cdk4, 6/CycD
Restriksiyon
/ noktasi
Cdk2/CycA Cde/Cch

Sekil 2.6 Siklin ve siklin-bagimli kinaz kompleksleri (Cooper ve Hausman 2006)

2.4.2. Hiicre Dongiisiiniin Kontrolii

Hucrelerin bolinmek igin donguye girmeleri ¢gevreden gelen dis sinyallere ve
ic sinyallere baghdir. Buylime faktoérleri ile uyarilan hiicrede donginin degisik evreleri
arasinda bir iliski gereklidir. Bu iligkinin saglanmasi i¢in kontrol noktalarina gereksinim
vardir. Hicre dongusunde evreler arasindaki iliskiyi saglayan dnemli kontrol noktalari
vardir. Onceki olaylarda hata varsa bu noktalarda dur isareti verilir ve déngi
sonlandirilir (Sekil 2.7). Bu sekilde hasarli kromozomlarin replike olmasi ve yavru

hiicrelere gegmesi engellenmis olur (Kasap vd 2010).

Kopya alanmam s
o

DUR

Hasarl - Hasarh

DNA DNA

Sekil 2.7 Hicre dénglsu kontrol noktalari (Cooper ve Hausman 2006)
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2.4.2.1. G1 Kontrol Noktasi

G1 kontrol noktasi hiicre donglsunin G1 evresinden S evresine gegisini
kontrol etmektedir. Uygun biylime faktorleri varliginda yeterli besin varsa ve hiicre
yeteri kadar da blyumusse hiicre G1 evresini tamamlayarak S evresine gecer. Hiicre
bu kosullari saglayamadigi durumda GO evresine girer. Hatta bazi arastirmacilar G1
evresindeki kontrolln iki ayri noktada yapildigini savunmaktadirlar. Oncelikle hiicrenin
fizyolojik durumu ile cevresel etkilerin kontrol edildigi bir nokta, bir de DNA hasarlarinin
kontrol edildigi noktadan bahsedilmektedir. Hicre DNA’sinda hasar oldugu durumlarda
hasarin giderilmesi igin déngld G1 evresinde durdurulur. Memeli hicrelerinde G1
noktasinda durma p53 timor baskilayici genin proteini ile saglanir. DNA hasari arttik¢a
p53 proteinin miktar artar ve hicre déngusinin G1 kontrol noktasinda durmasini
saglar. Yapilan bir seri galismalar sonucunda da insan kanserlerinin gogunda p53
geninin mutasyona ugradigi saptanmistir. P53 geni mutasyona ugradiginda kusurlu
DNA oldugu durumlarda bu farkediimez ve G1 de bekletiimez, bdylece kusurlu DNA
tamir edilmeden S evresine gecer ve kusurlu gen yavru hcrelere aktariimis olur.
Hasarli DNA’nin yeni hilcrelere aktariimasi yeni mutasyonlara da zemin hazirlar
(Kasap vd 2010). p53 CDKN1A (p21)i uyararak ve ardindan trankripsiyonel olarak
DNA onarim enzimlerini aktive ederek DNA hasarina karsi hlcre dongusind
durdurmaktadir. Tim timodrlerin yaklasik %50’sinde p53 geninin mutasyona ugradigi

rapor edilmistir (Harry vd 1997).

2.4.2.2. G2 Kontrol Noktasi

G2 kontrol noktasinda replike olmamis DNA ve hasarli olan DNA varliginda
dongu durdurulmaktadir. Hicre disi sinyallere yanit veren G1 kontrol noktasindan farkh
olarak G2 kontrol noktasi sadece DNA hasarina yanit vermektedir. G2 kontrol noktasi
DNA kusursuz sekilde replike olmadan M fazina gegisi dnlemektedir. DNA kusursuz
sekilde replike olmadigi durumda hiicre G2 de bekletiimektedir. Bekleme durumunda
replikasyon tamamlanir ve hatali DNA’ nin tamiri saglanirsa baski kalkar ve dongu

devam eder (Kasap vd 2010).

2.4.2.3. M Kontrol Noktasi

Mitoz sonuna dogru gérulen bu kontrol noktasinda ig ipliklerinin olusmasina
hem de ig ipliklerinin sentromere tutunan Kkinetekorlar ile baglanmasi konrol
edilmektedir. i§ ipliklikleri uygun bir sekilde bigimlendirimemis ya da kromozomlar i

ipliklerine dogru baglanmamis ise bolinme durdurulur. Kromozomlarin ogul hucrelere
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eksiksiz olarak gecmesi bu noktada kontrol edilmektedir (Klug vd 2009, Kasap vd
2010).

2.4.3. Hiicre Dongiisii inhibitorleri

2.4.3.1. CDK Inhibitorleri (CKI)

CDK inhibitérleri hicre déngusinin negatif dizenleyicileridir ve 1993-1995
yillarinda tanimlanmiglardir. Hicre dongusunun negatif kontrolinden sorumludurlar ve
CDK’larin hicre dénguslindeki islevlerini dlizenlemektedirler (Tsihlias vd 1999, Zieske
2000). CDK inhibitorleri DNA hasari, hicre-hicre temasi, sitokin salinimi, hipoksi gibi
cesitli sinyallere cevap olarak birikmektedirler. Memeli hicrelerinde iki CDK inhibitor
ailesi, farkli CDK/Siklin komplekslerinin dizenlenmesinde rol oynayan INK4/ARF ve

Cip/ Kip aileleridir (Cooper ve Hausman 2006).
2.4.3.1.1. INK4/ ARF Ailesi

CDKN2A (p16), CDKN2B(p15), CDKN2C (p18) ve CDKN2D (p19) INK4/ARF
ailesinin Uyelerini olugturmakta ve CDK inhibitorleri olarak tanimlanmaktadirlar.
INK4/ARF ailesi siklin D-Cdk4/6 kompleksinin fosforilasyonunu engellemektedir. Bu
ailenin Uyeleri Cdk4 ve Cdk6’ya baglanarak G1’deki restriksiyon noktasindan gegise
engel olmaktadir (Sekil 2.8) (Donovan ve Slingerland 2000).

2.4.3.1.2. Cip/Kip (CDK inhibitér Protein / Kinaz inhibitdr Protein) Ailesi

CDKNI1A (p21Cipl), CDKN1B (p27Kipl) ve CDKN1C (p57Kip2), Cip/Kip
ailesinin Uyelerilerini olusturmakta ve CDK inhibitérleri olarak tanimlanmaktadirlar.
Siklin A/CDK2 ve siklin E/CDK2 komplekslerine baglanarak G1/S kontrol noktasinda
anahtar rol oynayan RB geninin fosforilasyonunu engeller ve hiicre déngusinin
durmasini kontrol etmektedirler. Bu ailenin tyeleri CDK aktivitesini dizenlemekte ve
hiicre dongusu baskilanmasini uyarmaktadir (Sekil 2.8) (Zieske 2000). Cip/Kip ailesinin
Uyeleri CDK2, 4 ve 6'nin siklin A, D ve E ile yaptiklari komplekslere baglanarak hucre
déngusu boyunca ilerlemeyi denetlemektedirler. CKlI'larin Cip/Kip ailesi hucre
déngusunun farkli evrelerinde hem aktivatéor hem de inhibitér olarak rol
oynamaktadirlar. Cip/Kip ailesi Uyeleri CDK2/siklin A ve CDK2/siklin E komplekslerini

baskilamaktadirlar (Cooper ve Hausman 2006).
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Sekil 2.8 INK4 ve Cip/Kip aileleri (Donovan ve Slingerland 2000)

2.5. Apoptoz

ik olarak Kerr ve arkadaslari tarafindan tanimlanan apoptoz ya da programli
hicre éluma fizyolojik nedenlerden kaynaklanan hicre 6lumanad ifade etmektedir (Kerr
vd 1972). Hucrenin kendisi tarafindan programlanmig bir mekanizma ile hiicre 6lumunu
kontrol eden aktif bir stregtir. Apoptoz ayrica bitin ¢ok hicreli organizmalarda,
gelismede ve homeostazin surdurilmesinde 6nemli role sahiptir. Kanser gelisimine
neden olan mutasyona ugramigs DNA’nin bulundugu htcrelerin apoptoz ile 6lmesi
oldukca 6nemlidir. Apoptoz gen urunleri ilerleyen bilim ile birlikte tani ve tedavi icin
potansiyel hedef olmuslardir ve yeni tedavi bigimlerinin gelistirilmesi icin umut vericidir.
Gok hucreli organizmalarda genetik hasarin onarilamadigi durumda hasarin ortadan
kaldiriimasi apoptoz araciligi ile gerceklesmektedir. Apoptozun gerceklesmesi genetik

hasarin yayilmasi ve timor olusumunu 6nlemektedir (Gines 2014).

Apoptotik slregte kromatin kondenzasyonu, desmozomal baglanti yikimi,
hiicre ylzeyi spesifik yapi taslari kaybi ve diger hicrelerle baglanti 6zelliginin kaybi

onemli rol oynamaktadir (Igney vd 2002, McKnight vd 2005).

Omurgalilarda apoptotik yolakta etkili olan proteinler kaspazlar olarak
adlandiriimakta ve katalitik bolgelerinde sistein (c) rezidusu tagidiklari, hedef proteinleri
C-uclarinda bulunan aspartat’dan (asp) kestikleri ve enzim (ase) gorevi yaptiklari igin
kaspaz (caspase) olarak adlandiriimiglardir (Giines 2014). insan hiicrelerinde ¢ok
sayida kaspaz tanimlanmigtir ve bu proteinler normal kosullarda hicrenin

sitoplazmasinda inaktif proenzim formunda bulunmaktadirlar. Bu inaktif proenzim
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formunda kaspazlara prokaspaz denilmektedir. Hicreye olim uyarisi geldiginde
proteolitik bir islem ile prokaspazlar aktif kaspazlara déntismektedir. Aktif kaspaz formu
olustuktan yaklasik bir saat icinde apoptoz gergeklesmektedir (Shibue ve Taniguchi
2006).

Kaspazlar 3 spesifik gruba ayrilmaktadir. Grup 1 kaspazlar (Kaspaz-1, 4, 5,
13) sitokinlerin maturasyonuna aracilik etmektedirler. Grup 2 kaspazlarda (Kaspaz-2,
3, 7) apoptozun asal efektoérleri olarak bilinmektedirler. Grup 3 kaspazlar (Kaspaz-6, 8,
9, 10) grup 2 kaspazlarin aktivasyonunda goérev almaktadir. Granzim-B de kaspazlara
ek olarak bagka bir proteazdir ve kaspaz aktivasyonunda gérev alarak ya da
kaspazlarin yerine fonksiyon gdstererek apoptotik strece katkida bulunmaktadir (Bok

ve Small 2002). Hicre olumu ile ilgili mekanizmalar Sekil 2.9°’da verilmistir:

2.5.1. Mitokondri/ Sitokrom C Aracili Hiicre Oliimii (intrinsik Yolak)

Bu hicre 6lum yolag! disaridan gelen uyartilara (FAS, TNF) duyarh degildir.
DNA hasari ve oksidatif stres gibi hlcre icinden gelen uyarti, apoptozun intrinsik
yolagini mitokondrinin dis membranina etki eden BCL2 ailesi proteinleri araciligiyla
indUklemektedir (Schultz ve Harrington 2003).

BCL2 transmembran bir bolgeye sahiptir ve mitokodri dis zari, nukleus zari
ve endoplazmik retikulum zarinda yer almaktadir. BCL2 her ne kadar apoptozu
baskiliyor ise de bu protein ile iligkili bazi diger proteinler apoptozu desteklemektedir.
Bu proteinlerden biri de Bax’tir. Saglkli hucrelerde mitokodrinin zarlar arasinda yer
alan sitokrom c’nin sitozole ge¢mesi apoptozu baslatmaktadir. Anti-apoptotik olan
BCL2 sitokrom c’nin sitozole gegisini engellerken pro-apoptotik olan Bax, sitokrom ¢ nin
sitozole gegisine katkida bulunmaktadir. Sitokrom ¢, APAF-1 (Apoptotik proteaz aktive
edici faktér 1)a baglanir (Gunes 2014). Sitokrom c¢, APAF-1 ve prokaspaz-9
apoptozomu olusturur. Prokaspaz-9 apoptozom iginde aktif formuna doénlsur ve
kaspaz-9, bu yolagin baslangi¢c kaspazidir. Kaspaz-9, kaspaz-3, kaspaz-6, kaspaz-7
olmak Uzere diger 3 kaspazi aktive ederek apoptotik sureci tetikler (Igney vd 2002,
McKnight vd 2005) (Sekil 2.9).

2.5.2. Oliim Sinyalleri Aracihigi ile Hiicre Oliimii (Ekstrinsik Yolak)

Hicre o6limi, yasam sinyalleri yoklugunda ortaya cikiyorsa da, o6lum
sinyalleri varliginda da ortaya ¢ikmaktadir. FAS ligand gibi bir 6lim faktéri ve ya timor

nekroz faktéri (TNF) sirasi ile FAS reseptdrli ve TNF reseptdri gibi transmembran
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Olim reseptdri tarafindan kabul edilir. FAS ligand komsu hicrelerin plazma
membranina baghdir. Ligand &lim reseptorlerine baglandigi zaman vyapisal bir
degisiklik meydana gelir ve birkag reseptor bir araya gelir, oligomerizasyon gerceklesir.
Bdylelikle hiucre disindan gelen molekillerin baglanmasiyla kaspaz-8'i aktive eden
sinyaller yayilir (Khosravi-Far ve Esposti 2004). Baslatici kaspaz olarak goérev alan
kaspaz-8 diger kaspazlari (kaspaz-3, 6, 7) aktive eder ve apoptoz gerceklesir (Sekil
2.9).

Apo2L/TRAIL Bilyiime faktorii

Kemoterapi reseptorleri

Ekstrinsik 7 DR4/DRS 5 < Radyoterapi Y
yolak ' iy
NA hasaﬂ l l

= I
DISC p>5 Y

=t L p|— rr, l

Hg %M, R
[ Bel-2, Bel-XL, Mcl-1
Prokaspaz 8,10 l

(Bid) ——> [Bax, Bal € (B2

/’Intrmsﬂ(
yolak Mitokondri \

Kaspaz 8,10
Sitokrom ¢ Smac/DIABLO
Apoptozom Apaf-] _L
Kaspaz 9 '
l IAP
R 578
L9110 /
Kaspaz 3.6.7
Apoptozis

Sekil 2.9 Apoptotik sinyal iletim yolaklarinin basamaklari (Ashkenazi 2008)

2.6. Hiicre Hatlan

Hicre hatlari, laboratuar galismalarinda ve in vitro kanser arastirmalarinda
model olarak siklikla kullaniimaktadir. Hucre hatti kullaniminin bir takim avantajlari

bulunmaktadir. Muamele edilmeleri kolaydir ve sinirli kosullarda bile limitsiz Greyebilme
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yetenegindedirler. Ayrica, yuksek derecede homojenite gdsterirler ve donmus
stoklardan kolaylikla kullanilir hale getirilebilirler. Ancak, bir takim dezavantajlari da
bulunmaktadir. Hucre hatlar sirekli kualtirde genotipik ve fenotipik sapmalara
egilimlidirler. Ayrica, alt kultarler olusabilir ve zaman igerisinde populasyonda bulunan
daha hizli baylyen ve Ozellikli klonlarin segimiyle fenotipik degisikliklere neden

olabilirler. Bu ¢alismada kullanilan hiicre hatlarinin 6zellikleri tablo 2.8'de gosterilmistir.

Tablo 2.8 PC-3 ve LNCaP hucre hatlarinin 6zellikleri (WEB_9) (WEB_10)

PC-3 Hiicre Hatti LNCaP Hiicre Hatti

Organizma Homo sapiens (insan) Homo sapiens (insan)

Doku Prostat; kemik metaztazindan Prostat; sol supraklavikiiler lenf
elde edilmis nodu metaztazindan elde

edilmis

Morfoloji Epitelyal Epitelyal

Kiiltiir Ozellikleri Yapisarak Ureyen Yapisarak Ureyen

Hastalik Evre-4, adenokarsinom Karsinom

Yas 62 yas 50 yas

Cinsiyet Erkek Erkek

Etnik Koken Kafkas Kafkas

Saklama Kosullar Sivi Azot Sivi Azot

2.7. Hipotez

GunUumuzde sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen olabilecegini
ortaya koyan caligmalarla birlikte dogal antioksidan kaynagdi olan meyve, sebze,
baharat ve bitkisel gaylara olan ilgi artmistir. Calismada da piring, yulaf, kahve,
turuncggiller, elma ve yabanmersini basta olmak Uzere sebze ve meyvelerde bol
bulunan fenolik bir bilesik olan ferulik asit kullanilmigtir. Fenolik bilesikler zararli
oksidatif sureglerin inhibitérleri ve potansiyel antioksidanlari olarak tanimlanmaktadir.
Literatlr taramasi yapildiginda ferulik asitin hem in vivo hem de in vitro galismalarla
serbest radikalleri uzaklastirma ve sitoprotektif enzimleri uyarma gibi etkilerinden dolayi
kanser terapisinde rol oynayabilecegdi disunulmustir. Bu nedenle ferulik asitin prostat
kanseri terapisinde onemli olabileceg@i ve bu etkinin hicre dongusi ve apoptoz genleri

Uzerinden etki gosterebilecegi hipotezi ile yola ¢ikilmigtir. Prostat kanseri Uzerine etkisi
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ayrica invazyon ve koloni olugturma yetenekleri ile de ilgili olabilecegi dusuncesi ile

invazyon ve koloni olusturma kapasitelerinin degerlendiriimesi planlanmistir.
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Bu calismada insan androjen bagimsiz PC-3 ve androjen bagimli LNCaP

prostat kanseri model hicre hatlari stoklarinda hatlarinda ferulik asitin etkilerinin

arastiriimasi  hedeflenmistir.

Bu kapsamda ferulik asitin etkilerinin hicresel ve

molekiler yontemlerle analiz edilmesi planlanmistir.

3.1. Hucre Kulturi ve Molekiiler Caligsmalarda Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Tablo 3.1 Kullanilan cihazlar ve malzemeler

Cihaz/Malzeme Marka
Otomatik mikropipetler (10, 20, 100, 200, Biohit
1000 pl’lik)

CO2’li inkiibator Nuaire
Biological Safety Nuaire
Cabinets Class Il Laminar Flow

Isik Mikroskobu Olympus
inverted Mikroskop Olympus
Floresan Mikroskobu Olympus
Steril kiltir kaplan (Petri) (100x20mm) Greiner
96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabi Greiner

Matrigel Invasion Chamber

Hassas Terazi

Nanodrop Spectrophotometer ND-1000
Santrifiij

Mikro Santrifiij

Sogutmali Santrifiij

Yatay Elektroforez Seti

Dikey Elektroforez Seti

BD Biosciences
Denver Instrument
Thermo

Hettich Zentrifugen
Hettich Zentrifugen
Hettich Zentrifugen
BioRad

Wealtec

“Devami Arkada”



Tablo 3.1 Kullanilan cihazlar ve malzemeler

Cihaz/Malzeme

Marka

RT- PZR

Jel goriintiileme sistemi
-20 Derin Dondurucu
No Frost Buzdolabi

Ph metre

Isitmali Manyetik Karistirici
Vorteks

Gii¢ Kaynagi
Mikrodalga Firin

Hiicre Sayici

-85°C Dondurucu

Applied Biosystems StepOnePlus
DNR Bio-Imaging System

BEKO

BEKO

Metler Toledo MP 220

IKA RH basic 2

IKA Yellow Line

BioRad

BEKO MD1500

Nexcellom

Nuaire

Tablo 3.2 Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

Kimyasal/sarf Marka
Tween-20 BioShop
Skim Milk BioShop
Magnesium Choloride BioShop
2-Mercaptoetanol Merck
Bromfenol Mavisi BioShop
Dietanolamin BioShop
BCIP BioShop
Fenazin metosiilfat Sigma
Nitro Blue Tetrazolium (NBT) BioShop
Tris BioShop
Hidroklorik asit (HCI) Sigma
Akrilamid Sigma
Amonyum persulfat Sigma
Coomassie Pirlanta Mavisi BioShop
Asetik Asit Merck
N,N-Metilenbisakrilamid Sigma

“Devami Arkada”

34
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Tablo 3.2 Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

Kimyasal/sarf Marka

Glisin Bioshop

Ferulik asit Sigma
Transcriptor First Strand cDNA Roche Diagnostics

Synthesis Kit

XTT Reagent-Cell Proliferation Kit Biological Industries
In Situ Cell Detection Kit Roche

SYBR Green gPCR Master Mix Thermo Scientific
Trizol Ambion

Fotal Sigir Serumu (Sicaklik ile inaktive  Biological Industries

edilmisg)

Penisilin/Streptomisin Biological Industries
RPMI-1640 Medyum Biological Industries
DNAaz/RNAse free su Invitrogen

Tripan Mavisi Boyasi (%0,5 (w/v) Santa Cruz
fizyolojik tuz iginde)

PBS Biological Industries
Dimetil siilfoksit (DMSO) Roche
96-Kuyucuklu PCR Array Plate Qiagen

Hoechst Sigma

3.2. Ferulik Asit

Calismada kullaniimis olan ferulik asit ticari olarak satin alinmistir (Katalog
no: 128708 SIGMA). C;3H;504 kimyasal formuline ve 194,18 g/mol molekul agirhgina

sahiptir. Kati formda bulunan ferulik asit +4°C saklama kosullarinda muhafaza

edilmigtir.

4-hidroksi-3-metoksisinnamik asit acik kimyasal formuline sahip ferulik asit
RPMI-1640 besiyeri icinde ¢ozulerek stok solisyon olarak hazirlanmistir. Hazirlanan

bu stoktan uygun seyreltmeler yapilarak ¢alisma konsantrasyonlari elde edilmigtir.

3.3. Prostat Kanseri Model Hiicre Hatlarinin Olusturulmasi

Calismamizda androjen bagimsiz PC3 (ATCC® CRL-1435™) ve androjen
bagimli LNCaP (ATCC® CRL-1740™) insan prostat kanseri hiicre hatlari stoklarimizda

mevcut olup stoklarimizdan kullaniimigtir (Sekil 3.1). PC-3 ve LNCaP hucrelerinin
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cogalmalarini saglamak igin %10 foétal sigir serum (FBS), %1 L-glutamin, 100 1U/ml
penisilin ve 10 mg/ml streptomisin igceren RPMI-1640 besiyeri kullaniimistir. Hicrelerin
proliferasyonu, pasajlanmalari ve takip islemleri inverted mikroskop ile izlenmis ve
hicreler kendileri igin uygun kultir ortami olan 37°C’de %95 nem ve %5 CO,'li etiivde
inkiibe edilmiglerdir. Hlcrelerin yasayabilmeleri, blylyebilmeleri ve Ureyebilmeleri igin

in vitro kosullarin uygun olmasi ve bulunduklari ortamlarin gerekli maddeleri icermeleri

gerekmektedir.

Sekil 3.1 Calhigmada kullanilan PC-3 (sol) ve LNCaP (sag) hucre hatlarinin genel
gOruntusu (10X)

3.3.1. Hiicre Hatlarinin Dondurulmasi

1- Petrilerde ylzeye yapisarak (monolayer) uremis olan hicreler tripsin ile muamele
edilmis, yapistiklari yizeyden kaldiriimasi saglanmis ve 1500 rpm’de 4 dakika santrif(j

sonrasi her bir santrifuj tupu igin 1,5 ml'lik kriyotlpler hazirlanmigtir.

2- 911 oraninda besiyeri-DMSO (Dimetil sulfoksit) karigimindan olusan ortam

hazirlanmistir.

3- Tiplerde bulunan slpernatant kisim uzaklastirildiktan sonra hicreler Gzerine

hazirlanan besiyeri-DMSO karisimi eklenerek kriyottplere alinmistir.

4- Hazirlanan kriyotupler -85°C’ye kaldiriimigtir.

3.3.2. Dondurulmus Hiicre Hatlarinin Coézdiiriilmesi

1- Derin dondurucuda (-85°C) kriyotlpler igerisinde bulunan %10 DMSO ile

dondurulmus hiicre hatlari 37°C’ye alinmistir.
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2- DMSO’nun hicre canliligi tzerinde negatif etkisi bulunmaktadir. Bu etkiyi azaltmak
amaciyla kriyotlp icerisine hizli bir sekilde besiyeri ilave edilmigtir. Pastor pipeti
yardimiyla karigtirilarak htcreler 15 ml'lik santrifij tipa igerisine alinmistir.

3- Santrufij tapa icerisine yaklasik 10 ml daha besiyeri ilave edilerek 1500 rpm’ de 4

dakika santrifuj edilmistir.

4- Santrifij sonrasi supernatant uzaklastiriimistir ve hiicrelerin Gzerine 8 ml besiyeri

eklenerek petrilere alinmistir.

5- Petriler, 37°C’deki %95 nem ve %5 CO, igeren etlive konulmustur.

6- Hicreler bitln petri ylzeyini kaplayana kadar 2 glinde bir besiyeri degistirilmistir ve

petri yuzeyi doldugunda hucrelerin canliigini korumak ve devamlihgini saglamak

amaclyla pasaj yapilmistir.

3.3.3. Hucre Hatlarinin Pasajlanmasi

PC-3 ve LNCaP hicrelerinin ¢ogaltiimasi ve pasajlanmasinda izlenen

basamaklar asagida 6zetlenmigtir:

1- RPMI-1640 besiyeri ile treyen PC-3 ve LNCaP hdcreleri, icerisinde 8 ml besiyeri
bulunan petrilere ekilmistir. 37°C’de ve %95 nem, % 5 CO,li etliivde iki giine bir
ortamlari degistirilerek ¢ogaltiimistir.

2- Calismada kullanilan hdcreler yapisarak Ureyen huicreler olduklari i¢in hicrelerin
pasajlanma oncesinde yapistiklari yizeyden kaldirilmalari gerekmektedir. Bu nedenle

petrilerde bulunan ortam c¢ekilip hiicreler PBS ile bir kez yikanmistir.

3- PBS ile yikama sonrasinda petriye 1.5 ml tripsin ilave edilmistir. Petriler ortalama 3-
4 dakika inkUbatorde bekletilmistir.

4- Hducrelerin kalkip kalkmadigi kontrol edilmistir.

5- Petride bulunan tim hacreler kalktiktan sonra, 3 ml besiyeri ilave edilmistir.

6- Petride bulunan hiicre, tripsin ve besiyeri karisimi 15 ml’lik santrifij tiptne alinmis
ve 1500 rpm’de 4 dakika santrif(jj edilmigtir.

7- Santrifuj sonrasi olusan supernatant uzaklatirilip olugan hiicre peleti tzerine 1 ml
besiyeri eklenmigtir. Pipetaj yapilarak hucrelerin homojen gsekilde dagiimasi
saglanmistir.

8- Petrilere 8 ml besiyeri konulmug ve hicre yogunluguna bakilarak petrilere hicre
ekimi gerceklestirilmistir.

9- Petriler hicrelerin gogalmasi icin inklibatére kaldiriimistir.
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3.4. Ferulik Asitin Hucre Canliigina Etkisinin Tayini

XTT (2,3- bis- (2- methoxy- 4- nitro- 5- sulfophenyl)- 2H- tetrazolium- 5-
carboxanilide) suda eriyebilen bir bilesiktir ve canli hiicrelerce turuncu renkli formazan
(Sekil 3.2) bilesenlerine indirgenmektedir. Formazan olusumu, metabolik olarak aktif
hucrelerin sayisi ile dogru orantilidir. Suda ¢6zunebilir 6zellikte olan boyanin yogunlugu

bir spektofotometre yardimiyla verilen dalga boylarinda okutulabilmektedir.
NO,

CH,
| $0;
0 NO,
H,C
0 N A
\ / \bll S0, a?. - /NH
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CH;
XTT Formazan Chs

Sekil 3.2 XTT’nin formazana dénidsimi (WEB_11)

Ferulik asit toksisitesi XTT testi ile belirlenmistir. Toz halinde bulunan ferulik
asit 0-2 mM araligindaki calisma konsantrasyonlari RPMI-1640 besiyeri ile
hazirlanmigtir. Asagidaki protokol uygulanarak FA’nin hicrelerdeki sitotoksisitesi

belirlenmigtir.

1- Petrilere ekilen ve flask yuzeyini kaplayan hucreler tripsinizasyon islemi ile petrinin
yuzeyinden kaldiriimistir.

2- Islem sonrasinda hiicreler izerine 3 ml besi ortami ilave edilmis ve 1500 rpm’'de 4
dakika santrifij edilmistir.

3- Santrifij islemi sonrasinda supernatant kisim uzaklastiriimis ve hicrelerin tGzerine 1
ml besiyeri eklenmistir.

4- Bir eppendorfa, 400 yl PBS (fosfat tampon tuzu), 100 pl hdcre, 1yl tripan mavisi
konulmustur. Daha sonra bu karisimdan 20 ul alinarak hiicre sayma lamina konulmus
ve hicre sayici cihazinda hiicreler sayilmistir.

5- Elde edilen hiicre sayisina gore her kuyucukta 10* hiicre olacak sekilde 100’er pl
hicre slispansiyonu 96 kuyucuklu plakalara dagitiimistir.

6- Hucrelerin ylzeye yapismasi i¢in 24 saat beklenmistir. Kontrol kuyucuklari disinda

ferulik asit gruplarina sirasiyla 100 pl igindeki son konsantrasyonlari 20uM- 30uM-
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50uM- 75uM- 100uM- 150uM- 200uM- 250uM- 300uM- 350uM- 500uM- 750uM-
900uM- 1mM- 2mM dozlarda ferulik asit ilave edilmistir.

7- 24-48 ve 72 saatin sonunda kuyucuklarin ortamlari ¢ekilmistir. Her bir kuyucuga 100
ML taze besiyeri koyulduktan sonra 50 pL XTT solUsyonu (49 pl reagent solisyon+1 L
aktivator soliisyonu) eklenmigtir. XTT solUsyonu eklenmesinden 4 saat sonra caligilan
gruplarin absorbans degerleri (OD) ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda ve 630 nm
referans araliginda okunmustur. Hicre canlihdi yizdesi her bir kuyucukta dlgilen optik
dansite degerinin kontrol optik dansite degerine boélinmesi ve yiz ile carpilmasi ile

hesaplanmistir.

% Hucre Canlihdi = (Olglilen optik dansite degeri)/(Kontrol optik dansite degeri) x 100

3.5. Hiicre Donglsii ve Apoptoz Gen Ekspresyonlari

Prostat kanser hicrelerinin kontrol ve FA doz gruplarinda hiicre dongusu ve
apoptoz ile ilgili genlerin ekspresyonlari Applied Biosystems StepOnePlus gergcek

zamanll PZR ile kantitasyon analizleri gergeklestiriimigtir.

3.5.1. Hiicre Hatlarindan Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu, Trizol sollisyonu kullanilarak uretici firmanin énerdigi
kendi laboratuvar kosullarimiz igin optimize ettigimiz prosedir uygulanarak
gergeklestirildi.

1- 6 kuyucuklu hiicre kultir kaplarina hiicreler 2x10%/kuyucuk olacak sekilde ekildikten
sonra 24 saat yapismalari igin bekletilmistir.

2- 24 saat sonra uygun FA dozlari uygulanmigtir ve 48 saat hucreler inkiibe edilmistir.
3- 48 saat sonra her bir kuyucuga 500 pl trizol konulup kuyucuklar (kaziyici) scraper ile
kazinmistir ve her bir kuyucuk ayri ependorflara aktariimistir.

4- Daha sonra uzerlerine 100 ul kloroform eklenmis ve 15 sn vorteks yapilmistir.

5- 15 dakika oda sicakliginda bekletilmistir ve sonrasinda 4°C’de 15.000 rpm de 15
dakika santrifuj edilmistir.

6- Santriflj sonrasinda total RNA alinmistir ve Gzerine 250 pl 2-propanol konularak -20
°C de bir gece bekletilmistir.

4 °C de 15.000 rpm de 15 dakika santrifuj edilmistir.

7- Bir gece bekletildikten sonra 4°C’de 15.000 rpm de 15 dakika santrif(ij ile devam

edilmistir.
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8- Supernatant kismi atilip pelete 500 ul %70’lik etanol eklenip 4 °C’de 15.000 rpm de
15 dk santrifuj edilmistir.

9- Pelet 50 pl RNAz free su ile ¢ézulmuas ve -20°C’de saklanmistir.

Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlari nanodropta dl¢iimustir. Nanodrop cihazina 1
pI RNA 6rneginden konulup ng/pl cinsinden RNA konsantrasyonu Olclimustir. cDNA

sentezi sirasinda 2 yg RNA kullaniimasi saglanmistir.

3.5.2. cDNA Sentezi

Elde edilen total RNA’lardan Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(Roche Diagnostics) kullanilarak cDNA sentezleri gerceklestiriimistir.

cDNA sentezi iki asamada gercgeklestirilmistir:

Tablo 3.3 cDNA sentezinin ilk agsamasi

Ajan Hacim Son Miktar
Su 1l

Total RNA Degisken 2 ug
“Anchored-oligo” (dT)g primeri 1 ul 2,5uM

(50 pmol/pl)

Yukaridaki karisim hazirlandiktan sonra 65°C’ de 10 dakika inkiibe edilmistir.

inkiibasyon asamasi sonrasinda cDNA sentezinin ikinci asama Tablo 3.4 de

gOsterildigi gibi gergeklestiriimigtir.

Tablo 3.4 cDNA sentezinin ikinci asamasi

Ajan Hacim Son Miktar
Transkriptor RT Reaksiyon Tamponu 4 ul 1X
Koruyucu RNAz inhibitérii (40U/pl) 0,5 ul 20U
Deoksiniikleotid karigimi 2 ul 1 Mm
Transkriptor Revers Transkriptaz 0,5 ul 10U

Son hacim 20 pl

Elde edilen reaksiyon karigimi 55°C’de 30 dakika inkube edildikten sonra

cDNA'lar elde edilmis ve daha sonra kullaniimak tzere 20°C de muhafaza edilmistir.
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3.5.3. Gergek Zamanh PZR Protokolu

Gergcek Zamanli PZR, gen ekspresyon Urundnin kantitatif olarak analiz
edilebildigi bir metoddur. Uzun yillardir PZR’lerde sicaklik déngilerini saglamak igin
kullanilan cihazlarin hassas olgim aletleri ile birlestiriimesiyle gergcek zamanl PZR’ler
geligtiriimistir. Bu yéntemin en blylk avantaji kantitatif olarak kisa slirede sonug¢
alinmasidir. Analiz reaksiyon sirasinda gergeklesmektedir ve yari kantitatif PZR ’lerde
alinan Uruntn agaroz jel elektroforezinde goruntulemek gibi islemlerin uygulanmasina

gerek kalmamaktadir.

Applied Biosystems StepOnePlus cihazi kullanilarak 96 kuyucuklu plakalar
kullaniimistir. Hicre donguisu ve apoptoz ile ilgili olarak 84’ er genin ekspresyonlarina
sisteme uygun hazir panel plate’leri kullanilarak bakilmis olup calisilan genler Tablo 3.5

ve Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.5 Hicre ddngusinde gorevli genler ve tanimlamalari

Pozisyon Gen Tanimlama

AO01 ABL1 C-abl Onkogen 1, Reseptor Olmayan Tirozin
Kinaz

A02 ANAPC2 Anafaz Tesvik Edici Kompleks Altiinite 2

A03 ATM Ataxia Telangiectasia Mutasyonu

A04 ATR Ataxia Telangiectasia ve Rad 3 iligkili

A05 AURKA Aurora Kinase A

A06 AURKB Aurora Kinase B

AO07 BCCIP BRCA2 ve CDKN1A Etkilesimli Protein

A08 BCL2 B-hlcre CLL/lenfoma 2

A09 BIRC5 Boculoviral IAP Tekrarli 5

A10 BRCA1 Meme Kanseri 1, Erken Baglangigh

All BRCA2 Meme Kanseri 1, Erken Basglangigh

Al12 CASP3 Caspase 3, Apoptoz iligkili Sistein Peptidaz

BO1 CCNA2 Siklin A2

B02 CCNBI Siklin B1

B0O3 CCNB2 Siklin B2

B04 CCNC Siklin C

B0O5 CCND | Siklin D1

B06 CCND2 Siklin D2

BO7 CCND3 Siklin D3

B08 CCNE1 Siklin EI

“Devami Arkada”
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Tablo 3.5 Hucre dénguslinde gorevli genler ve tanimlamalari

Pozisyon Gen Tanimlama

B0O9 CCNF Siklin F

B10 CCNG1 Siklin G1

B11l CCNG2 Siklin G2

B12 CCNH Siklin H

co1 CCNT1 Siklin T1

Co02 CDC16 Hucre Bdlinme Dénglst 16 Homolog (S.
cerevisiae)

C03 CDC20 Hucre Bolinme Doéngusit 20 Homologu (S.
cerevisiae)

Co4 CDC25A Hucre Bolinme Déngusi 25 Homologu A (S.
pombe)

C05 CDC25C Hucre Bdlinme Dénglst 25 Homologu C (S.
pombe)

C06 CDC34 Hucre Bolinme Dongusit 34 Homologu (S.
cerevisiae)

Cco7 CDC6 Hucre Bdlinme Dénglst 6 Homologu (S.
cerevisiae)

Co08 CDK1 Siklin Bagimli Kinaz 1

C09 CDK2 Siklin Bagimh Kinaz 2

C10 CDK4 Siklin Bagimh Kinaz 4

Cl1 CDK5R1 Siklin Bagimli Kinaz 5, Dizenleyici Alttnite 1
(p35)

C12 CDK5RAP1 CDKS5 Diizenleyici Altiinite ile iligkili Protein 1

D01 CDK6 Siklin Bagimh Kinaz 6

D02 CDK7 Siklin Bagimh Kinaz 7

D03 CDK8 Siklin Bagimh Kinaz 8

D04 CDKN1A Siklin Bagimli Kinaz inhibitéri 1A (p21, CIP1)

D05 CDKN1B Siklin Bagimli Kinaz inhibitérii 1B (p27, KIP1)

D06 CDKN2A Siklin Bagimli Kinaz inhibitérii 2A ( p16, CDK4
inhibitora)

D07 CDKN2B Siklin Bagimli Kinaz inhibitérii 2B (p15, CDK4
inhibitora)

D08 CDKN3 Siklin Bagimli Kinaz inhibitérii 3

D09 CHEK1 CHK1 Kontrol Noktasi Homologu (S. pombe)

D10 CHEK2 CHK2 Kontrol Noktasi Homologu (S. pombe)

D11 CKS1 B CDC28 Protein Kinaz Duzenleyici Altlinite 18

D12 CKS2 CDC28 Protein Kinaz Dizenleyici Altinite 2

EO1 CuL1 Cullin 1

EO2 CcuL2 Cullin 2

EO3 CuL3 Cullin 3

EO4 E2F1 E2F Transkripsiyon Faktor 1

EO05 E2F4 E2F Transkripsiyon Faktér 4, p107/p130-
Baglayici

EO06 GADD45A Buyume durdurma ve DNA-hasari-indukleyici,
alfa

EO7 GTSE1 G-2 ve S Fazi ifade 1

EO8 HUS1 HUS1 Kontrol Noktasi Homologu (S. pombe)

E09 KNTC1 Kinetokor iligkili 1

E10 KPNA2 Karyopherin Alfa 2 (RAG kohort 1, impartin alfa
1)

E11 MAD2L1 MAD2 Mitotik Tutuklama Eksikligi-1 (maya)
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Tablo 3.5 Hucre dénguslinde gorevli genler ve tanimlamalari

Pozisyon Gen Tanimlama

E12 MAD2L2 MAD2 Mitotik Tutuklama Eksikligi-2 (maya)

FO1 MCM2 Minikromozom Koruma kompleksi bileseni 2

F02 MCM3 Minikromozom Koruma kompleksi bileseni 3

FO3 MCM4 Minikromozom Koruma kompleksi bileseni 4

FO4 MCM5 Minikromozom Koruma kompleksi bileseni 5

FO5 MDM2 Mdm2 p53 Baglayici Protein Homologu (fare)

FO6 MKI67 Monoklonal Antikor Ki-67 Tarafindan Tanimlanan
Antijen

FO7 MNAT1 Trois Homologu Menage 1, Siklin H Birlestirme
Faktorl (Xenopus laevis)

FO8 MRE11A MREIl Mayotik Rekombinasyon 11 Homolog A
(S. cerevisiae)

FO9 NBN Nibrin

F10 RAD1 RAD1 Homologu (S. pombe)

F11 RAD17 RAD17 Homologu (S. pombe)

F12 RAD51 RAD51 Homologu (S. cerevisice)

GO01 RAD9A RAD9 Homolog A (S. pombe)

GO02 RB 1 Retinoblastorna 1

GO03 RBBPS8 Retinoblastoma Baglayici Protein 8

G04 RBLI Retinoblastoma-Benzeri 1 (p107)

GO05 RBL2 Retinoblastoma-Benzeri 2 (p130)

G06 SERTAD1 SERTA Domain iceren 1

GO7 SKP2 S-Faz Kinaz-iligkili Protein 2 (p45)

GO08 STMN1 Stathmin 1

G09 TFDP1 Transkripsiyon Faktor Dp-1

G10 TFDP2 Transkripsiyon Faktér Dp-2 (E2F Dimerlestirme
Ortagi 2)

Gl1 TP53 Tamor Protein p53

G12 WEE1 WEE1 Homologu (S. pombe)

HO1 ACTB Aktin, Beta

HO2 B2M Beta-2-Mikroglobulin

HO3 GAPDH Gliseraldehit-3-Fosfat Dehidrogenaz

HO4 HPRTI Hipoksantin Fosforiboziltransferaz 1

HO5 RPLPO Ribosomal Protein, Blyuk, PO

HO6 HGDC insan Genomik DNA Kontaminasyonu

HO7 RTC Revers Transkripsiyon Kontrol

HO8 RTC Revers Transkripsiyon Kontrol

HO9 RTC Revers Transkripsiyon Kontrol

H10 PPC Pozitif PCR Kontrol

H11 PPC Pozitif PCR Kontrol

H12 PPC Pozitif PCR Kontrol
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Tablo 3.6 Apoptozda goérevli genler ve tanimlamalari

Pozisyon Sembol Tanimlama

A01 ABL1 C-abl Onkogen 1, Reseptér Olmayan Tirozin Kinaz

A02 AIFM1 Apoptoz-indiikleyici Faktor, Mitokondriyal iliskili, 1

A03 AKT1 V-akt MurinTimus Viral Onkogene Homolog 1

A04 APAF1 Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor 1

A05 BAD BCL2-iligkiliHlcre Olimi Agonisti

A06 BAG1 BCL2-iligkili Athanogen

AO07 BAG3 BCL2- iligkili Athanogen 3

A08 BAK1 BCL2-Antagonist/killer 1

A09 BAX BCL2-iligkili X Protein

Al10 BCL10 B-hlcre CLL/lenfoma 10

All BCL2 B-hlcre CLL/lenfoma 2

Al2 BCL2A1 BCL2-Baglantili Protein A1

BO1 BCL2L1 BCL2-like 1

B02 BCL2L10 BCL2-like 10 (Apoptosis Kolaylastirici)

B03 BCL2L11 BCL2-like 11 (Apoptosis Kolaylastirici )

B04 BCL2L2 BCL2-Like 2

BO5 BFAR Bifonksiyonel Apoptosis Dizenleyici

B0O6 BID BH3 Etkilesim Domain Olim Agonist

BO7 BIK BCL2-iligki Oldiiriicti (Apoptosis-indiikleyici)

B0O8 BIRC2 Baculoviral IAP Repeat Containing 2

B09 BIRC3 Baculoviral 1AP Repeat Containing 3

B10 BIRC5 Baculoviral 1AP Repeat Containing 5

B11 BIRC6 Baculovirol IAP Repeat Containing 6

B12 BNIP2 BCL2/adonovirus EI B 19kDa Etkilesim Protein 2

Cco1 BNIP3 BCL2/adenovirus EI B 19kDa Etkilesim Protein 3

C02 BNIP3L BCL2/adenovirus E18 19kDa Etkilesim Protein 3-like

Co3 BRAF V-raf Murin Sarkoma Viral Onkogen Homolog B1

Co4 CASP1 Caspase 1, Apoptosis-iligkili Sistein Peptidaz
(interleukin 1, beta, convertaz)

C05 CASP10 Caspase 10, Apoptoz-lligkili Sistein Peptidaz

Co06 CASP14 Caspase 14, Apoptoz-iliskili Sistein Peptidaz

Cco7 CASP2 Caspase 2, - Apoptoz-iliskili Sistein Peptidaz

Co08 CASP3 Caspase 3, Apoptoz-iliskili Sistein Peptidaz

C09 CASP4 Caspase 4, Apoptoz-iligkili Sistein Peptidaz

C10 CASP5 Caspase 5, Apoptoz-iligkili Sistein Peptidaz

Cl1 CASP6 Caspase 6, Apoptoz-iligkili Sistein Peptidaz

C12 CASP7 Caspase 7, Apoptoz-iligkili Sistein Peptidaz

D01 CASPS8 Caspase 8, Apoptoz-iligkili Sistein Peptidaz
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Tablo 3.6 Apoptozda goérevli genler ve tanimlamalari

Pozisyon Sembol

Tanimlama

D02
D03
D04
D05
D06
DO7
D08
D09
D10

D11
D12
EO1
EO02
EO3
EO4
EO05
EO6

EO7

EO8
EO09
E10
E1l1l

E12
FO1
FO2

FO3

FO4

FO5
FO6
FO7
FO8

FO9

F10
F11

CASP9
CD27
CD40
CD40LG
CD70
CFLAR
CIDEA
CIDEB
CRADD

CYCS
DAPK1
DFFA
DIABLO
FADD
FAS
FASLG
GADD45A

HRK

IGF1R
IL10
LTA
LTBR

MCL1
NAIP
NFKB1

NOD1

NOL3

PYCARD
RIPK2
TNF

TNFRSF10A

TNFRSF10B

TNFRSF11B

TNFRSF1A

Caspase 9, Apoptoz-iligkili Sistein Peptidaz
CD27 Molekdl

CD40 Molekul, TNF Reseptor Siperailesi Gyesi 5
CD40 Ligand

CD70 Molekdil

CASP8 and MOD-like Apoptosis Duzenleyici
Hicre Oliimii indlkleyici DFFA-like Effektor A
Hucre Olumi indukleyici DFFA-like Effector B
CASP2 ve RIPK1 Domain igeren Oliim Domainli
Adaptor

Sitokrom ¢, Somatik

Olum iligkili Protein Kinaz 1

DNA Fragmentasyon Faktor, 45kDa, alfa Polipeptid
Diablo, IAP-baglayici Mitokondriyal Protein

Fas (TNFRSF6)-iliskili Oliim Domaini

Fas (TNF Reseptor Superailesi, Uye 6)

Fas Ligand (TNF superailesi, Uye 6)

BUyumeyi Durdurucu and DNA-hasari-indukleyebilir,
alfa

Harakiri, BCL2 iligkili Protein (sadece BH3 domain
icerir)

insulin-Benzeri Buyume Faktor 1 Reseptoru
interlékin 10

Lenfotoksin Alfa (TNF superailesi, Gye 1)

Lenfotoksin Beta Receptor (TNFR superailesi, Uyesi
3)

Myeloid Lésemi Hucresi Sekans 1 (BCL2-iliskili)
NLR ailesi, Apoptosis inhibitdr Protein

Nukleer Faktor Kappa B 1, Polipeptit Gen Enhansir
B-Hcre 1

Nukleotit-Baglayici Oligomerizasyon Domain 1
iceren

Nucleolar Protein 3 (Apoptosis Represor ile CARD
Domain)

PYD and CARD Domain igeren

Reseptor-etkilesimli Serine-thronin Kinaz 2
Tamor Nekroz Factor

Tumor Nekroz Faktdr Reseptdr Superailesi, Uyesi
10a

Tumor Nekroz Faktoér Reseptér Siperailesi, Uyesi
106

Tiumodr Nekroz Faktér Receptor Superailesi, Uyesi lib

Tumor Nekroz Factor Receptor Siperailesi, Uyesi IA

“Devami Arkada”
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Tablo 3.6 Apoptozda gorevli genler ve tanimlamalari

Pozisyon Sembol Tanimlama

F12 TNFRSF1B Tiumor Nekroz Faktdr Reseptor Suiperailesi, Uyesi 18

GO01 TNFRSF21 Tiumodr Nekroz Faktdr Reseptor Siiperailesi, Uyesi 21

G02 TNFRSF25 Tumér Nekroz Faktoér Reseptor Siiperailesi, Uyesi
25

G03 TNFRSF9 Timor Nekroz Factor Reseptor Stiperailesi, Uyesi 9

G04 TNFSF10 Tumér Nekroz Faktor (ligand) Stiperailesi, Uye,10

GO05 TNFSF8 Timodr Nekroz Faktor (ligand) Siiperailesi, Uyesi 8

GO06 TP53 TUmor Protein p53

GO7 TP53BP2 TUumor Protein p53 Baglayici Protein, 2

G08 TP73 TUmor Protein p73

G09 TRADD TNFRSF1A-iligkili Olim Domain

G10 TRAF2 TNF Reseptor-iliskisi Faktdr 2

G11 TRAF3 TNF Reseptor-iligkisi Faktor 3

G12 XIAP X-baglantili apoptoz inhibitér

HO1 ACTB Aktin, Beta

HO2 B2M Beta-2-mikroglobulin

HO3 GAPDH Gliseraldehid-3-Fosfat — Dehidrogenaz

HO4 HPRT1 Hipoksantinfosfo Ribozil Transferaz 1

HO5 RPLPO Ribozomal Protein, Blyuk, PO

HO6 HGDC insan Genomik DNA Kontaminasyonu

HO7 RTC Revers Transkripsiyon Kontrol

HO8 RTC Revers Transkripsiyon Kontrol

HO9 RTC Revers Transkripsiyon Kontrol

H10 PPC Pozitif PCR Kontrol

H11 PPC Pozitif PCR Kontrol

H12 PPC Pozitif PCR Kontrol




Tablo 3.7 Hicre déngisi genlerinin plate duzeni
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01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 1" 12

A ABL1  ANAPC2 ATM  ATR AURKA AURKB  BCCIP  BCL2  BIRC5 BRCA1 BRCA2 CASP3
B CCNA2 CCNBI CCNB2 CCNC  CCND1 CCND2  CCND3 CCNE1 CCNF  CCNG1 CCNG2 CCNH
C CCNT1 CDC16 CDC20 CDC25A CDC25C CDC34  CDC6  CDKI  CDK2  CDK4  CDKSR1 CDKSRAP1
D CDK6 CDK7  CDK8 CDKN1A CDKN1B CDKN2A CDKN2B CDKN3 CHEK1 CHEK2 CKS1B  CKS2
E cuL1 CUL2 CuL3 E2F1 E2F4 GADD45A GTSE1 HUS1 KNTC1 KPNA2 MAD2L1 MAD2L2
F MCM2 MCM3 MCM4  MCM5 MDM2 MKI67 MNAT1  MRE11A NBN RAD1  RAD17  RADS1
G RADYA RBI RBBPS RBL1  RBL2  SERTAD1 SKP2 ~ STMN1 TFDP1 TFD2  TP53  WEEM
H ACTB B2M GAPDH HPRT1 RPLPO HGDC RTC RTC RTC PPC PPC PPC
Tablo 3.8 Apoptoz genlerinin plate dizeni

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 1 12
A ABL1 AIFM1 AKT1 APAF1 BAD BAG1 BAG3 BAK1 BAX BCL10 BCL2 BCL2A1
B BCL2L1 BCL2L10  BCL2L11 BCL2L2 BRAF BID BIK BIRC2 BIRC3 BIRC5 BIRC6 BNIP2
C BNIP3 BNIP3L BRAF CASP1 CASP10  CASP14 CASP2  CASP3 CASP4 CASP5 CASP6 CASP7
D CASP8 CASP9 cb27 CD40 CD40LG  CD70 CFLAR  CIDEA CIDEB CRADD CYCS DAPK1
E DFFA DIABLO FADD FAS FASLG GADD45A HRK IGF1IR IL10 LTA LTBR MCL1
F  NAP NFKB1 NOD1 NOL3 PYCARD RIPK2 TNF TNFRSF10A TNFRSF10B TNFRSF11B TNFRSF1A TNFRSF1B
G TNFRSF21 TNFRSF25 TNFRSF9 TNFRSF10 TNFSF8  TP53 TP53BP2 TP73 TRADD TRAF2 TRAF3 XIAP
H ACTB B2M GAPDH HPRT1 RPLPO HGDC RTC RTC RTC PPC PPC PPC

StepOnePlus gercek zamanl PZR protokolii

Ekspresyon analizi igin Tablo 3.9’daki karisim hazirlanmistir.
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Tablo 3.9 Ekspresyon analizi igin gerekli karisimin hazirlanmasi

Etken Hacim

Thermo scientific maxima Sybr green PCR Master Mix 750 pl

Diluted cDNA 60 ul
ddH-O 680 pl
Son Hacim 1490 pl

Tablo 3.9'da gorildugu gibi hazirlanan karisim hazir mikroplaka (Qiagen
PCR Array Katalog No: 330231) kuyucuklarina 15 pl olacak sekilde kabarcik

olusturmadan dagitilmistir ve mikroplaka gercek zamanl PZR cihazina konulmustur.

Gercek Zamanli PZR Kosullarn

PZR’nin denatlrasyon, amplifikasyon ve sogutma asamalarinin kosullari asagida
verilmistir. Gergek zamanli PZR 95°C’de 10 dakika denatlirasyon sonrasi 40 déngu
95°C’de 15 saniye, 60 °C’de 1 dakika kosullarinda gercgeklestirildi.

Tablo 3.10 Gergek Zamanlh PZR Kosullari

1. Denaturasyon

Dongii Programi Verileri Deger
Ddngi 1
Analiz Modu -
Hedef Dereceleri Segment 1
Hedef Derece (°C) 95
inkiibasyon zamani (dk) 10
Sicaklik Transisyon Orani (°C/sn) 20.0
ikinci hedef derece (°C) 0
Basamak derecesi (°C) 0.0
Dongiiler 0

Kazan¢ modu -

“Devami Arkada”
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Tablo 3.10 Gergek Zamanl PZR Kosullari

2.  Amplifikasyon

Dongii Programi Deger

Verileri

Dongii 40

Analiz Modu Kantitasyon

Hedef Dereceleri Segment 1 Segment 2
Hedef Derece (°C) 95 60
inkilbasyon  zamani 15 60
(sn)

Sicaklik  Transisyon 20.0 20.0
Orani

ikinci Hedef Derecesi 0 0
(°C)

Basamak derecesi 0.0 0.0
(C)

Dongiiler 0 0
Kazan¢ modu - Tek
3. Soduma

Program Verileri Deger
Dongii sayisi 1
Analiz Modu -

Hedef Dereceleri Segment 1
Hedef Derece (°C) 40
inkiibasyon Zamani (sn) 30
Sicaklik Transisyon Orani (°C/san) 20.0
ikinci Hedef Derece (°C) 0
Basamak derecesi (°C) 0.0
Doéngiiler 0

Kazan¢ modu
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3.6. Protein Ekspresyon Diizeyinin Tayini

3.6.1. Lowry Yontemi ile Protein Tayini

Protein tayininde en yaygin kullanilan yéntemlerden biri de Lowry yontemidir.
Alkali kosullarda fosfomolibdik/fosfotungstik asit ¢dzeltisinin (Folin-Cocalteau reaktifi)

fenolik asitlerle verdigi reaksiyona dayanmaktadir. Peptit baglari ile Cu®? arasinda biiire

reaksiyonu sonucu indirgenmis bakir olusmaktadir. Tirozin ve triptofan amino asitleri ile
Folin-Ciocalteu ayiraci  tepkimeye girmektedir ve Folin-Ciocalteu ayiraci
indirgenmektedir. indirgenme sonucunda mavi renkli heteropolimolibden kompleksi
meydana gelmektedir ve bu kompleks 600-800 dalga boyu araliginda absorbans piki
vermektedir. Protein dizeyleri hicreler ripa sollisyonu (150 mM sodyum Klorid, %1
Triton X-100, %0.5 sodyum deoksikolat, %0,1 SDS, 50 mM Tris pH:8, proteinaz
inhibitori) ile toplandiktan sonra asagidaki yonteme uygun olarak tespit edilmistir.

1- Ayirag A [%2'lik Na,C05; (%1 N NaOH'de ¢ozulmis)], Ayirag B (%1Na veya K-
tartarat), Ayiragc C (%0,5 CuS04.5H;0), Ayiragc D (1N folin ayiraci) olmak lzere 4

solUsyon hazirlanmigtir.

2- Ayrragc A-B-C'den sirasiyla 48-1-1 oraninda Kkaristirilarak yeni bir ayirag
hazirlanmigtir.

3- Ayrica standart igin BSA kullaniimis ve konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde stok
¢ozeltisi hazirlanmistir.

4- Yeni hazirlanan ayiragtan 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 200 ul olacak sekilde
konulmustur.

5- Uzerine ilk kisma her standart igin 2 kuyucuk olacak sekilde hazirlanan
standartlardan, diger kuyucuklara 1/5 oraninda sulandiriimis numunelerden her
numune igin 2 kuyucuk olacak sekilde 50 pl koyulmus ve karanlkta 10 dakika
inkibasyona birakilmistir.

6- inkiibasyon slresinin sonunda her bir kuyucugun dzerine 20 ul folin ayiraci
koyularak 30 dakika bekletilmis ve beklemeden sonra ELISA okuyucu ile 630 nm dalga
boyunda okunmustur.

7- Orneklerin protein diizeyi, agagidaki sekilde verilen Standart grafik egrisi kullanilarak

hesaplanmistir.
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Lowry 3/27/00

ABS 630

Sekil 3.3 Lowry protein standart egrisi

3.6.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Protein profilleri dikey elektroforez teknigi uygulanarak SDS-Poliakrilamit Jel
Elektroforez (SDS-PAGE) yéntemi ile ayristirilarak elde edilmistir.

PAGE iyonik deterjan sodyum dodesil silfat (SDS), varliginda kesintili bir
tampon sisteminde %8.5 ayirma ve %4 sikistirma jellerinde yapilmistir. Ayristirici ve

sikistirici jel solisyonlari Tablo 3.11’da gosterildigi sirasiyla hazirlanmistir.

Tablo 3.11 Ayristirici ve sikigtirici jel solusyonlarinin hazirlanmasi

1 jel igin Aynigtirici jel (%8.5) Sikistirici jel (%4)
Jel ¢ozeltisi (akrilamit, 2.85 ml 0.75 ml
bisakrilamit)

Distile su 4.5 ml 2.5 ml

1 jel igin Aynistirict  Sikigtirici jel (%4)

jel (%8.5)

Ayristirici Tampon (1.5M Tris-HCl pH 2.5 ml -

8.8)

Sikistirici Buffer (0.5M Tris-HCl pH - 1.25 mi

6.8)

%10 SDS 0.15 ml 0.1 ml

APS 0.05 ml 0.025 ml

TEMED 0.0065 ml 0.005 ml

Total 10 ml 5ml
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Analiz edilecek drnekler 4X numune seyreltme tamponu (0.25M Tris-HCI pH:
6.8, %40 Gliserol, %20 B-merkaptoetanol, %8 SDS, %0.01 Bromfenol mavisi, distile
su) Tris ile 3:1 oraninda (3 6rnek 1 tampon) seyreltiimistir. 2 dakika 100°C’de inklibe
edilmistir. Tank 1X elektrot tamponu (2.5 mM Tris, 19.2 mM Glisin, SDS) ile
doldurulmustur. 25 pl (100 pg hicre lizatlar) protein érneklerinden kuyucuklara

yuklenmigtir.

Sikistirici jel Gzerinde 10 mA’lik sabit akim ydritme islemi yapilmistir. Boya
ayrigtirici jele ulastiginda akim 20 mA’e cikariimistir. Boya jelin tabanina ulastiginda

gl¢ kaynagi kapatilmistir.

3.6.3. Western Blot Analizi

Western blot analizi icin elektroforezi takiben jel transfer tamponu (25 mM
Tris, 192 mM glisin ve %10 metanol) icerisinde 10 dakika ¢alkalayicida inkiibasyona

birakilmistir. Elektroforetik transfer MiniVE-blot sistemiyle 1slak transfer yapiimistir.

Membranin proteine (jele) temas eden kismi Ustte olacak sekilde bloklama
solUisyonuna (1M Tris HCI, NaCl, %0.05 Tween 20, Distile su, Skim milk) alinmistir ve
40-50 dk calkalanmigtir. Jelin transfer olup olmadigina bakmak igin jel boyama
solisyonuna alinmigtir. Beklemeden sonra boya uzaklastinimistir. Membran
bloklamadan ¢ikartildiktan sonra CDK4 ve BCL2 genlerinin protein ifadelerine bakmak
amaciyla jeller 1/5000 oraninda sulandiriimis 1. antikorlara (anti-mouse Beta aktin,
CDK4, BCL2; Santa Cruz) alinmistir. Bir gece 1. antikorda bekletilmistir. Stire sonunda
3x5' TBST ile yikama yapilmistir. Membran 1/5000 oraninda 2. Antikora (Santa Cruz)
alinmig ve 1 saat bekletilmistir. Stre bitiminde tekrar 3x5' TBST ile yikama yapilmigtir.
Son olarak membran, antikor baglanan proteinlerin tespiti igin substrat ¢ézeltisi alkalen
fosfataz (ALP) (Tris-HCI, pH:8.8, NaCl, MgCl,, ZnCl,, Dietanolamin, Nitroblue
tetrazolyum, fenazin metasulfat ve bromokloroindoilfosfat) ile inklibe edilmistir. Gorunti
elde edildikten sonra membran havada kurutulmus, aliminyum folyo ile kaplanmis ve
karanlikta saklanmigtir. Olusan protein bandlarinin densitometrik analizleri Scion Image

Analyser yazilimi ile belirlenmistir.
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3.7. Ferulik Asitin Apoptotik Etkinligin Belirlenmesi

Apoptozun tespiti icin en sik kullanilan yontemlerden biri TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick End Labeling) yontemidir. Bu yéntem apoptoz
isareti olan DNA fragmantasyonunu belirlemek igin degerli bir metoddur. Ca/Mg bagimli
endonUkleazlarin aktivasyonundan sonraki DNA degradasyonu apoptozun karakteristik
Ozelliklerinden biridir. NUkleer DNA fragmantasyonu, ¢ogu hicrede biyokimyasal bir
belirtectir. TUNEL sistemi apoptotik hdcrelerin in situ olarak hizli ve basit tespit
edilmesini saglamaktadir. TUNEL testinde Terminal Deoksinukleotidil Transferaz (TdT)
olarak bilinen bir enzim DNA’'nin fragmante noktalarini tanimlar. TdT 3-OH DNA
uclarina dnceden etiketlenmis dUTP nikleotidlerin ilavesini katalizlemektedir. dUTP
isaretli DNA floresans mikroskop ile gézlemlenebilmekte veya flow sitometri ile kantite

edilebilmektedir.
Yontem:

1- Petrilerde bulunan hicreler tripsinizasyon islemi ile kaldiriimistir.

2- 1500 rpm’de 4 dakika santriflj edildikten sonra hucreler sayllmis ve (zerinde 8
odacik bulunan lamlara (BD Falcon Culture Sledes; 8 Chamber Polystyrene Vessel
Tissue cluture treated Glass Slide) 10* hiicre /odacik olacak sekilde hiicreler ekilmistir.
3- 24 saat hicrelerin yapismasi icin beklenmis ve 24 saat sonrasinda PC-3 kontrol igin
4 odacigin besiyeri degistiriimistir ve PC-3 doz iginde besiyeri cekildikten sonra 4
odaciga uygun dozlar uygulanmigtir. LNCaP hucreleri icin de ayni protokol

uygulanmistir.
4- 1Csq dozu ve sliresince hiicreler CO,'li inkiibatorde inklibe edilmistir.
5- inkiibasyon sonunda besiyeri gekilmis ve hiicreler PBS ile bir defa yikanmigtir.

6- 500 pl fiksasyon sollsyonu (pH: 7.4 PBS igerisinde %4 paraformaldehit) hcrelerin

Uzerine eklenmig ve oda sicakliginda 1 saat inkube edilmistir.

7- Fiksasyon sollsyonu ¢ekilmis ve PBS ile iki kez yikama yapilmistir

8- Bloking sollisyonu (metanol iginde %3 H;0;) ile 10 dakika oda sicaklijinda inkiibe
edilmistir ve 10 dakika sonunda PBS ile yikama yapilmigtir.

9- Buz uzerinde hucrelerin Uzerine permeabilizasyon ( %0.1 triton-X100 olacak sekilde
% 0.1 sodyum sitrat) sollisyonu eklenmis ve 2 dakika sonunda cekilip PBS ile
yikanmigtir.

10- 1 adet 6rnek icin 1.7 pl enzim ve 15.3 pl Label solisyonu olacak sekilde 17 pl

solisyon eklenmis ve 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir.
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11- Sire sonunda soliisyonlar ¢ekilmis ve PBS ile yilkama sonrasinda %50 gliserol

iceren Hoechst (100 ug/ml ) boyasi eklenmistir.

12- Lamel kapatilip floresans mikroskopta (Olympus) 20x buyltmede goruntulenmistir.

3.8. Hiicrelerin invazyon Kapasitesinin Belirlenmesi

PC-3 ve LNCaP hucrelerinin invazyon kapasitesi “BioCoat Matrigel Invasyon
Chamber-invazyon odalar1” (BD Biosciences) kullanilarak 24-kuyucuklu kaltir plaklar
icerisinde arastirnimigtir. Bu invazyon kaplari sayesinde in vitro kosullar altinda
hicrelerin invaziv 6zellikleri saptanabilmektedir. Bu invazyon odaciklari 8 uym capli
porlar iceren membrana sahiptir ve membran da matrijel matriksile kaphdir. Matrijel
membran invaziv karakterde olan hucrelerle olmayan hicrelerin ayirt edilmesini
saglamaktadir. invaziv hiicreler bu membran sayesinde membranin diger tarafina

gecgerken invaziv olmayan hicreler membranin diger tarafina gegcememektedir.

Her kuyucukta 2,5x10% hiicre olacak sekilde PC-3 ve LNCaP hucreleri 500 pl

serum icermeyen RPMI-1640 icerisine ekilmistir ve doz gruplarina uygun dozlar
uygulanmistir. invazyon odaciklarinin altina ise serum igeren 750 ul besiyeri
konulmustur. Belirlenen doz siresi sonunda, membranin Ust kisminda kalan invaze
olmamis hicreler kulak pamugu ¢ubugu ile silinerek temizlenmistir. Membranin alt
yluzeyine go6¢ etmis hicre miktar ise kristal violet boyasi ile boyanarak isik
mikroskobunda sayilarak degerlendirilmistir. % invazyon hesaplamak icin asagidaki

formal kullanilmigtir.

Matrijel matriks bazalmembrandeki hicrs sayist

%lnvazyon = x100

Kontrol membranindaki hiicresayrst

3.9. Hucrelerin Koloni Olusturma Kapasitesinin Belirlenmesi

PC-3 ve LNCaP hucreleri tripsinize edilerek sayiimistir. Kontrol ve doz grubu

hlcreler 6 kuyucuklu hiicre kiltir kaplarina 10 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir.

24 saat sonra hucrelerin yapigsmasi saglandiktan sonra doz gruplarina uygun dozlar
uygulanmis ve besiyeri 3 glnde bir degistirilmigtir. On gun sonra koloniler olugmustur.
Koloni olusumunu gdruntilemek icin boyama islemine gecilmigtir. Besiyeri gekilmistir
ve hucreler PBS ile yikanmigtir. Fiksasyon ic¢in hlcreler metanol ile 2 dakika inkube

edilmistir. Daha sonra hicreler kristal viole ile 2 dakika boyanmistir ve distile su ile 2
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kez yikanmigtir. Kontrol ve doz gruplari kolonileri sayilmig kendi aralarinda ortalamalari

hesaplanmistir.

3.10. istatistiksel Analiz

Genlerin kantitasyon degerlerinin istatistiksel analizi icin 2(722€T) metodu ile

“RT? Profiler™ Pcr Array Data Analysis” olarak isimlendirilen web tabanli program ile
Volcano Plot analizi yapilmistir. Kontrol ve doz gruplarinin karsilastirilmasi “RT?
Profiler™ PCR Array Data Analysis” programinda bulunan “Student t-testi” analizi ile
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Ayrica parametrik ve non-parametrik analizler

Minitab 15.0 istatistiksel analiz programi ile yapiimistir.



56

4. BULGULAR

4.1. Ferulik Asitin ICsg Dozunun Belirlenmesi

PC-3 ve LNCaP hicre hatlarinda ferulik asitin 20 pM- 30 pM- 50 uM- 75 pM-
100 uM- 150 uM- 200 pM- 250 uM- 300 uM- 350 uM- 500 pM- 750 uM- 900 uM- 1 mM-
2 mM doz araliklarinda 24, 48 ve 72 saat inklbasyon sonrasi sitotoksisitesi XTT testi

ile degerlendirilmigtir. PC-3 hicre hattinda ferulik asitin ICz5 dozu 300 yM 48 saat,

LNCaP hicre hattinda 500 uM 48 saat olarak hesaplanmistir (Sekil 4.1) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1 Ferulik asitin PC-3 hicre canlihgina etkisi
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Sekil 4.2 Ferulik asitin LNCaP hucre canliligina etkisi

4.2. Ferulik Asitin Hiicre Dongiisti ve Apoptotik Yolak Genlerinin Ekspresyonlari
Uzerine Etkisi

PC-3 kontrol, PC-3 doz, LNCaP kontrol ve LNCaP doz gruplarindan total
RNA  Trizol solisyonu kullanilarak izole edilmis olup RNA miktarlari ve safli§i Tablo
4.1’de go6ruldigu gibi her iki hlicre hattinda da uygun saflikta RNA’larin elde edildigi
bulunmustur. Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics)
kullanilarak da komplementer DNA (cDNA) sentezleri gerceklestirilmistir.

Tablo 4.1 RNA miktar ve safligi

Hiicre Hatti Grup 260/280 OD RNA (ng/pul)
PC-3 Kontrol 1,96 2157,6

FA (300 uM) 1,89 406,4
LNCaP Kontrol 1,91 443,2

FA (500 uM) 1,88 414.3

Elde edilen cDNA’lar 96 kuyucuklu plate’lere uygun karisimlar hazirlanarak
StepOnePlus Gergek zamanl PZR'de Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’da da verildigi gibi hlcre
dongusunde ve apoptozda gorev alan 168 genin ekspresyonu kontrol ve doz

gruplarinda kantitatif olarak degerlendirilmistir.
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4.2.1. Ferulik Asitin PC-3 Hiicre Hattinda Gen Ekspresyonlari Uzerine Etkisi

PC-3 prostat kanseri hlicre hatlarinda ferulik asitin etkileri doz ve kontrol
grubu ile karsilastirildiginda kontrol grubuna gére hiicre déngusi genlerinden ATR,
ATM, CDKN1A, CDKN1B, E2F4, RB1, TP53'lUn sirasiyla 14.5151, 284.283, 18.0796,
296.876, 73.4801, 73.9291, 1166.0394 kat ekspresyonunun arttigi, CCND1, CCND2,
CCND3, CDK2, CDK4, CDK6'nin sirasiyla 1175.9754, 294.8818, 18.2396, 35.7573,
9.0795, 1185.5571 kat anlamli derecede ekspresyonun azaldigi gorulmustir (p<0.05)
(Tablo 4.2). Hiicre déngusu genlerinden anlamli artis ve azalis géstermeyen genler Ek-
1’de verilmistir (p>0.05).

Tablo 4.2 Ferulik asitin PC-3 hlicre hattinda hlicre déngUsi gen ekspresyonlarinda
kontrol grubuna gdre artis ve azalig gdsteren genler

Gen Artis p-degeri  Gen Azalig p-degeri
ATR 14.5151+0.45 0.000 CCND1 -1175.9754+0.16 0.001227
ATM 284.283+0.37 0.000 CCND2 -294.8818+0.2 0.017

CDKNI1A 18.0796+0.18 0.0129 CCND3 -18.2396+0.12 0.0223

CDKN1B 296.876+0.21 0.02224 CDK2 -35.7573+0.4 0.0019
E2F4 73.4801+0.15 0.000443 CDK4 -9.0795+0.39 0.0000091
RB1 73.9291+0.17 0.028 CDK6 -1185.5571+0.21 0.000084
TPS53 1166.0394+0.27 0.0337

PC-3 prostat kanseri hlicre hatlarinda ferulik asitin etkileri doz ve kontrol
grubu ile karsilastirildiginda kontrol grubuna gore apoptoz genlerinden BIK, BAX,
CASP1, CASP2, CYCS'nin sirasiyla 4.5839, 5.256, 18.6663, 9.1843, 9.1538 kat
ekspresyonunun arttigi, BCL2'nin 9.356 kat ekspresyonunun azaldigi gértulmastir
(p<0.05) (Tablo 4.3). Apoptoz genlerinden anlamli artis ve azalis géstermeyen genler
Ek-2’de verilmigtir (p>0.05).
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Tablo 4.3 Ferulik asitin PC-3 hlicre hattinda apoptotik yolak gen ekspresyonlarinda
kontrol grubuna gore artis ve azalis gésteren genler

Gen Artis p-degeri Gen Azalig p-degeri
BIK 4.5839 +0.29 0.02114 BCL2 -9.3561+0.19  0.000011
BAX 5.256+0.3 0.000339

CASP1 18.6663+0.27 0.0054

CASP2 9.1843+0.35 0.0147

CYCS 9.1538+0.23 0.0117

4.2.2. Ferulik Asitin LNCaP Hiicre Hattinda Gen Ekspresyonlari Uzerine Etkisi

LNCaP prostat kanseri hiicre hatlarinda ferulik asitin etkileri doz ve kontrol
grubu ile karsilastirildiginda kontrol grubuna goére hicre dongusu genlerinden
CDKN1B, CDKN2B'nin sirasiyla 2.6397, 10.4652 kat ekspresyonunun arttigi, CCNF,
CCNT1, CDK6, CDK4’lin sirasiyla 3.0436, 5.2203, 21.0319, 8.025 kat ekspresyonunun
azaldig1 goérulmustir (p<0.05) (Tablo 4.4). Hicre dongusu genlerinden anlamh artis

ve azalis gostermeyen genler Ek-3’de verilmigtir (p>0.05).

Tablo 4.4 Ferulik asitin LNCaP hicre hattinda hlicre ddngusi gen ekspresyonlarinda
kontrol grubuna gdre artis ve azalis gdsteren genler

Gen Artis p-degeri Gen Azalis p-degeri

CDKN1B 2.6397+0.18 0.0447 CCNF -3.0436+0.33 0.0079

CDKN2B 10.4652+0.2 0.000533 CCNT1 -5.2203+0.41 0.04229
CDK6 -21.03191£0.25 0.00663
CDK4 -8.025+0.27 0.000073

LNCaP prostat kanseri hlicre hatlarinda ferulik asitin etkileri doz ve kontrol
grubu ile karsilastirildiginda kontrol grubuna goére apoptoz genlerinden CASP1,
CASP2, CASP8, CYCS, FAS, FASLG, TRADD’In sirasiyla 55.4755, 3.4851, 6.9203,
6.9774, 3.5007, 55.414, 3.3628 kat ekspresyonunun arttigi, BCL2, XIAP’In sirasiyla
13.9127, 6.8028 kat ekspresyonunun azaldigi gorulmustur (P<0.05) (Tablo 4.5).
Apoptoz genlerinden anlamli artis ve azalis gostermeyen genler Ek-4’de verilmigtir
(p>0.05).
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Tablo 4.5 Ferulik asitin LNCaP hicre hattinda apoptotik yolak gen ekspresyonlarinda
kontrol grubuna gore artis ve azalis gésteren genler

Gen Artis p-degeri Gen Azalig p-degeri
CASP1 55.4755 +0.42 0.0465 BCL2 -13.9127+0.14 0.00032
CASP2 3.4851+0.3 0.03325 XIAP -6.8028+0.4 0.0472
CASP8 6.9203+0.23 0.0259

CYCS 6.9774+0.43 0.0489

FAS 3.5007+0.21 0.049

FASLG 55.414+0.17 0.0486

TRADD 3.3628+0.19 0.0492

4.3. Ferulik Asitin Protein Ekspresyon Duzeyine Etkisi

Calismamizda, her iki hiicre hattinda hicre dénglisi ve apoptozda goérev
alan genlerden, ekspresyon analizleri sonucunda anlamli olarak degerlendirilen birer
gen degisimi protein dizeyinde western blot analizi ile gdsterilmistir. PC3 hucre
hattinda BCL2 ve CDK4 genlerinin protein dizeyindeki degisimi Sekil 4.3'de
gOsterilmistir. Elde edilen protein sonuglarinin ekspresyon sonuglari ile uyumlu oldugu

belirlenmigtir.

Kontrol Doz

CDK 4

PC3 BCL2

Beta aktin

Sekil 4.3 PC-3 hiicre hattinda ferulik asitin CDK4 ve BCL2 protein ekspresyon
diuzeylerine etkisi

LNCaP hucre hattinda CDK4 ve BCL2 genlerinin protein duzeyindeki
degisimi Sekil 4.4’ de gosterilmigtir. Elde edilen protein sonuglarinin ekspresyon

sonuglari ile uyumlu oldugu belirlenmistir.
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Kontrol Doz
S
| CDK 4
Beta aktin

Sekil 4.4 LNCaP hicre hattinda ferulik asitin CDK4 ve BCL2 protein ekspresyon
dizeylerine etkisi

4.4. Ferulik Asitin Apoptoz Uzerine Etkisi

300 yM FA dozuna maruz birakilan PC-3 ve 500 uM FA dozuna maruz
birakilan LNCaP hicrelerine ve kontrol hicrelerine TUNEL testi yapilarak FA’nin
apoptoz Uzerine etkisi degerlendiriimistir. Canli hucreler, apoptotik hicrelere
oranlanarak apoptoz orani bulunmustur. FA'nin PC-3 ve LNCaP hicre hatlarinda

siraslyla 2.5+0.47 ve 4.7+2 kat apoptozu indukledigi gozlenmistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6 Ferulik asitin PC-3 ve LNCaP hiicre hatlarinda apoptotik etkileri

Hiicre Grup Apoptoz(%) Apoptotik Indeks
PC-3 Kontrol 12+1.5 2.5£0.47

I1Csp 39.7+1.52
LNCaP Kontrol 7£1.7 4.7+2

ICsq 37.6£2.5

Ferulik asitin PC-3 ve LNCaP hiicre hatlarinda 1C;sdozunun apoptozu indikledigi

gOsterilmistir (Sekil 4.5) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5 PC-3 hiicre hattinda kontrol (sol) ve doz grubu (sag) hicrelerin TUNEL testi
sonuglarinin mikroskop goéruntuleri

Apoptotik Hiicreler

Sekil 4.6 LNCaP hiicre hattinda kontrol (sol) ve doz grubu (sag) htcrelerin TUNEL testi
sonuglarinin mikroskop goéruntuleri

4.5, Ferulik Asitin Hiicre invazyonuna Etkisi

invazyon odaciklarinin diger tarafina gegen hiicreler mikroskop altinda
sayllmistir. PC-3 ve LNCaP hicrelerinin invazyonunun mikroskop goruntisu verilmistir
(Sekil 4.7) (Sekil 4.8). PC-3 hicre hattinda kontrol grubunun invazyon orani %51.2+1.5
olarak hesaplanmis ve doz grubunda ise bu oran %33.3+0.6 olarak bulunmustur.
LNCaP hicre hattinda kontrol grubunun invazyon orani %63.5+2.3 iken doz grubunda
bu oran % 48.8+1.5 olarak bulunmustur (Tablo 4.7), (Sekil 4.9).

PC-3 hucrelerinde kontrole goére FA'nin invazyonu 9%33.610.5, LNCaP
hiicrelerinde ise %23+1.9 oraninda baskilamigtir.



PC-3

Kontrol 300 uM FA

Sekil 4.7 PC-3 kontrol ve FA doz invazyon fotograflari

LNCaP

Kontrol 500 pM FA

Sekil 4.8 LNCaP kontrol ve FA doz invazyon fotograflar

Tablo 4.7 PC-3 ve LNCaP hucre hatlarinda ferulik asitin invazyon kapasitesine etkisi
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Grup %Invazyon
PC-3 Kontrol 51.2+1.5
PC-3 300 uM (IC5q) FA dozu 33.3+0.6
LNCaP Kontrol 63.5+2.3

LNCaP 500uM(IC5q) FA dozu 48.8+1.5
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Sekil 4.9 Ferulik asitin PC-3 ve LNCaP hucre hatlarinda invazyona etkisi. *: Kontrol
grubundan farkl.

4.6. Ferulik Asitin Koloni Olugsumuna Etkisi

Baslangicta 6 kuyucuklu kultir kaplarina ekilen hicreler 10 gin sonra kristal

viyole ile boyanmig ve koloniler sayilarak ortalamalari hesaplanmigtir.

PC-3 hucre hatti kontrol grubu koloni sayilarinin ortalamasi 210+3 iken doz
grubunda ortalama koloni sayisi 130£2.6 olarak hesaplanmigtir (Sekil 4.10). PC-3
hicre hatti kontrol grubu ile karsilastirildiginda doz grubunda koloni olusumununun

%38+0.82 oraninda baskilandigi gorulmektedir.
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PC-3

Kontrol 300 pM FA

Sekil 4.10 PC-3 kontrol ve FA doz koloni fotograflari
LNCaP hicre hatti kontrol grubu koloni sayilarinin ortalamasi 175+1.5 iken
doz grubunda ortalama koloni sayisi 105+2 olarak hesaplanmigstir (Sekil 4.11). LNCaP

hicre hattinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda doz grubunda koloni olusumunun %

40+£1.7 baskilandigi goérulmektedir.

LNCaP

Kontrol 500 pM FA

Sekil 4.11 LNCaP kontrol ve FA doz koloni fotograflari
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Sekil 4.12 FA'nin PC-3 ve LNCaP hicre hatlarinin koloni olusturma kapasiteleri
Uzerine etkisi. *: Kontrol grubundan farkl.
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5. TARTISMA

Tumoér baskilayici genlerin inaktivasyonu, onkogenlerin aktivasyonu ve
epigenetik degisimler kanser gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Montenegro vd
2014). Gunumuzde molekuler gelismelerle birlikte en énemli sadlik problemlerinden
olan kanser ile ilgili yapilan calismalar artmakta, tedavi yontemleri gelismekte ve daha
az toksik tedaviler uygulanmaktadir. Prostat kanseri erkeklerde en sik rastlanilan
kanser tdrlerinden biridir ve tum kanserlerin %32’sini olusturmaktadir. Akciger
kanserinden sonra en sik goriilen 8lim nedenidir. ilerleyen yaslarda sik goriilen prostat
kanserinin riski yas artikga artmaktadir ve 80 yasin Uzerinde en ylksek oranda
gorilmektedir. Prostat kanseri belirtilerinin ge¢ farkedilmesi ve yavas ilerlemesi de

prostat kanserinin mortalitesinde dnemlidir.

ilerleyen bilim ve teknoloji ile birlikte kansere karsi savasta bilim insanlari
klasik tedavi yontemlerinin yani sira tamamlayici tedavi yOntemleride
gelistirmektedirler. Sentetik antioksidanlarin da toksik ve kanserojen olabilecegini
ortaya koyan caligmalarla birlikte dogal antioksidan kaynagdi olan meyve, sebze,
baharat ve bitkisel c¢aylara ilgi artmistir. Fenolik bilesiklerin antioksidatif ve
antimikrobiyal etkileri oldugu bilinmekle birlikte bu bilesiklerin antialerjik,
antienflamatuar, antidiyabetik, antipatojenik ve antiviral etkiye sahip oldugunu
kanitlayan birgok ¢alisma vardir (MacDougall 2002, Saldamh 2007). Fenolik bilesikler
ayni zamanda zararli oksidatif slreclerin inhibitérleri ve potansiyel antioksidanlari
olarak tanimlanmaktadirlar. Calismamizda kullanilan fenolik bir bilesik olan ferulik asit
piring, yulaf, kahve, turuncggiller, elma ve yabanmersini basta olmak Uzere sebze ve
meyvelerde bol miktarda bulunmaktadir (Clifford 1999, D’Archivio vd 2007). Hem in
vivo hem de in vitro calismalarla ferulik asitin serbest radikalleri uzaklastirmasi,
sitoprotektif enzimleri uyarmasi ve sitotoksik sistemleri inhibe etmesi nedeniyle kanser
terapisinde rol oynadigi gosterilmistir (Hemaiswarya ve Doble 2013). Bu calismada
erkeklerde ¢ok yuksek insidansa sahip prostat kanserine 11k tutmak amaciyla fenolik
bir bilesik olan FA'nin etkisinin arastirimasi ve molekller mekanizmasinin

aydinlatiimasi hedeflenmigtir.
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Ferulik asitin kanser Uzerine etkisinin arastiriimasi ile ilgili literatirde sinirh
sayida calismalar olmakla birlikte bazi ¢alismalar yapiimistir. Kanski ve ark. ferulik
asitin antioksidan potansiyeli sayesinde reaktif oksijen turleri araciligi ile néronal hasari
azalttigin gostermislerdir (Kanski vd 2002). Peng ve ark. yaptiklar bir aragtirmada,
T24 mesane kanseri hicrelerinde 2 mM dozda ferulik asitin sitotoksik etkisi 3 boyutlu
kalturlerin 2 boyutlu kultirlerden farkh biyolojik davranig sergiledigi gdsterilmistir.
Sonugta 3 boyutlu klltirde apoptotik oran %64 iken 2 boyutlu kiltirde %76 olarak
bulunmustur (Peng vd 2013). Yapilan bir ¢calisma sonucunda ferulik asitin U87MG
insan glioblastoma kanseri hiicre hatlarinda apoptotik yolagi aktive ederek sitotoksik
etkiye neden oldugu ve ferulik asit yUkli nano yapili tasiyicilarin bu etkiyi énemli
derecede arttirdig1 rapor edilmistir (Carbone vd 2014). Janicke ve ark. tarafindan
2011’de yapilan g¢alisma sonucunda ferulik asitin (150 uM 24 saat) Caco-2 kolon
kanseri hicrelerinde antiproliferatif etki sergiledigi gorilmuis ve hiicre dongisinin S
fazinda hiicre donglsuni durdurdugu goésterilmistir  (Janicke vd 2011). Ferulik asitin
T47D meme kanseri hicrelerinde ve ECV304 endotelyal hiicrelerde bluylimeyi inhibe
ettigi ¢esitli calismalarda gdsterilmistir (Kampa vd 2004, Hou vd 2004). Hemaiswarya
ve Doble tarafindan yapilan bir g¢alismada FA'nin HelLa insan serviks kanseri

hucrelerinde IC;y; dozu 320 pM bulunmustur (Hemaiswarya ve Doble 2013).
Calismamiz sonucunda da PC-3 hiicre hattinda ferulik asitin IC;; dozunun 300 uM 48

saat (Sekil 4.1), LNCaP hicre hattinda 500 uM 48 saat (Sekil 4.2) oldugu saptanmistir.

ATR geni kromozom 3g22-g24 bdlgesinde lokalize olmakla birlikte
fosfotidilinositol-3 (PI3) ve fosfotidilinositol-4 (P14) ailesinin bir Gyesidir. ATR geni PI3
kinaz gen ailesinden olan ATM geni ile siki bir iligki i¢cindedir. ATM proteini bir
serin/treonin kinazdir. ATM ve ATR DNA hasarina yanitta p53 ve MDM2 (p53
baglanma protein homologu) proteinlerinin  fosforilasyonunda ve hicresel
sinyalizasyonda 6nemli rol oynamaktadirlar (Gatei vd 2003, Cho vd 2005). ATM ve
ATR genleri genellikle DNA hasarinda birlikte aktivite gdstermekte ve asagi yonde
diger genlerin aktivasyonunda rol oynamaktadirlar. ATM genellikle DNA gift zincir
kiriklarina cevapta, ATR ise diger tip DNA hasarlarina karsi cevapta dnemlidir. ATM ve
ATR’nin hicresel stres yoklugunda aktive olmadidi ancak hicresel stres varliginda
aktif oldugu gosterilmistir (Shiloh ve Kastan 2001, Takagaki vd 2005).

DNA hasarina cevapta temel ve en 6nemli agama DNA tamir genlerinin
oynadigi roldiur (Ciccia ve Elledge 2010). DNA hasarina cevapta DNA hasari bagimli
PI3 kinazlar: ATM, ATR’ler ilk protein efektorleridir (Meyer vd 2007). ATM mutasyonlari
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prostat kanseri riskinin artmasi ve hastaligin agresifligi ile iligkilendirilmistir (Silva vd
2012).

ATM'’nin prostat kanserinde roliini belirlemek amaciyla yapilan bir galismada
normal prostat dokusu, yuksek gradeli prostat intraepitelyal neoplazi (PIN) ve
karsinoma dokusu alanlari immunohistokimyasal analizler ile incelenmistir. ATM’nin
normal prostat dokusu ve karsinoma dokusu ile karsilastiriidiginda PIN’lerde daha
yuksek oranda aktive edildigi rapor edilmistir. PIN genellikle prostat kanserinin énculeri
olarak kabul edilmektedir ve prostat tumdérinin erken asamalarinda ATM
aktivasyonunun, ATM aktivasyonunun zayiflamasi ile meydana gelen kanser

ilerlemesini baskiladigi dusunulmustar (Fan vd 2006).

p53 timodr supresér geni kromozom 17p13.1’de lokalizedir. Bu gen;
apoptozun  kontroli, hlcre doéngusinin dizenlenmesi, hicre blylmesinin
durdurulmasi, genotoksik ya da hucresel strese yanit olarak farkllagsma, timor
anjiyogenezinin kontrolt, DNA tamirinde rol oynayan bir ¢ok genin regilasyonununda
onemlidir (WEB_12).

Prostat kanserinin ilerlemesi sirasinda Akt ve c-Myc gibi gesitli onkogenik
sinyaller aktive edilmekle birlikte BRCA1/2 ve p53 gibi DNA hasarina yanitta gérev alan
genler prostat kanserinde mutasyona ugrayabilmektedir (Karanika vd 2014).

Prostat kanserinin erken asamalarinda p53 mutasyonu ya da kayiplari dusuk
olmasina ragmen, p53 mutasyonlari prostat kanserinin ge¢ asamalarinda sik
goOrulmektedir. Ayrica mutant p53, p53 ailesinin bir Gyesi olan p63’e baglanarak kanser

hicre invazyonunu indiklemektedir (Kubota vd 1995, Muller vd 2013).

Morris ve ark tarafindan yapilan bir calismada LNCaP prostat kanseri hiicre
hattinda p53’tn wild tipte oldugu ancak p53 inhibitéri IASPP’larin  (inhibitor of
apoptosis-stimulating protein of p53) yluksek oranda eksprese edildigi gosterilmistir.
Metastatik prostat kanserlerinin ¢ogu wild tip p53 eksprese etmektedir. Bu ¢calismada
IASPP’lerin p53 fonksiyonlarini inaktive edebilecedi ve prostat kanserinin ilerlemesine
neden olabilecegi rapor edilmistir. /n vivo calismalar ile invaze olmus prostat

hiicrelerinde IASPP’lerin yiiksek oranda ifade oldugu gdsterilmistir (Morris vd 2014).

Calismada DNA hasarina bagh hiicre dongusinin igleyis mekanizmasinda
onemli rol oynayan ATM, ATR ve p53 gen ekspresyonlari incelenmig ve androjen
bagimsiz olan PC-3 hicre hattinda kontrol grubuna gére FA'nin ATM, ATR ve p53 gen
ekspresyonlarinda sirasi ile 284.283, 14.5151, 1166.0394 kat anlamli bir artisa neden
oldugu goériimustar (ATM p=0.000 ATR p=0.000 ve p53 p=0,0337). LNCaP hicre
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hattinda ATM, ATR ve p53 gen ekspresyonunda anlamli degisim bulunamamistir. Bu
sonuglar FA'nin prostat kanseri hucre hatlarinda antiproliferatif etkiye neden olan

genlerin ekspresyon artiglarinin hiicresel yaniti da giglendirdigini distndirmektedir.

Hicre dongusunin cgesitli asamalarinda gérev alan CDK’larin dizenleyicisi
olarak gorev alan siklinler, hiicre déngusinin belirli agsamalarinda sentezlenmekte ve

sonra yikima ugramaktadirlar.

Sirasiyla kromozom 11g13, 12p13 ve 6p21 bdlgesine lokalize olan Siklin D1
(CCND1), siklin D2 (CCND2) ve siklin D3 (CCND3), CDK’larin dizenlenmesinden
sorumludur. Cogunlukla CDK4/6 ile iliskilidirler ve hiicre dénglstnin G1 fazinda ve

G1/S gecisinde 6nemli rol oynamaktadirlar (WEB_12).

Hou ve ark. tarafindan yapilan bir calismada ECV304 endotelyal hiicrelerde
FA'nin (80 uM) GO/G1 fazinda hucreleri durdurucu etki yaptigi flow sitometri
calismalari ile gosterilmistir.  Ayrica, CCND1 proteininde ve RB protein
fosforilasyonunda azalma CDKN1A (P21) protein ifadesinde artis oldugu gosterilmis ve

hicre dongustinde ilerlemeyi durdurma ile iligkilendirilmistir (Hou vd 2004).

Hou ve ark. nin yaptigi ¢alismanin sonuclarinin aksine Wang ve ark.
tarafindan yapilan bir calismada ise ECV304 endotelyal hiicrelerde ferulik asitin doz
bagimh olarak (0.1 ug/ml-10 ug/ml) hicre proliferasyonunu arttirdigi gosterilmistir.
Flow sitometrik analizler ile GO/G1 asamasinda hucrelerin azaldidi, S asamasinda ise
hicrelerde 6nemli artis gorilmuastir. FA'nin bu etkisi CCND1 ve VEGF’nin mRNA
seviyesinde artisi ile iligkilendirilmigtir (Wang vd 2011).

Siklin D2 (CCND2)’nin insan mide (Mermelshtein vd 2005), prostat (Dong vd
2010), ovaryum ve testis (Susaki vd 2007) tumorlerinde asiri eksprese oldugu cesitli

calismalar ile gosterilmistir.

Nikoleishvili ve ark. benign ve malign prostat dokularinda p27 (CDKN1B) ve
siklin D3 (CCND3) aktivitesini immunohistokimyasal olarak degerlendirmiglerdir.
Dokular klinik parametrelere goére ayrildiginda p27°nin ekspresyonunun prostat kanser
dokusu ile kargilastinldiginda BPH'de daha ylksek oldugu goértulmustir. CCND3 ve
serum PSA seviyesinin pozitif korele oldugu gdsterilmis ve Gleason skoru arttikga

CCND3 ekspresyonun da arttigi rapor edilmigtir (Nikoleishvili vd 2008).

Androjenlerin etkisi AR ve prostat kanser hicrelerinde G1/S gegisinin kritik
duzenleyicileri olan AR koaktivatorleri araciligiyla meydana gelmektedir (Knudsen vd
1998, Balk ve Knudsen 2008). Bu suregte CCND1 ve CCND3’'un 6nemli role sahip
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oldugu Xu ve ark. tarafindan goésterilmistir. Androjen yoklugunda prostat kanseri
hucreleri CCND1 ve CCND3 ifadesinin kaybi ve CDK4 aktivitesinin zayiflamasina RB
timor baskilayici genin aktivasyonunun da eslik etmesi ile erken G1 fazinda
durmaktadir (Knudsen vd 1998, Xu vd 2006). RB prostat adenokarsinomalarinin %30-
60’'iInda fakl mekanizmalar ile kayiptir veya inaktiftir (Brooks vd 1995, Ittmann ve
Wieczorek 1996, Tricoli vd 1996, Jarrard vd 2002).

Mesane kanseri ile yapilan bir ¢calismada RB kaybinin timér buydmesini
artirdigi sonucuna variimigtir (Chatterjee vd 2004). Bagka bir ¢gaismada da meme
kanserinde RB ekspresyonunun azalmasi veya yoklugunun timoér hcre
proliferasyonunda artisa neden oldugu immunohistokimyasal ¢alismalarla gdsterilmistir
(Ogawa vd 1998).

Bu ¢alismada PC-3 prostat kanseri hiicre hattinda FA doz grubunda kontrole
gbre CCND1, CCND2 ve CCND3 gen ekspresyonlarinin sirasi ile 1175.9754,
294.8818, 18.2396 kat azaldigi RB1 gen ekspresyonunda 73.9291 kat arttigi
gorulmustir (CCND1 p=0.001227, CCND2 p=0.017, CCND3 p=0.0223 ve RB1 p=
0,028). LNCaP hicre hattinda bu genlerde anlamli degisim gdzlenmemistir. Bu
sonuglar FA'nin prostat kanseri hicre hattinda G1/S evresinde hicre déngusu
durdurulmasinda 6nemli olan genlerdeki ekspresyonun azalmasindan dolayi hicre

doéngusunun durdurulmasina neden olabilecegi disunulmektedir.

Siklin F (CCNF) kromozom 16p13.3'de lokalizedir ve en biylk (87 kDa)
siklindir. Siklin F CDK’lara baglanmamakta ve onlari aktive etmemektedir. Ancak diger
siklinler gibi hiicre dénglsiinde salinmakta ve G2’'de en ylksek seviyeye ulasmaktadir.
Siklin F hicre dongusunun G2 fazi boyunca sentrioller ile iligkilidir (D’Angiolella vd
2010).

Bu ¢alismada LNCaP hicre hattinda kontrole gére doz grubunda CCNF gen
ekspresyonunda 3.0436 kat azalis saptanmistir (CCNF p=0.0079). PC-3 hicre

hattinda anlamh degisim gorulmemistir.

Siklin T1 (CCNT1) kromozom 12g13.11 bolgesine lokalizedir. Bu gen yuksek
oranda korunmus siklin C alt ailesinin bir Uyesini kodlamaktadir. Bu genin asiri
ekspresyonu timor bulydmesi ile iligskilendirilmistir. CDK9 aktivasyonu CDK9/CCNT1
kompleksinin olugsumu baslatmaktadir (WEB_12).

Galismanin  sonucunda LNCaP hicre hattinda kontrol grubu ile
kargilagtirildiginda FA doz grubunda CCNT1 gen ekspresyonunda 5.2203 kat azalis
gorulmustur (p=0.04229).
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Hicre dongusu ilerlemesinde gérev alan CDK2, CDK4 ve CDK6 sirasliyla
kromozom 12913, 12914 ve 7q21-q22’de lokalizedir. Cesitli siklinler ve siklin bagimli
kinaz inhibitorleri tarafindan kontrol edilmektedirler (WEB_12).

CDKN1A (p21Cip1), CDKN1B (p27Kip1) siklin bagimh kinaz inhibitorlerinin
Cip/Kip ailesinin Gyelerindendir. Bu inhibitérler G1/S kontrol noktasinda anahtar rol
oynayan RB geninin fosforilasyonunu engeller ve hiicre déngtsinin durmasini kontrol
etmektedirler. Bu ailenin Uyeleri CDK aktivitesini diizenlemekte ve hiicre doéngusu
baskilanmasini uyarmaktadir (Zieske 2000). Cip/Kip ailesinin tyeleri CDK2, 4 ve 6'nin
siklin A, D ve E ile yaptiklari komplekslere baglanarak hiicre dénglsiu boyunca

ilerlemeyi de denetlemektedirler (Cooper ve Hausman 2006).

CDKN2B siklin bagimh kinaz inhbitorlerinin INK4/ARF ailesinin Uyelerinden
olup kromozom 9p21’de lokalizedir. Siklin D-CDK4/6 kompleksinin fosforilasyonunu

engellemekte ve G1’deki restriksiyon noktasindan gecisi baskilamaktadir (WEB_12).

Janicke ve ark tarafindan yapilan bir calismada hidroksisinnamik asit
ailesinin bir Gyesi olan para-kumarik asitin (150/1500 uM) Caco-2 kolon kanseri
hicrelerinde CDKN1A (p21) ifadesini arttirdigi gosterilmistir (Janicke vd 2011).

Sirma ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada Kklinik prostat kanseri
orneklerinde CDKN1B seviyesi immunohistokimyasal yontem ile degerlendiriimistir.
CDKNA1B ifadesi 4.699 prostat kanseri doku drneginin %18.6’sinda negatif, %33.5'inde
zayif, %28.4’Unde orta ve %19.5’inde ylksek olarak degerlendirilmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda prostat kanserlerinin yaklasik %20’sinde CDKN1B ifadesinin kayboldugu

rapor edilmistir (Sirma vd 2013).

Calismamizda androjen bagimsiz olan PC-3 hucre hattinda kontrol grubuna
gore FA'nin CDKN1A, CDKN1B gen ekspresyonlarinda sirasi ile 18.0796, 296.876 kat
anlaml artisa CDK2, CDK4, CDK6 gen ekspresyonlarinda sirasi ile 35.7573, 9.0795,
1185.5571 kat anlamh azalisa neden oldugu goérulmistir (CDKN1A p=0.0129,
CDKN1B p=0,02224, CDK2 p= 0.0019, CDK4 p=0.0000091, CDK6 p=0.000084).

Androjen bagimli olan LNCaP hucre hattinda kontrole gére FA'nin CDKN1B,
CDKN2B gen ekspresyonlarinda sirasi ile 2.6397, 10.4652 kat artisa, CDK4 ve CDK6
gen ekspresyonlarinda sirasi ile 8.025, 21.0319 azalisa neden oldugu goérilmustar
(CDKN1B p=0.0447, CDKN2B p=0.000533, CDK4 p=0.000073, CDK6 p=0.00663). Bu

sonuglar FA'nin prostat kanserinde hiicre dénglsunun ilerlemesinde édnemli rolleri olan
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bu genlerdeki degisimlerden dolayl hicre ddngistu durdurulmasi Gzerine etKkili

olabilecegini gdstermektedir.

E2F4 geni, E2F transkripsiyon faktéri gen ailesinin bir Uyesidir. E2F gen
ailesi hucre dongusinun kontrolinde ve tUmor baskilayici proteinlerin aktivitesinde
onemli rol oynamaktadir. E2F transkripsiyon faktorleri G1/S ve G2/M hicre dongusu
gegciglerinin yanisira DNA replikasyonunun anahtar bilesenlerinin ifadesini kontrol
etmektedir (Trimarchi ve Lees 2002, Zhu vd 2004). E2F proteinleri DNA baglanma
bolgesi, farklilagsmay! duzenleyen transkripsiyon faktorlerini iceren proteinlerle
etkilesime giren bir dimerizasyon bdlgesi, asidik amino asitlerce zengin bir
transaktivasyon bdlgesi ve tUmor baskilayici proteinlerle iligkili bolge olmak Uzere
korunmus bélgelere sahiptir. GO veya G1 fazinda hicreler aktif fosforile olmamis RB
icermektedir. RB bu asamada E2F4 transkripsiyon faktorl ailesini baglayarak hiicre
¢ogalmasini énlemektedir. Hicre buytime faktorleri ile uyarildiginda siklin D ve siklin E
konsantrasyonu artar ve sonugta siklinD/CDK4, siklin D/CDK6 ve siklin E/CDK2
aktivasyonu RB fosforilasyonuna yol agcmaktadir. Asiri fosforile olmus RB formu E2F4
transkripsiyon faktorini serbest birakir ve degisik hedef genleri aktive eder. RB
proteini yoklugunda veya transkripsiyon faktorlerinin yetersizligi durumunda,
mutasyonlar ortaya ¢ikmakta ve hlicre S fazina gegcmektedir (Chellappan vd 1991,
Mittnacht ve Andweinberg 1991, WEB_12). Onceki calismalarda insan meme
kanserlerinin %10-40’inda RB geninin foksiyonunu kaybettigi gosterilmistir (Shackney

ve Silverman 2003).

Genellikle hiicre déngusu ve hicrenin bayumesi sirasinda dizenlenen E2F1-
3 transkripsiyonel aktivitorler olarak hareket ederken E2F4-5 RB ile baglandiginda

transkripsiyonel baskilama kompleksi olugturmaktadir (Attwooll vd 2004).

Plesca ve ark. tarafindan yapilan bir calismada C4-2 prostat kanseri hlicre
hattinda E2F4 geninin susturulmasi ile E2F4 yoklugunda uygun olmayan G2
ilerlemesine neden oldugu gdsterilmistir. C4-2 prostat kanseri hiicre hatlarinda E2F4’Gn
susturuldugu durumda DNA cift zincir kiriklarinin da arttig1 rapor edilmistir (Plesca vd
2007).

Calismamizda, PC-3 hiicre hattinda kontrol grubuna gére FA doz grubunda
E2F4 gen ifadesinde 73.4801 kat artis gdzlenmistir (p=0.000443). Prostat kanseri
hucrelerinde FA uygulamasi ile artan E2ZF4’Un RB1 ile kompleks olusturmasi sonucu
transkripsiyonun baskilanmasi ile hucre dongusu durmasina neden olabilecegini

dusUndirmektedir.
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Apoptozun duzenlenmesinde anahtar rol oynayan proteinler BCL2/BAX gen
ailesinin Uyeleridir. Yirmi Gyesi bulunan bu ailenin bazilari apoptozu inhibe ederken
bazilarida apoptozu uyarir ve proapoptotik genler olarak adlandiriimaktadir. Bu genler
kendi aralarinda homo veya heterodimer olusturabilmektedir. BAX, BCL2 ile
heterodimer olusturdugu durumda BAX, BCL2 etkisini antagonize etmektedir. Hlcrenin
yasayabilirligi proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerin oranina baghdir. Mitokondrinin
zarlar arasinda yer alan sitokrom c’nin (CYCS) sitozole gegmesi apoptozu
baslatmaktadir. Anti-apoptotik olan BCL2 sitokrom c’nin sitozole gegisini engellerken
BAX, sitokrom c’nin sitozole gecisine katki saglamaktadir (Nagata 1997, Cooper ve
Hausman 2006).

Kromozom 7pl5.3'de lokalize olan ve apoptozda mitokodriden sitozole
salinan sitokrom c, apoptozom olusumu igin apoptotik proteaz aktive edici faktér 1’e
(APAF 1) baglanmaktadir. (Riedl ve Salvesen 2007).

FA’nin tek basina 1-40 pg/ml dozda veya 2-deoksi-glukoz ile kombine
edildiginde NCI-H460 akciger kanseri hucrelerinde radyasyon indukli hicre 6lumunu
p53, p21, nuklear factor kB (NFkB), BAX ve kaspaz-3 araciligi ile arttirdigi gosterilmistir
(Bandagula ve Prasad 2013).

Calismamizda PC-3 hicre hattinda kontrol grubuna gére doz grubunda
TP53 (p53), BAX gen ekspresyonlarinda sirasiyla 1166.0394, 5.256 kat artig, BCL2
gen ekspresyonunda 9.356 kat azalis gorulmuastir (TP53 p=0.0337, BAX p=0.00039,
BCL2 p=0.000011). LNCaP hicre hattinda ise BCL2 gen ekspresyonunda kontrol
grubuna gdre 13.9127 kat anlamli derecede azalma saptanmistir (p=0.00032). Bu
tumor baskilayici ve apoptotik genlerde artig, antiapoptotik proteinlerde azalis FA'nin

prostat kanseri hiicreleri Uzerine apoptotik etkisinin olabilecegini disindirmektedir.

Kromozom 22q13.31 boélgesinde lokalize olan BCL2 ailesinin proapoptotik
tyesi BIK genellikle endoplazmik retikulum zarinda bulunmaktadir. Sitoplazmaya
endoplazmik retikulumdan kalsiyum ve mitokondriden CYCS’nin salinimi ile apoptozu
indUklemektedir (Chinnadurai vd 2008, Tong vd 2001).

Calismamiz sonucunda, PC-3 hicre hattinda kontrole gére FA doz grubunda
BIK ve CYCS gen ekspresyonlarinin sirasiyla 4.5839 ve 9.1538 kat arttigi goriimuagstir
(BIK p=0.02114, CYCS p=0.0489). LNCaP hicre hattinda ise kontrole gére FA doz
grubunda CYCS gen ekspresyonunun 6.9774 kat anlamh derecede arttigi goéralmustar
(p=0.0489).
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Kromozom 11g23’'te lokalize olan kaspaz 1 (CASP1) cgesitli gelisme
asamalarinda fonksiyon gosterdigi ve hicre apoptozunu indikledigi goésterilmistir
(WEB_12). Prostat kanserinin ilerlemesinde kaspaz 1’in roli ile ilgili galismalar yapilmis
ve Guo ve ark. tarafindan yapilan calismada kaspaz 1’in indiklenmesinin LNCaP
hicrelerinde apoptoza neden oldugu gdsterilmistir (Guo ve Kyprianou 1999). Ayrica
Winter ve ark. tarafindan kaspaz-1 protein seviyesinin normal prostat ile
karsilastirildiginda prostat kanser érneklerinin cogunda (%80) kaspaz 1’in baskilandigi
rapor edilmistir (Winter vd 2001). Kaspaz 1’in baskilanmasi prostat kanseri hiicrelerinin

hayatta kalmasina katki saglamaktadir.

Calismamizda CASP1’'in hem PC-3 hem de LNCaP hucre hatlarinda FA doz
uygulamasi ile birlikte sirasi ile 18.6663, 55.4755 kat arttigi gordimustir (sirasiyla
p=0.0054 ve p=0.0465).

Kromozom 7q34-q35’de lokalize olan kaspaz 2 (CASP2), kaspaz 8, kaspaz 9
ve kaspaz 10 gibi baslatici kaspaz olarak kabul edilmektedir. Olim reseptér aracili ve
stres durumunda apoptoz ile iligkilendiriimektedir. DNA hasarina cevap olarak
mitokondriden sitokrom ¢ salinimini uyarmaktadir (Lassus vd 2002, Robertson vd
2002, Wagner vd 2004, Werner vd 2004).

Kanser tedavisinde histon deasetilaz (HDAC) inhibitorlerinin ve TRAIL
kombinasyonu insan timorleri Gzerine etkisi ¢ok guglidir. Bir galismada ALVA-31, DU-
145 ve LNCaP prostat kanseri hicre hatlari kullaniimis ve DU-145 hicrelerinde HDAC
inhibisyonu CASP2 aktivitesinin artmasina neden olan protein kinaz kasein kinaz 2
aktivitesini arttirmigtir. CASP2 aktivitesinin artmasi araciligi ile TRAIL iligkili apoptozun
da arttigi rapor edilmistir (VanOosten vd 2007).

Bu g¢alismada CASP2’nin hem PC3 hem de LNCaP hiicre hatlarinda FA doz
uygulamasi ile birlikte sirasi ile 9.1843 , 3.4851 kat arttigi gértlmastir (sirasiyla
p=0.0147 ve p=0.03325).

Kromozom 2g33-g34 ‘da lokalize olan kaspaz 8 (CASP8) apoptotik yolakta
merkezi role sahiptir. Apoptotik sinyal iletimi 6lim reseptoérleri tarafindan basglatilir.
Aktivasyon kaspaz 8 ve kaspaz-10 gibi kaspazlar aktif hale getiren FADD, TRADD gibi
6lum domainlerinin birlesmesine neden olur. Bu olay diger kaspazlarin aktivasyonu ile
sonucglanmakta ve hiicre 6lumua gergeklesmektedir (Zimmermann vd 2001, Degterev ve
Yuan 2008). Kanser hicreleri apoptozdan kagmak igin 6lim reseptéri FAS’|
baskilamakta ve bunun sayesinde kanser ortaya cikmakta ve ilerlemektedir. Kanser

kemoterapisinde gunumuzde apoptotik sinyal vyolaklarinin tetiklenmesi ya da
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duzenlenmesi (zerine odaklanimistir. Kampa ve ark. yaptiklari bir c¢alismada
FAS/FASLG araciligi ile FA'nin T47D insan meme kanseri hlcre hatlarinda apoptozu

indukledigi gosterilmistir (Kampa vd 2004).

Calismamizda, LNCaP hiacre hattinda FA doz uygulamasinin  kontrol
grubuna gére CASP8, FAS, FASLG ve TRADD gen ekspresyonlarinin sirasi ile 6.9203,
3.5007, 55.414 ve 3.3628 kat anlamh artig goérulmustir (CASP8 p=0.0259, FAS
p=0.049, FASLG p=0.0486, TRADD p=0.0492). PC-3 hicre hattinda bu genlerde

anlaml artis ya da azalig saptanmamistir.

XIAP geni, kromozom Xqg25'de lokalizedir ve apoptoz baskilayici protein
ailesinin bir Uyesidir (WEB_12). Cogu aragtirmaci XIAP’In klinik ve patolojik rollerine
odaklanmigtir ve prostat kanserinide iceren birgok kanserde malign potansiyeli ve
prognozu ile korele oldugunu rapor etmislerdir. XIAP, kaspaz-3 aktivitesini ve apoptotik
mekanizmalari duzenleyerek prostat kanserinin ilerlemesinde rol oynayabilmektedir
(Krajewska vd 2003; Ramp vd 2004).

Apoptoz protein inhibitérlerinden clAP1, clAP2, XIAP, survivin, NAIP ve XIAP
60 insan tumor hattinda incelenmis ve protein seviyesinde yaygin olarak clAP1, XIAP

ve survivin ifadesi gértlmustir (Tamm vd 2000).

Krajewska ve ark. tarafindan yapilan bir galismada, IAP (apoptoz inhibitéri)
ailesinin Uyeleri olan clAP1 (apoptoz protein inhibitoéri 1), clAP2 (apoptoz protein
inhibitérd 2) , XIAP (X kromozom bagli apoptoz inhibitdri) ve survivin hem insan hem
fare prostat kanser dokularinda immunohistokimyasal analiz sonucunda bu dort

inhibitériinde upregule oldugu rapor edilmistir (Krajewska vd 2003) .

Galismamizda LNCaP hicre hattinda kontrole goére karsilastirildiginda FA
doz uygulamasinin XIAP gen ekspresyonunu 6.8028 kat anlamli derecede azaldigi
gorulmustir (p=0.0472). PC-3 hiucre hattinda anlamli azalis ya da artisa

rastlanmamistir.

Apoptozda meydana gelen DNA fragmentasyonunun belirlenmesi icin
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP Nick End
Labeling) yontemi siklikla kullaniimaktadir. Bu yontem, DNA zincirinin 3'OH bélgesine
biyotinle konjuge edilmis nlkleotidleri eklemekle gbrevli terminal transferaz enziminin
etkisini ortaya cikarmigtir. TUNEL apoptozun belilenmesinde sik kullanilan
yontemlerden birisidir (WEB_13).
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Karthikeyan ve ark. tarafindan yapilan bir galismada FA’nin (10 pg/ml) HeLa
ve ME-180 insan serviks kanser hucreleri Uzerine apoptotik etkisi degerlendirilmis ve
sonug olarak apoptotik oranin HelLa hicre hattinda %22.3 ve ME-180 hticre hattinda
%18,4 oldugu gosterilmistir (Karthikeyan vd 2011).

Yaptigimiz calismada, prostat kanseri hicre hatlarinda FA’nin apoptotik
etkileri TUNEL yontemi ile arastiniimistir. Bu dozlarda FA'nin PC-3 ve LNCaP hicre

hatlarinda sirasiyla 2.5+£0.47 ve 4.7+2 kat apoptozu indikledigi gdézlenmisgtir.

Tsai ve ark. yaptigi arastirmada A549 insan akciger adenokarsinom
hicrelerinde ferulik asit belli dozlarda denenmis hicrelerin kontrol grubu ile
karsilastiriidiginda %88’inin canh kaldigi ve ferulik asitin A549 insan adenokarsinom
hicrelerinde toksik olmadigi rapor edilmistir. Ancak g¢alisma sonucunda ferulik asitin
100 pM'dan daha yuksek konsantrasyonlarda A549 hucrelerinin invazyonunu uyaran
forbol-12-miristat-13-asetati inhibe ettigi bulunmustur (Tsai vd 2013).

Fang ve ark. tarafindan yapilan bir calismada ferulik asit tirevi olan feruloyl-
L-arabinozun H1299 akciger kanseri hicrelerinde doz bagimli olarak G2/M evresinde
hicre déngusinin durmasina neden oldugu rapor edilmis. Matriks metalloproteinaz 2
ve 9 un aktivitesini azaltarak invazyonu baskiladigi gosterilmis ve migrasyonun

baskilandigi da yara iyilesme deneyi (wound healing) ile gosterilmigtir (Fang vd 2013).

Yuan ve ark. tarafindan yapilan bir calismada ferulik asitin VSMC (vaskuler
diz kas hucreleri) Uzerine invazyon etkisi degerlendirilmigtir. FA'’nin VSMC
hicrelerinde invazyonu onemli derecede azalttiyi gosterilmistir. MMP-2 ve MMP-9
MRNA ekspresyonunu gergek zamanh PZR ile TIMP-1 (metalloproteinaz inhibitori-1)
ve TIMP-2 (metalloproteinaz inhibitérii-2) protein ekspresyon seviyesi western blot
analizi ile degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak; FA'nin MMP-9 mRNA ekspresyonunu
azaltarak ve TIMP-2 protein ekspresyonunu arttirarak VSMC hicrelerinin
migrasyonunu baskiladigi rapor edilmistir (Yuan vd 2012).

Bu calismanin sonuglarina gore; FA doz uygulamasi kontrol grubuna goére
PC-3 ve LNCaP prostat kanseri hiicre hatlarinda invazyonu sirasi ile %33.6+0.5 ve

%23+1.9 oraninda baskiladigi bulunmusgtur.

Karthikeyan ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada FA'nin (10 pg/ml) HelLa
ve ME-180 insan serviks kanser hucrelerinin koloni sayisini doz bagimli olarak azalttigi

rapor edilmistir (Karthikeyan vd 2011).
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Calismamizda FA’nin koloni olusumu Uzerine etkisi degerlendirilmigtir. PC-3
ve LNCaP prostat kanseri hicre hatlarinda FA doz uygulamasinin kontrol gruplarina
gbre koloni olusumunu sirasi ile %38+0.82 ve %40+1.7 baskiladiyi saptanmistir.
FA’nin prostat kanseri hiicre hatlari Gzerinde hem invazyon hem de koloni olusumunu

baskilayici etkisi metastazi da baskilayabileceg@ini gostermektedir.

Prostat kanserinde ve diger kanser turlerinde, Ozellikle hastaligin
prognozunda molekiler genetik yontemler daha siklikla tercih edilmeye baglanmistir.
Genetik degisiklikler sebebi ile aktive olan sinyallesme vyolaklarinin belirlenmesi
karsinogenezin aydinlatimasina sk tutacak ve hedef tedavi stratejilerinin
gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Ozellikle farkh sinyallesme yolaklari arasindaki
karisiklik, tek bir moleklll hedeflemenin yeterli olmayacagini da akla getirebilir. Sonug
olarak, FA’'nin prostat kanseri Uzerine etkileri hiicre dongUsu ve apoptotik yolak genleri
aracihg! ile kapsamli olarak incelenmis ve prostat kanseri hicrelerinde c¢ogalma,
invazyon ve koloni olusumunu 6nemli derecede baskiladigi gosterilmistir. FA'nin
prostat kanseri Uzerine etkisinin molekuler mekanizmasinin daha da iyi anlasiimasi i¢in
daha ileri calismalar ile daha da aydinliga kavusturulmasi gerekmektedir. Ayrica, diger
kanser turlerinde oldugu gibi prostat kanserinde de hulcre sinyal ileti yolaklarinda
gorulen gen etkilesimlerindeki bozukluklarin tanimlanmasi, karsinogeneze Isik
tutabilmesi ve prognoza yonelik yeni hedef sagaltim modellerinin gelistiriimesi icin bu

gibi cesitli calismalarin yapiimasi gerekmektedir.
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6. SONUG

Bu calismada; androjen bagimsiz PC-3 (adenokarsinom evre 4) ve androjen
bagimli LNCaP (karsinom) prostat kanseri hlicre hatlarinda ticari olarak satin aldigimiz

ferulik asitin etkisi arastirilmig olup sonuglar asagida 6zetlenmigtir.

» Ferulik asitin IC;; degeri androjen badimsiz PC-3 ve androjen bagdimli LNCaP

prostat kanseri hiicre hatlarinda sirasi ile 48. saatte 300 uM ve 500 uM olarak
saptanmistir.

» FA’nin PC-3 ve LNCaP hicre hatlarinda IC;; dozlarinin hicre dongusu sinyal

iletimi ve apoptoz (programlanmis hiicre 6limu) yolaklarindaki gen ekspresyonlari
Uzerine etkilerinin analizleri yapilmistir.

» PC-3 prostat kanseri hicre hatlarinda ferulik asitin etkileri doz ve kontrol grubu ile
karsilastiriidiginda kontrol grubuna gére hicre déngusi genlerinden ATR, ATM,
CDKNI1A (p21), CDKN1B (p27), E2F4, RB1, TP53 ekspresyonunun arttigi, CCND1,
CCND2, CCND3, CDK2, CDK4, CDK6 ekspresyonunun azaldigi gordimustar.
Apoptoz genlerinde ise doz ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda kontrol grubuna
gére BIK, BAX, CASP1, CASP2, CYCS ekspresyonun arttigi, BCL2 ekspresyonun
azaldig1 gordimustar. Ayrica PC-3 hiicre hattinda FA dozu ile mRNA seviyesinde
anlamh azahg goérilen genlerden BCL2 ve CDK4 protein seviyesi western blot
yontemi ile degerlendirilmis ve sonuglarin mRNA ekspresyon seviyesindeki degisim
ile korele oldugu bulunmustur. Bu sonuglara gére FA’nin PC-3 hiicre hattinda huicre
doéngusuni durdurabilecedi saptanmistir.

» LNCaP prostat kanseri hiicre hatlarinda ferulik asitin etkileri doz ve kontrol grubu ile
karsilastiriidiginda kontrol grubuna goére hicre dongusi genlerinden CDKN1B
(p27), CDKN2B (p15) ekspresyonun arttigi, CCNF, CCNT1, CDK6, CDK4
ekspresyonun anlamli derecede azaldigi gorulmustur. Apoptoz genlerinde ise doz
ve kontrol grubu ile kargilastirildiginda kontrol grubuna goére CASP1, CASP2,
CASP8, CYCS, FAS, FASLG, TRADD ekspresyonun arttigi, BCL2, XIAP
ekspresyonunun anlamli derecede azaldigi gorulmustir. Ayrica LNCaP hicre
hattinda FA dozu ile  mRNA seviyesinde anlamli azalis olan genlerden BCL2 ve

CDK4 proteininin seviyesi western blot ydntemi ile degerlendirilmis ve sonuglarin
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MRNA ekspresyon seviyesindeki degisim ile korele oldugu bulunmusgtur.
Bulgularimiz sonucunda LNCaP hicre hattinda FA’nin apoptotik yolagi
indukleyebilecegi tespit edilmigtir.

FA’nin PC-3 ve LNCaP hicre hatlarinda sirasiyla 2.5+0.47 ve 4.7+2 kat apoptozu
indukledigi TUNEL yontemi ile saptanmigtir.

PC-3 hicrelerinde kontrole gore FA’nin invazyonu %33.6+£0.5, LNCaP hucrelerinde
ise %23%1.9 oraninda baskiladigi matrigel-invazyon testi ile bulunmusgtur.

PC-3 ve LNCaP hicre hatlarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda FA’'nin koloni
olusumunu sirasi ile %3810.82 ve %40+1.7 oraninda baskiladidi koloni olusumu
testi ile gorulmustir.

FA’nin prostat kanseri hicre hatlari Uzerinde hem invazyon hem de koloni

olusumunu baskilayici etkisi metastazi da baskilayabilecegini gostermektedir.



81

7. KAYNAKLAR

Abate-Shen CA, Shen MM. Molecular genetics of prostate cancer. Genes Dev 2000;
14(19): 2410-34.

Aprikian AG, Bazinet M, Plante M, Meshref A, Trudel C, Aronson S, Nachabe M,
Péloquin F, Déssureault J, Narod S. Family history and the risk of prostatic carcinoma
in a high risk group of urological patients. J Urol 1995;154(2): 404-6.

Asanoma M, Takahashi K, Miyabe M, Yamamoto K, Yoshimi N, Mori H, Kawazoe Y.
Inhibitory effect of topical application of polymerized ferulic acid, a synthetic lignin, on
tumor promotion in mouse skin two-stage tumorigenesis. Carcinogenesis 1994;15 (9):
2069-71.

Ashkenazi A. Directing cancer cells to self-destruct with pro-apoptotic receptor
agonists. Nat Rev Drug Discov 2008; 7(12): 1001-12.

Attwooll C, Denchi EL, Helin K. The E2F family: Specific functions and overlapping
interests. Embo J 2004; 23(24):4709-16.

Balk SP, Knudsen KE. AR, the cell cycle, and prostate cancer. Nucl Recept Signal
2008; 6:e001. doi: 10.1621/nrs.06001.

Baltaci S. Temel Uroloji. Anafarta K, Bedlk Y, Arikan N, Giines Tip Kitabevleri,
Ankara, 2007, s.740-766.

Bandagula VR, Prasad NR. 2-Deoxy-glucose and ferulic acid modulates radiation
response signaling in non-small cell lung cancer cells. Tumour Biol 2013; 34(1): 251-
9.

Bauer JJ, Sesterhenn IA, Mostofi FK, McLeod DG, Srivastava S, Moul JW. Elevated
levels of apoptosis regulator proteins p53 and Bcl-2 are independent prognostic
biomarkers in surgically treated clinically localized prostate cancer. J Urol 1996
;156(4):1511-6.

Bok RA. and Small EJ. Bloodborne biomolecular markers in prostate cancer
development and progression. Nat Rev Cancer 2002; 2(12): 918-26.

Brambilla D, Mancuso C, Scuderi MR, Bosco P, Cantarella G, Lempereur L, Di
Benedetto G, Pezzino S, Bernardini R. The role of antioxidant supplement in immune
system, neoplastic, and neurodegenerative disorders: a point of view for an
assessment of the risk/benefit profile. Nutr J 2008; 7(29): doi: 10.1186/1475-2891-7-
29.

Bratt O. Hereditary prostate cancer: clinical aspects. J Urol 2002; 168(3) : 906-13.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mori%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7923605
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kawazoe%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7923605
http://www.nature.com/nrd/journal/v7/n12/full/nrd2637.html
http://www.nature.com/nrd/journal/v7/n12/full/nrd2637.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bauer%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8808919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sesterhenn%20IA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8808919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mostofi%20FK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8808919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McLeod%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8808919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Srivastava%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8808919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moul%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8808919

82

Bray F, Sankila R, Ferlay J, Parkin DM. Estimates of cancer incidence and mortality in
Europe in 1995. Eur J Cancer 2002; (38): 99-166.

Breslow RA, Wideroff L, Graubard BL, Erwin D, Reichman ME, Ziegler RG, Ballard-
Barbash R. Alcohol and prostate cancer in the NHANES | epidemiologic follow-up
study. Ann Epidemiol 1999; 9 (4): 254-261.

Brooks JD, Bova GS, Isaacs WB. Allelic loss of the retinoblastoma gene in primary
human prostatic adenocarcinomas. Prostate 1995; 26 (1): 35-39.

Burns EM, Tober KL, Riggenbach JA, Kusewitt DF, Young GS, Oberyszyn TM.
Differential Effects of Topical Vitamin E and C E FerulicH Treatments on Ultraviolet
Light B-Induced Cutaneous Tumor Development in Skh-1 Mice. PLoS One 2013; 8 (5):
€63809. doi: 10.1371/ journal. pone.0063809.

Calabrese V, Cornelius C, Trovato A, Cavallaro M, Mancuso C, Di Rienzo L, Condorelli
D, De Lorenzo A, Calabrese EJ. The hormetic role of dietary antioxidants in freeradical-
related diseases. Curr Pharm Des 2010;16 (7): 877—883.

Calabro F and Sternberg CN. Current indications for chemotherapy in prostatecancer
patients. Eur Urol 2007; 51(1): 17-26.

Carbone C, Campisi A, Musumeci T, Raciti G, Bonfanti R, Puglisi G. FA-loaded lipid
drug delivery systems: Preparation, characterization and biological studies. Eur J
Pharm Sci 2014; 52:12-20.

Carter BS, Beaty TH, Steinberg GD, Childs B, Walsh PC. Mendelian inheritance of
familial prostate cancer. Proc Natl Acad Sci 1992; 89 (8): 3367-71.

Catalona WJ, Smith DS, Ratliff TL, et al. Measurement of prostate specific antigen in
serum as screening test for prostat canser. New Engl J Med 324:1156,1991.

Chan JM, Stampfer MJ and Giovannucci EL. What causes prostate cancer? A brief
summary of the epidemiology. Semin Cancer Biol 1998; 8 (4): 263-273.

Chan JM, Jou RM and Carroll PR. The relative impact and future burden of prostate
cancer in the United States J Urol 2004; 172 (5):13-17.

Chatterjee SJ, Datar R, Youssefzadeh D, George B, Goebell PJ, Stein JP, Young
L, Shi SR, Gee C, Groshen S, Skinner DG, Cote RJ. Combined Effects of p53, p21,
and pRb Expression in the Progression of Bladder Transitional Cell Carcinoma. J Clin
Oncol 2004; 22 (6):1007-1013.

Chellappan SP, Hiebert S, Mudryj M, Horowitz JM, Nevins JR. The E2F transcription
factor is a cellular target for the Rb protein. Cell 1991; 65 (6): 1053-1062.

Chin JL, Reiter RE. Molecular markers and prostate cancer prognosis. Clin Prostate
Cancer 2004; 3(3): 157-164

Chinnadurai G, Vijayalingam S, Rashmi R. BIK, the founding member of the BH3-only
family proteins: mechanisms of cell death and role in cancer and pathogenic
processes. Oncogene 2008; 27 (1): 20-29.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Calabrese%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20388101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cornelius%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20388101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trovato%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20388101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cavallaro%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20388101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mancuso%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20388101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Di%20Rienzo%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20388101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Condorelli%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20388101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Condorelli%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20388101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=De%20Lorenzo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20388101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Calabrese%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20388101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chatterjee%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14981105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Datar%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14981105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Youssefzadeh%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14981105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=George%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14981105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goebell%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14981105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stein%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14981105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Young%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14981105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Young%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14981105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shi%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14981105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gee%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14981105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Groshen%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14981105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Skinner%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14981105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cote%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14981105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chellappan%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1828392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hiebert%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1828392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mudryj%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1828392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Horowitz%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1828392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nevins%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1828392

83

Cho SD, Li G, Hu H, Jiang C, Kang KS, Lee YS, Kim SH, Lu J. Involvement of c-Jun N-
terminal kinase in G2/M arrest and caspase-mediated apoptosis induced by
sulforaphane in DU145 prostate cancer cells. Nutrition Cancer 2005 ;52(2): 213-24

Ciccia A, Elledge SJ. The DNA damage response: making it safe to play with knives.
Mol Cell 2010; 40: 179-204.

Cimino S, Sortino G, Favilla V, Castelli T, Madonia M, Sansalone S, Russo Gl, Morgia
G. Polyphenols: key issues involved in chemoprevention of prostate cancer. Oxid Med
Cell Longev 2012; Article ID 632959, 8 pages. doi: 10.1155/2012/632959.

Clifford MN. Chlorogenic acids and other cinnamates nature, occurrence and dietary
burden. J Sci Food Agric 1999;79: 362-372.

Coetzee GA and Ross RK. Prostate cancer and the androgen receptor. J Natl Cancer
Inst 1994; 86: 872 —873.

Cooper GM and Hausman RE. Huicre Molekuler Yaklasim. Eds.Sakizl, Atabey N.
izmir Tip Kitabevi, izmir , 2006, s631-632,591-608.

Crawford ED. Epidemiology of prostate cancer. Urology 2003; 62(6): 3-12.

De Marzo AM, Nelson WG, Isaacs WB, Epstein JI. Pathological and Molecular Aspects
of Prostate Cancer. Lancet 2003; 361: 955-964.

Degterev A, Yuan J. Expansion and evolution of cell death programmes. Nat Rev Mol
Cell Biol 2008; 9: 378-390.

Dong Q, Meng P, Wang T, Qin W, Wang F, Yuan J, Chen Z, Yang A, Wang H.
MicroRNA let-7a inhibits proliferation of human prostate cancer cells in vitro and in vivo
by targeting E2F2 and CCND2. PLoS One 2010; 5 (4): e10147.

Donovan J and Slingerland J. Transforming growth factor-beta and breast cancer: Cell
cycle arrest by transforming growth factor-beta and its disruption in cancer. Breast
Cancer Res 2000; 2(2): 116-124.

Dowsing AT, Yong EL, Clark M, McLachlan RI, De Krester DM, Trounson AO. Linkage
between male infertility and trinucleotide repeat expansion in the androgen
receptorgene. Lancet 1999; 354(9179): 640-643.

D’Angiolella V, Donato V, Vijayakumar S, Saraf A, Florens L, Washburn MP,
DynlachtB, Pagano M. SCF Cyclin F controls centrosome homeostasis and mitotic
fidelity via CP110 degradation. Nature 2010; 466(7302): 138-142.

D’Archivio M, Filesi C, Di Benedetto R, Gargiulo R, Giovannini C, Masella R.
Polyphenols, dietary sources and bioavailability. Ann Ist Super Sanita 2007; 43(4):
348-361.

Eaton L. World cancer rates set to double by 2020. BMJ 2003; 326(7392): 728.



84

Ecstein-Fraisse E, Su Z. Cabazitaxel-a next-generation taxane for the treatment of
patients with metastatic castration-resistant prostate cancer. Gan To Kagaku Ryoho
2014; 41(7): 817-822.

Erdem MG, Cinkilic N, Vatan O, Yilmaz d, Bagdas D, Bilaloglu R. Genotoxic and anti-
genotoxic effects of vanillic acid against mitomycin C-induced genomic damage in
human lymphocytes in vitro. Asian Pac J Cancer Prev 2012; 13(10): 4993-4998.

Esposito V, Baldi A, Tonini G. Analysis of cell Cycle Regulator Proteins in Non-Small
Cell Lung Cancer. J Clin Pathol 2004; 57(1): 58-63.

Fan C, Quan R, Feng X, Gillis A, He L, Matsumoto ED, Salama S , Cutz JC, Kapoor A,
Tang D. ATM activation is accompanied with earlier stages of prostate tumorigenesis.
Biochim Biophysica Acta 2006; 1763(10): 1090-1097.

Fang HY, Wang HM, Chang KF, Hu HT, Hwang LJ, Fu TF, Lin YC, Chang WC, Chiu
TP,Wen ZH,Fong Y,Chiu CC,Chen BH. Feruloyl-L-arabinose attenuates
migration, invasion and production of reactive oxygen species in H1299 lung cancer
cells. Food Chem Toxicol 2013; 58: 459-466. doi: 10.1016/j.fct.2013.05.019.

Fazary AE, Ju YH. Feruloyl esterases as biotechnological tools: currentand future
perspectives. Acta Biochim Biophys Sin (Shanghai) 2007 ; 39(11): 811-828.

Fidaner C, Eser SY, Parkin DM. Incidence in izmir in 1993-94: First results from izmir
cancer registry. Eur J Cancer 2001; 37(1): 83-92.

Fresco P, Borges F, Diniz C, Marques MP. New insights on the anticancer properties of
dietary polyphenols. Med Res Rev 2009; 26(6): 747-766.

Fresco P, Borges F, Marques MP, Diniz C. The anticancer properties of dietary
polyphenols and its relation with apoptosis. Curr Pharm Des 2010;16(1): 114-134.

Gatei M, Sloper K, Sorensen C, Syljudsen R, Falck J, Hobson K, Savage K, Lukas
J, Zhou BB, Bartek J, Khanna KK. Ataxia-Telangiectasia-Mutated (ATM) and NBS1-
Dependent Phosphorylation of Chkl on Ser-317 in Response to lonizing Radiation. J
Biol Chem 2003; 278(17): 14806-14811.

Gilli gan T, Manola J, Sartor O, Weinrich SP, Moul JW, Kantoff PW. Absence of a
correlation of androgen receptor gene CAG repeat length and prostate cancer risk in
an African- American population. Clin Prostate Cancer 2004: 3(2): 98-103.

Gnanapragasam VJ, McCahy PJ, Neal DE, Robson CN. Insulin like growth factor Il and
androgen receptor expression in the prostate. BJU Int 2000; 86(6): 731-735.

Gonzalgo ML, Isaacs WB. Molecular pathways to prostate cancer. J Urol 2003; 170
(6): 2444-2452.

Gogis C. Prostat kanseri tanisinda PSA 4ng/ml siniri gegerli midir? Uroonkoloji
Biilteni 2006; 1: 6-11.

Graf E. Antioxidant potential of ferulic acid. Free Radic Biol Med 1992; 13(4): 435-448.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ecstein-Fraisse%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25131866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Su%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25131866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fang%20HY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23707472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23707472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chang%20KF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23707472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hu%20HT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23707472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hwang%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23707472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fu%20TF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23707472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lin%20YC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23707472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chang%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23707472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chiu%20TP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23707472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chiu%20TP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23707472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wen%20ZH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23707472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fong%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23707472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chiu%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23707472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20BH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23707472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gatei%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12588868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sloper%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12588868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sorensen%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12588868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sylju%C3%A4sen%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12588868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Falck%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12588868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hobson%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12588868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Savage%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12588868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lukas%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12588868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lukas%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12588868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhou%20BB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12588868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bartek%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12588868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Khanna%20KK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12588868

85

Grignon DJ, Hammond EH. College of American Pathologists Conference XXVI on
clinical relevance of prosnoctic markers in solid tumors. Report of prostate cancer
working group. Arch Pathol Lab Med 1995; 119 (12): 1122- 1126.

Gronberg H. Prostate cancer epidemiology. Lancet 2003; 361 (9360): 859-864.

Grubb RL, Pinsky PF, Greenlee RT, Izmirlian G, Miller AB, Hickey TP, Riley TL, Mabie
JE, Levin DL, Chia D, Kramer BS, Reding DJ, Church TR, Yokochi LA, Kvale PA,
Weissfeld JL, Urban DA, Buys SS, Gelmann EP, Ragard LR, Crawford ED, Prorok PC,
Gohagan JK, Berg CD, Andriole GL. Prostate cancer screening in the Prostate, Lung,
Colorectal and Ovarian cancer screening trial: Update on findings from the initial four
rounds of screening in a randomized trial. BJU Int 2008; 102(11):1524-1530.

Guthman DA, Wilson TM, Blute TM, Bergstralh EJ, Zincke H, Oesterling JE. Biopsy -
proved prostat canser in 100 consecutive men with benign digital rectal examination
and elevated serum prostate-specific antigen level. Prevalence and pathologic
characteristics. Urology 1993; 42(2):150-154.

Guo Y, Kyprianou N.Restoration of transforming growth factor beta signaling pathway
in human prostate cancer cells suppresses tumorigenicity via induction of caspase-1-
mediated apoptosis. Cancer Res 1999; 59(6):1366-1371.

Gurblz N. Tumor progresyonunun onlenmesi icin prostat kanser hicrelerinde PKCd
ve PKCe' nun CDME tarafindan kontrolii. Doktora tezi, Akdeniz Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Antalya, 2010, s.14.

Giines HV. Molekiiler Hiicre Biyolojisi. Istanbul Tip Kitabevi, istanbul, 2014, s.312-
314.

Hankey BF, Feuer EJ, Clegg LX, Hayes RB, Legler JM, Prorok PC, Ries LA, Merrill
RM, Kaplan RS. Cancer surveillance series: Interpretingtrends in prostate cancer. Part
I: Evidence of the effects of screening in recentprostate cancer incidence, mortality,
and survival rates. J Natl Cancer Inst 1999; 91(12): 1017-1024.

Harry WF, Lubing, G, Andrew MY, Muxiang Z. Expression and Regulation of Bcl-2, Bcl-
Xl, and Bax Correlate with p53 Status and Sensitivity to Apoptosis in Childhood Acute
Lymphoblastic Leukemia. Blood 1997; 89(8): 2986-2993.

Hellerstedt BA and Pienta KJ. The current state of hormonal therapy for prostate
cancer. CA Cancer J Clin 2002; 52(3): 154-179.

Hemaiswarya S, Doble M. Combination of phenylpropanoids with 5-fluorouracil as anti-
cancer agents against human cervical cancer (HeLa) cell line. Phytomedicine 2013;
20(2): 151-158.

Hou Y, Yang J, Zhao G, and Yuan Y. Ferulic acid inhibits endothelial cell proliferation
through NO downregulating ERK1/2 pathway. J Cell Biochem 2004; 93(6): 1203-
1209.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10096572
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10096572
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10096572
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hankey%20BF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10379964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Feuer%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10379964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clegg%20LX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10379964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hayes%20RB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10379964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Legler%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10379964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Prorok%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10379964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ries%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10379964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Merrill%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10379964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Merrill%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10379964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaplan%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10379964

86

Huang MT, Smart RC, Wong CQ, Conney AH. Inhibitory effect of curcumin,
chlorogenic acid, caffeic acid, and ferulic acid on tumor promotion in mouse skin by 12-
O-tetradecanoylphorbol-13-acetate. Cancer Res 1988; 48 (21): 5941-5946.

Huang WY, Cai YZ, Zhang Y. Natural phenolic compounds from medicinal herbs and
dietary plants: potential use for cancer prevention. Nutr Cancer 2010; 62(1): 1-20.

Hussain M, Wolf M, Marshall E, Crawford ED, Isenberger M. Effects of continued
androgen-deprivation therapy and other prognostic factors on response and survival in
phase Il chemotherapy trials for hormone-refractory prostate cancer: a southwest
oncology group report. J Clin Oncol 1994; 12: 1868-1875.

Igney FH, Krammer PH. Death and anti-death: tumour resistance to apoptosis. Nat
Rev Cancer 2002; 2(4): 277-288.

Ittmann, MM and Wieczorek R. Alterations of the retinoblastoma gene in clinically
localized, stage B prostate adenocarcinomas. Hum Pathol 1996; 27(1): 28-34.

Janicke B, Hegardt C, Krogh M, Onning G, Akesson B, Cirenajwis HM. Oredsson SM.
The antiproliferative effect of dietary fiber phenolic compounds ferulic acid and p-
coumaric acid on the cell cycle of Caco-2 cells. Nutr Cancer 2011; 63(4): 611-622.

Jarrard DF, Modder J, Fadden P, Fu V, Sebree L, Heisey D, Schwarze SR, Friedl A.
Alterations in the p16/pRb cell cycle checkpoint occur commonly in primary and
metastatic human prostate cancer. Cancer Lett 2002; 185(2) :191-199.

Jayaprakasam B, Vanisree M, Zhang Y, Dewitt DL, Nair MG. Impact of alkyl esters of
caffeic and ferulic acids on tumor cell proliferation, cyclooxygenase enzyme, and lipid
peroxidation. J Agric Food Chem 2006; 54(15): 5375-5381.

Jemal A, Siegel R, Ward E, Hao Y, Xu J, Murray T, Thun MJ. Cancer statistics, 2008.
CA Cancer J Clin 2008; 58(2): 71-96.

Jemal A, Bray F, Center MM, Ferlay J, Ward E, Forman D. Global cancer statistics. CA
Cancer J Clin 2011, 61(2): 69-90.

Joseph IB, Isaacs JT. Potentiation of the antiangiogenic ability of linomide by androgen
ablation involves down-regulation of vascular endothelial growth factor in human
androgen-responsive prostatic cancers. Cancer Res 1997; 57(6): 1054-7.

Kambhampati S, Ray G, Sengupta K, Reddy VP, Banerjee SK, VanVeldhuizen PJ.
Growth factors involved in prostate carcinogenesis. Front Biosci 2005;10: 1355-1367.

Kampa M, Alexaki VI, Notas G, Nifli AP, Nistikaki A, Hatzoglou A, Bakogeorgou E,
Kouimtzoglou E, Blekas G, Boskou D, Gravanis A, Castanas E. Antiproliferative and
apoptotic effects of selective phenolic acids on T47D human breast cancer cells:
potential mechanisms of action. Breast Cancer Res 2004; 6(2): 63—74.

Kanski J, Aksenova M, Soyanova A, and Butterfield DA. Ferulic acid antioxidant
protection against hydroxyl and peroxyl radical oxidation in synaptosomal and neuronal
cell culture systems in vitro: structure-activity studies. J Nutr Biochem 2002; 13(5):
273-281.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jayaprakasam%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16848520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vanisree%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16848520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16848520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dewitt%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16848520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nair%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16848520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9067270
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9067270
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9067270
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kouimtzoglou%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14979919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Blekas%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14979919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boskou%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14979919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gravanis%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14979919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Castanas%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14979919

87

Kantoff PW, Halabi S, Conaway M, Picus J, Kirshner J, Hars V, Trump D, Winer
EP, Vogelzang NJ. Hydrocortisone with or without mitoxantrone in men with hormone-
refractory prostate cancer: results of the cancer and leukemia group B 9182 study. J
Clin Oncol 1999;17(8): 2506—-2513.

Karanika S, Karantanos T, Li L, Corn PG, Thompson TC. DNA damage response and
prostate cancer: defects, regulation and therapeutic implications. Oncogene 2014; doi:
10.1038/onc.2014.238.

Karthikeyan S, Kanimozhi G, Prasad NR, Mahalakshmi R. Radiosensitizing effect of
ferulic acid on human cervical carcinoma cells in vitro. Toxicol In Vitro 2011; 25(7):
1366—-1375.

Kasap M, Pazarbasi A, Alptekin D. Tibbi Biyoloji ve Genetik, Nobel Kitabevi, Adana,
2010, s421,151-154.

Kazemi-Esfarjani P, Trifiro MA, Pinsky L. Evidence for a repressive function of the long
polyglutamine tract in the human androgen receptor: possible pathogenic relevance for
the (CAG)n - expanded neuropathies. Hum Mol Genet 1995; 4(4): 523 — 527.

Kawano Y, Nagata M, Kohno T, Ichimiya A, lwakiri T, Okumura M, Arimori K. Caffeine
increases the antitumor effect of Cisplatin in human hepatocellular carcinoma cells.
Biol Pharm Bull 2012; 35(3): 400-447.

Kerr JF, Wyllie AH, Currie AR. Apoptosis: a basic biological phenomenon with wide-
ranging implications in tissue kinetics. Br J Cancer 1972; 26(4): 239-257.

Keyhanian S, Stahl-Biskup E. Phenolic constituents in dried flowers of aloe vera (Aloe
barbadensis) and their in vitro antioxidative capacity. Planta Med 2007; 73(6): 599—
602.

Khosravi-Far R, Esposti MD. Death receptor signals to mitochondria. Cancer Biol Ther
2004; 3(11): 1051-1057.

Klug WS, Cummings MR, Spencer CA. Consepts of Genetics, Eds. Oner C, Sumer S,
Oner R, Ogis A, Agik L. Palme Yayincilik, Ankara, 2009, s.437-446.

Knudsen KE, Arden KC, Cavenee WK. Multiple G1 regulatory elements control the
androgen-dependent proliferation of prostatic carcinoma cells. J Biol Chem 1998;
273(32): 20213-20222.

Krajewska M, Krajewski S, Banares S, Huang X, Turner B, Bubendorf L, Kallioniemi
OP, Shabaik A, Vitiello A, Peehl D, Gao GJ, Reed JC. Elevated expression of inhibitor
of apoptosis proteins in prostate cancer. Clin Cancer Res 2003; 9(13): 4914-4925.

Kubota Y, Shuin T, Uemura H, Fujinami K, Miyamoto H, Torigoe S, Dobashi
Y, Kitamura H, Iwasaki Y, Danenberg K, et al. Tumor suppressor gene p53 mutations
in human prostate cancer. Prostate 1995; 27(1): 18-24

Kumagai J, Fujimura T, Takahashi S, Urano T, Ogushi T, Horie - Inoue K, Ouchi Y,
Kitamura T, Muramatsu M, Blumberg B, Inoue S. Cytochrome P450 2B6 is a growth -


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kantoff%20PW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10561316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Halabi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10561316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Conaway%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10561316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Picus%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10561316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kirshner%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10561316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hars%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10561316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trump%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10561316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Winer%20EP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10561316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Winer%20EP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10561316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vogelzang%20NJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10561316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karanika%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25132269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karantanos%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25132269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25132269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Corn%20PG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25132269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thompson%20TC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25132269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karthikeyan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21600977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kanimozhi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21600977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Prasad%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21600977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mahalakshmi%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21600977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kawano%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22382328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nagata%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22382328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kohno%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22382328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ichimiya%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22382328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iwakiri%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22382328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Okumura%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22382328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arimori%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22382328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Krajewska%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14581366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Krajewski%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14581366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Banares%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14581366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14581366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Turner%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14581366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bubendorf%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14581366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kallioniemi%20OP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14581366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kallioniemi%20OP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14581366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shabaik%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14581366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vitiello%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14581366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Peehl%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14581366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gao%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14581366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reed%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14581366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dobashi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7603913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dobashi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7603913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kitamura%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7603913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iwasaki%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7603913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Danenberg%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7603913

88

inhibitory and prognostic factor for prostate cancer. Prostate 2007; 67 (10): 1029 —
1037.

Kyprianou N, Isaacs JT. Activation of programmed cell death in the rat ventral prostate
after castration. Endocrinology 1988; 122(2):552-562.

Landis SH, Murray T, Bolden S, Wingo PA. Cancer statistics, 1998. CA Cancer J Clin
1998; 48(1): 6-29.

Landis SH, Murray T, Bolden S, Wingo PA. Cancer statistics, 1999. CA Cancer J Clin
1999, 49(1): 8-31.

Lassus P, Opitz-Araya X, Lazebnik Y. Requirement for caspase-2 in stress-induced
apoptosis before mitochondrial permeabilization. Science 2002; 297(5585): 1352—
1354.

Latil A, Biéche |, Pesche S, Valéri A, Fournier G, Cussenot O, Lidereau R. VEGF
overexpression in clinically localized prostate tumors and neuropilin-1 over expression
in metastatic forms. Int J Cancer 2000; 89(2): 167-71.

Lattouf JB, Srinivasan R, Pinto PA, Linehan WM, Neckers L. Mechanisms of disease:
the role of heat-shock protein 90 in genitourinary malignancy. Nat Clin Pract Urol
2006; 3(11): 590-601.

Leach R, Pollock B, Basler J, Troyer D, Naylor S, Thompson IM. Chemoprevention of
prostate cancer: focus on key opportunities and clinical trials. Urol Clin North Am
2003, 30(2): 227-237.

Lee KW, Lee H J. The roles of polyphenols in cancer chemoprevention. BioFactors
2006; 26(2): 105-121.

Li X, Shang L, Wu Y, Abbas S, Li D, Netter P, Ouzzine M, Wang H, Magdalou J.
Identification of the human UDP-glucuronosyltransferase isoforms involved in the
glucuronidation of the phytochemical ferulic acid. Drug Metab Pharmacokinet 2011;
26(4): 341-350.

Lin CM, Chiu JH, Wu IH, Wang BW, Pan CM, Chen YH. Ferulic acid augments
angiogenesis via VEGF, PDGF and HIF-1a. J Nutr Biochem 2010; 21(7): 627-633.

Lowitz BB, Casciato DA. Klinik Onkoloji El Kitabi, Eds. Manavoglu O, Palme
Yayincilik, Ankara, 2007, s. 762.

Lu Y, Jiang F, Jiang H, Wu K, Zheng X, Cai Y, Katakowski M, Chopp M, To SS. Gallic
acid suppresses cell viability, proliferation, invasion and angiogenesis in human glioma
cells. Eur J Pharmacol 2010; 641(2-3): 102-107.

MacDougall DB. Colour in Food Improving Quality. Woodhead Publishing Limited,
Cambridge, England, 2002, s.179-221.

Manach C, Wiliamson G, Morand C, Scalbert A, Remesy C. Bioavailability and
bioefficacy of polyphenols in humans. |. Review of 97 bioavailability studies. Am J Clin
Nutr 2005; 81(1): 230-242.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10754495
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10754495
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10754495
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21422672
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21422672
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20553913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jiang%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20553913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jiang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20553913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wu%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20553913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zheng%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20553913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cai%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20553913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Katakowski%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20553913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chopp%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20553913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=To%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20553913

89

Mancuso C, Barone E. Therapeutic use of tea derivatives: all that glitters is not gold.
Blood 2009; 114(11): 2359-2360.

Mancuso C, Santangelo R. Ferulic acid: Pharmacological and toxicological aspects.
Food Chem Toxicol 2014; 65:185-195.

Manson MM, Ball HW, Barrett MC, Clark HL, Judah DJ, Williamson G, Neal GE.
Mechanism of action of dietary chemoprotective agents in rat liver: induction of phase |
and Il drug metabolizing enzymes and aflatoxin B1 metabolism. Carcinogenesis 1997,
18(9): 1729-1738.

Marcelli M, Ittmann M, Mariani S, Sutherland R, Nigam R, Murthy, Zhao Y, DiConcini
D, Puxeddu E, Esen A, Eastham J, Weigel NL, Lamb D J. Androgen receptor
mutations in prostate cancer. Cancer Res 2000; 60(4): 944-949.

McDonnell TJ, Troncoso P, Brisbay SM, Logothetis C, Chung LW, Hsieh JT, Tu
SM, Campbell ML. Expression of the protooncogene bcl-2 in the prostate and its
association with emergence of androgen-independent prostate cancer. Cancer
Res 1992; 52(24): 6940-6944.

McKnight JJ, Gray SB, O'Kane HF, Johnston SR, Wiliamson KE. Apoptosis and
chemotherapy for bladder cancer. J Urol 2005; 173(3): 683-690.

Menendez JA, Vazquez-Martin A, Oliveras-Ferraros C, Garcia-Villalba R, Carrasco-
Pancorbo A, Fernandez-Gutierrez A, Segura-Carretero A. Analyzing effects of extra-
virgin olive oil polyphenols on breast cancer-associated fatty acid synthase protein
expression using reverse-phase protein microarrays. Int J Mol Med 2008; 22(4): 433—
439.

Mentes G, Onat T, Emerk K, Sézmen EY. insan Biyokimyasi, 1. Baski, Palme
Yayincilik, Ankara, 2002, s. 491-501.

Mermelshtein A, Gerson A, Walfisch S, Delgado B, Shechter-Maor G, Delgado J, Fich
A, Gheber L. Expression of D-type cyclins in colon cancer and in cell lines from colon
carcinomas. Br J Cancer 2005; 93(3): 338—-345.

Meyer A, Wilhelm B, Dork T, Bremer M, Baumann R, Karstens JH, Machtens S. ATM
missense variant P1054R predisposes to prostate cancer. Radiother Oncol 2007,
83(3): 283-288.

Mhatre AN, Trifiro MA, Kaufman M, Kazemi-Esfarjani P, Figlewicz D, Rouleau
G, Pinsky L. Reduced transcriptional regulatory competence of the androgen receptor
in X - linked spinal and bulbar muscularatrophy. Nat Genet 1993; 5(2): 184 —188.

Min J, Zaslavsky A, Fedele G, McLaughlin SK, Reczek EE, De Raedt T, Guney
I, Strochlic DE, Macconaill LE, Beroukhim R, Bronson RT, Ryeom S, Hahn WC, Loda
M, Cichowski K. An oncogene-tumor suppressor cascade drives metastatic prostate
cancer by coordinately activating Ras and nuclear factor-kappaB. Nat Med 2010; 16
(3): 286-294.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Manson%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9328168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ball%20HW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9328168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barrett%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9328168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clark%20HL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9328168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Judah%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9328168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Williamson%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9328168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Neal%20GE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9328168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McDonnell%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1458483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Troncoso%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1458483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brisbay%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1458483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Logothetis%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1458483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chung%20LW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1458483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hsieh%20JT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1458483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tu%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1458483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tu%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1458483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Campbell%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1458483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mermelshtein%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16012517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gerson%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16012517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Walfisch%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16012517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Delgado%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16012517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shechter-Maor%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16012517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Delgado%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16012517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fich%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16012517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fich%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16012517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gheber%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16012517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mhatre%20AN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8252045
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trifiro%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8252045
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaufman%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8252045
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kazemi-Esfarjani%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8252045
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Figlewicz%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8252045
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rouleau%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8252045
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rouleau%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8252045
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pinsky%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8252045
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Min%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154697
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zaslavsky%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154697
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fedele%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154697
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McLaughlin%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154697
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reczek%20EE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154697
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=De%20Raedt%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154697
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guney%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154697
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guney%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154697
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Strochlic%20DE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154697
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Macconaill%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154697
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Beroukhim%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154697
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bronson%20RT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154697
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ryeom%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154697
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hahn%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154697
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Loda%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154697
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Loda%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154697
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cichowski%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20154697

90

Mittnacht S, Andweinberg, RA. G1/S Phosphorylation of the Retinoblastoma Protein is
Associated with an Altered Affinity for the Nuclear Compartment. Cell 1991; 65(3): 381-
393.

Montenegro MF, Sanchez-Del-Campo L, Fernandez-Pérez MP, Saez-Ayala
M, Cabezas-Herrera J, Rodriguez-Lépez JN. Targeting the epigenetic machinery of
cancer cells. Oncogene 2014; doi: 10.1038/onc.605.

Moorthy, HK. and Venugopal P. Strategies for prostate cancer prevention: Review of
the literature. Indian J Urol 2008; 24(3): 295-302.

Morris EV, Cerundolo L, Lu M, Verrill C, Fritzsche F, White MJ, Thalmann GN, Ten
Donkelaar CS, Ratnayaka I, Salter V, Hamdy FC, Lu X, Bryant RJ. Nuclear iASPP may
facilitate prostate cancer progression. Cell Death Dis 2014; 5:€1492. doi:
10.1038/cddis.

Muller PA, Trinidad AG, Timpson P, Morton JP, Zanivan S, van den Berghe PV, Nixon
C, Karim SA, Caswell PT, Noll JE, Coffil CR, Lane DP, Sansom 0OJ,Neilsen
PM, Norman JC, Vousden KH. Mutant p53 enhances MET trafficking and signalling to
drive cell scattering and invasion. Oncogene 2013; 32(10): 1252-1265.

Murakami A, Kadota M, Takahashi D, Taniguchi H, Nomura E, Hosoda A, Tsuno
T, Maruta Y, Ohigashi H, Koshimizu K. Suppressive effects of novel ferulic acid
derivatives on cellular responses induced by phorbol ester, and by combined
lipopolysaccharide and interferon-gamma. Cancer Lett 2000; 157(1): 77-85.

Murakami A, Nakamura Y, Koshimizu K, Takahashi D, Matsumoto K, Hagihara
K, Taniguchi H, Nomura E, Hosoda A, Tsuno T, Maruta Y, Kim HW, Kawabata
K,Ohigashi H. FA15, a hydrophobic derivative of ferulic acid, suppresses inflammatory
responses and skin tumor promotion: comparison with ferulic acid. Cancer Lett 2000;
180(2): 121-129.

Nagata S. Apoptosis by death factor, Cell 1997; 88(3): 355-365.

Neto AS, Tobias-Machado M, Wroclawski ML, Fonseca FL, Teixeira GK, Amarante
RD, Wroclawski ER, Del Giglio A. Her-2/neu expression in prostate adenocarcinoma: a
systematic review and meta-analysis. J Urol 2010; 184(3): 842-850.

Nikoleishvili D, Pertia A, Trsintsadze O, Gogokhia N, Managadze L, Chkhotua A.
Expression of p27(Kipl), cyclin D3 and Ki67 in BPH, prostate cancer and hormone-
treated prostate cancer cells. Int Urol Nephrol 2008; 40(4): 953-959.

Nupponen NN, Kakkola L, Koivisto P, Visakorpi T. Genetic alterations in hormone-
refractory recurrent prostate carcinomas. Am J Pathol 1998; 153(1): 141-148.

Ogawa T, Hasegawa Y, Nakayama B, Fujimoto Y, Kohmura T, Matsuura H, Koshikawa
T, Miyata H. An Immunohistochemical Study of Rb Tumor Suppressor Gene Protein
and Bcl-2 Gene Protein in Carcinomas of the Thyroid Gland. Nippon Jibiinkoka
Gakkai Kaiho 1998; 101(5): 595-601.

Parkin DM, Bray F, Devesa SS. Cancer burden in the year 2000. The global picture.
Eur J Cancer 2001; 37 (8): 4 — 66.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Montenegro%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24469033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=S%C3%A1nchez-Del-Campo%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24469033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fern%C3%A1ndez-P%C3%A9rez%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24469033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=S%C3%A1ez-Ayala%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24469033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=S%C3%A1ez-Ayala%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24469033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cabezas-Herrera%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24469033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rodr%C3%ADguez-L%C3%B3pez%20JN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24469033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Morris%20EV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25341046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cerundolo%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25341046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25341046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Verrill%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25341046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fritzsche%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25341046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=White%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25341046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thalmann%20GN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25341046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ten%20Donkelaar%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25341046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ten%20Donkelaar%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25341046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ratnayaka%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25341046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salter%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25341046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hamdy%20FC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25341046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25341046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bryant%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25341046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Muller%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trinidad%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Timpson%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Morton%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zanivan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20den%20Berghe%20PV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nixon%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nixon%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karim%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Caswell%20PT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Noll%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Coffill%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lane%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sansom%20OJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Neilsen%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Neilsen%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Norman%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vousden%20KH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22580601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murakami%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10893445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kadota%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10893445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takahashi%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10893445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Taniguchi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10893445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nomura%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10893445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hosoda%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10893445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tsuno%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10893445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tsuno%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10893445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maruta%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10893445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ohigashi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10893445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koshimizu%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10893445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murakami%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12175542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nakamura%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12175542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koshimizu%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12175542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takahashi%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12175542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matsumoto%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12175542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hagihara%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12175542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hagihara%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12175542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Taniguchi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12175542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nomura%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12175542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hosoda%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12175542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tsuno%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12175542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maruta%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12175542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20HW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12175542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kawabata%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12175542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kawabata%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12175542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ohigashi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12175542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Neto%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20663525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tobias-Machado%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20663525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wroclawski%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20663525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fonseca%20FL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20663525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Teixeira%20GK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20663525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Amarante%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20663525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Amarante%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20663525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wroclawski%20ER%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20663525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Del%20Giglio%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20663525

91

Parkin DM, Bray F, Ferlay J, Pisani P. Global cancer statistics, 2002. CA Cancer J
Clin 2005; 55(2): 74-108.

Peng CC, Chyau CC, Wang HE, Chang CH, Chen KC, Chou KY, Peng RY.
Cytotoxicity of Ferulic Acid on T24 Cell Line Differentiated by Different
Microenvironments. BioMed Res Int 2013; doi: 10.1155/2013/579859.

Pienta KJ, Esper PS. Risk factors for prostate cancer. Ann Intern Med 1993; 118 (10):
793-803.

Plesca D, Crosby ME, Gupta D, Almasan A. E2F4 function in G2: maintaining G2-
arrest to prevent mitotic entry with damaged DNA. Cell Cycle 2007; 6(10):1147-1152.

Prscott JL, Blok L, Tindall DJ. Isolation and Androgen Regulation of Human Homeobox
cDNA, NKX3.1. Prostate 1998; 35(1): 71 - 80.

Ramp U, Krieg T, Caliskan E, Mahotka C, Ebert T, Willers R, Gabbert HE, Gerharz CD.
XIAP expression is an independent prognostic marker in clear-cell renal carcinomas.
Hum Pathol 2004; 35(8): 1022—-1028.

Ray ME, Dunn RL, Cooney KA, Sandler HM. Family history of prostate cancer and
relapse after definitive external beam radiation therapy. Int J Radiat Oncol Biol Phys
2003; 57(2): 371-376.

Reiter RE, deKernion JB. Campbell’s Urology, Patrick C, Walsh MD, 8. baski, Giines
Tip Kitabevi, Ankara, 2005, s.3003-3019.

Riedl SJ, Salvesen GS. The apoptosome: signalling platform of cell death. Nat Rev
Mol Cell Biol 2007 ; 8(5): 405-413.

Robertson JD, Enoksson M, Suomela M, Zhivotovsky B, Orrenius S. Caspase-2 acts
upstream of mitochondria to promote cytochrome c release during etoposide-induced
apoptosis. J Biol Chem 2002; 277(33): 29803-29809.

Roemeling S, Roobol MJ, de Vries SH, Gosselaar C, van der Kwast TH, Schréder FH.
Prevalence, treatment modalities and prognosis of familial prostate cancer in a
screened population. J Urol 2006; 175(4): 1332-1336.

Ross JS, Sheehan CE, Dolen EM, Kallakury BV. Morphologic and moleculer prognostic
markers in prostate cancer. Adv Anat Pathol 2002; 9(2): 115-128.

Rubin, MA, De Marzo AM. Molecular genetics of human prostate cancer. Mod Pathol
2004; 17(3): 380-388.

Sakai S, Kawamata H, Kogure T, Mantani N, Terasawa K, Umatake M, Ochiai, H.
Inhibitory effect of ferulic acid and isoferulic acid on the production of macrophage
inflammatory protein-2 in response to respiratory syncytial virus infection in RAW 264.7
cells. Mediators Inflamm 1999; 8: 173-175.

Saldaml i. Gida Kimyasi. Hacettepe Universitesi Yayinlarn, Ankara, 2007, s. 463-
492.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Plesca%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17507799
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Crosby%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17507799
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gupta%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17507799
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Almasan%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17507799
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ramp%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15297970
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Krieg%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15297970
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Caliskan%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15297970
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mahotka%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15297970
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ebert%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15297970
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Willers%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15297970
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gabbert%20HE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15297970
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gerharz%20CD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15297970
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Riedl%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17377525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salvesen%20GS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17377525

92

Scaggiante B. Prostate-tumor-inducing gene-1 analysis in human prostate cancer cells
and tissue in relation to Mycoplasma infection Cancer Invest 2008; 26(8); 800-808.

Schroder FH, Hugosson J, Roobol MJ, Tammela TL, Ciatto S, Nelen V, Kwiatkowski M,
Lujan M, Lilja H, Zappa M, Denis LJ, Recker F, Berenguer A, Maattanen L, Bangma
CH, Aus G, Villers A, Rebillard X, van der Kwast T, Blijenberg BG, Moss SM, de
Koning HJ, Auvinen A. Screening and prostate-cancer mortality in a randomized
European study. N Engl J Med 2009; 360(13): 1320-1328.

Schultz DR, Harrington WJ Jr. Apoptosis: programmed cell death at a molecular level.
Semin Arthritis Rheum 2003; 32(6): 345-369.

Shackney SE, Silverman JF. Molecular evolutionary patterns in breast cancer. Adv
Anat Pathol 2003; 10(5): 278-90.

Shibue T and Taniguchi T. BH3-only proteins: integrated control point of apoptosis. Int
J Cancer 2006; 119 (9): 2036-2043.

Shiloh Y, Kastan MB. ATM: Genome Stability, Neuronal Development, and Cancer
Cross Paths, Adv Cancer Res 2001; 83: 209-254.

Shuman Moss LA, Jensen-Taubman S, Rubinstein D, Viole G, Stetler-Stevenson WG.
Dietary intake of a plant phospholipid/lipid conjugate reduces lung cancer growth and
tumor angiogenesis. Carcinogenesis 2014; 35(7): 1556-1563.

Siegel R, Naishadham D, Jemal A. Cancer statistics. CA Cancer J Clin 2013; 63 (1):
11-30.

Siegel R, Ma J, Zou Z, Jemal A. Cancer Statistics. CA Cancer J Clin 2014; 64 (1): 9-
29.

Silva J, Teixeira AL, Lobo F, Mauricio J, Medeiros R. DNA repair system and prostate
cancer progression: the role of NBS1 polymorphism (rs1805794). DNA Cell Biol 2012;
31 (7): 1182-1186.

Sirma H, Broemel M, Stumm L, Tsourlakis T, Steurer S, Tennstedt P, Salomon
G, Michl U, Haese A, Simon R, Sauter G, Schlomm T, Minner S. Loss
of CDKN1B/p27Kipl expression is associated with ERG fusion-negative prostate
cancer, but is unrelated to patient prognosis. Oncol Lett 2013; 6(5):1245-1252.

Song JZ, Stirzaker C, Harrison J, Melki JR, Clark SJ. Hypermethylation trigger of the
glutathione-S-transferase gene (GSTP1) in prostate cancer cells. Oncogene 2002;
21(7): 1048-1061.

Staubesand J. Sobotta insan anatomisi atlasi. 3. Baski, 2. cilt Muinih,
Urban&Schwarzenberg, 1990, s. 216.

Stetler-Stevenson WG, Aznavoorian S, Liotta LA. Tumor cell interactions with the
extracellular matrix during invasion and metastasis. Ann Rev Cell Biol 1993; 9: 541-
573.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shuman%20Moss%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24510111
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jensen-Taubman%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24510111
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rubinstein%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24510111
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Viole%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24510111
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stetler-Stevenson%20WG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24510111
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sirma%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Broemel%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stumm%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tsourlakis%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Steurer%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tennstedt%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salomon%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salomon%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Michl%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haese%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Simon%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sauter%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schlomm%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Minner%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24179503

93

Susaki E, Nakayama K, Nakayama KI. Cyclin D2 translocates p27 out of the nucleus
and promotes its degradation at the GO-G1 transition. Mol Cell Biol 2007; 27(13):
4626-4640.

Szliszka E, Czuba ZP, Bronikowska J , Mertas A, Paradysz A, Krol W. Ethanolic extract
of propolis augments TRAIL induced apoptotic death in prostate cancer cells. Evid
Based Complement Alternat Med 2011; doi: 10.1093/ecam/nep180.

Szliszka E, Krol W. Polyphenols isolated from propolis augment TRAIL-induced
apoptosis in cancer cells. Evid Based Complement Alternat Med 2011; doi:
10.1155/2013/731940.

Szliszka E, Sokol-Letowska A, Kucharska AZ, Jaworska D, Czuba ZP, Krol W.
Ethanolic Extract of Polish Propolis: Chemical Composition and TRAIL-R2 Death
Receptor Targeting Apoptotic Activity against Prostate Cancer Cells. Evid Based
Complement Alternat Med 2013; doi: 10.1155/2013/757628.

Takagaki K, Katsuma S, Kaminishi Y, Horio T, Tanaka T, Ohgi T, Yano J. Role of Chk1l
and Chk2 in Ara-C-Induced Differentiation of Human Leukemia K562 Cells. Genes
Cells 2005; 10(2): 97-106.

Takahashi S. Roles of medical oncologists in the new era of CRPC therapy in Japan.
Gan To Kagaku Ryoho.2014; 41(7): 827-831.

Tamm |, Kornblau SM, Segall H, Krajewski S, Welsh K, Kitada S, Scudiero DA, Tudor
G, Qui YH, Monks A, Andreeff M, Reed JC. Expression and prognostic significance of
IAP family genes in human cancers and myeloid leukemias. Clin Cancer Res 2000;
6(5): 1796-1803.

Tanagha EA,McAninch JW. Smith Genel Uroloji, Eds. Kazanci G, 17.Baski, Nobel Tip
Kitabevleri, Ankara, 2009, s.358-3509.

Tong Y, Yang Q, Vater C, Venkatesh LK, Custeau D, Chittenden T, Chinnadurai G,
Gourdeau H. The pro-apoptotic protein, Bik, exhibits potent antitumor activity that is
dependent on its BH3 domain. Mol Cancer Ther 2001; 1(2): 95-102.

Tricoli JV, Gumerlock PH, Yao JL, Chi SG, D'Souza SA, Nestok BR, deVere White
RW. Alterations of the retinoblastoma gene in human prostate adenocarcinoma Genes
Chromosomes Cancer 1996; 15(2): 108-114.

Trimarchi JM, Lees JA. Sibling rivalry in the E2F family. Nat Rev Mol Cell Biol 2002;
3(1): 11-20.

Tsai CM, Yen GC, Sun FM, Yang SF, Weng CJ. Assessment of the Anti-invasion
Potential and Mechanism of Select Cinnamic Acid Derivatives on Human Lung
Adenocarcinoma Cells. Mol Pharm 2013; 10(5): 1890-1900.

Tsihlias J, Kapusta L, Slingerland J. The prognostic significance of altered cyclin-
dependent kinase inhibitors in human cancer. Annu Rev Med 1999; 50: 401-423.

Umbas R, Schalken JA, Aalders TW, Carter BS, Karthaus HF, Schaafsma HE,
Debruyne FM, Isaacs WB. Expression of thecellular adhesion molecule E-cadherin is


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takagaki%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15676021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Katsuma%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15676021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaminishi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15676021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Horio%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15676021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tanaka%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15676021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ohgi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15676021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yano%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15676021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takahashi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25131868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roles+of+medical+oncologists+in+the+new+era+of+CRPC+therapy+in+Japan

94

reduced or absent in high-grade prostate cancer. Cancer Res 1992; 52(18): 5104-
5109.

Van Brussel JP, Mickisch GH. Prognostic factors in prostate and testis cancer. BJU Int
1999; 83(8): 910-917.

Van der Cruijsen-Koeter IW, Vis AN, Roobol MJ, Wildhagen MF, de Koning HJ, van der
Kwast TH, Schroder FH. Comparison of screen detected and clinically diagnosed
prostate cancer in the European randomized study of screening for prostate cancer,
section rotterdam. J Urol 2005; 174 (1): 121-125.

VanOosten RL, Earel JK Jr, Griffith TS. Histone deacetylase inhibitors enhance Ad5-
TRAIL Kkilling of TRAIL-resistant prostate tumor cells through increased caspase-2
Activity. Apoptosis 2007; 12(3): 561-571.

Velcheti V, Karnik S, Bardot SF, Prakash O. Pathogenesis of prostate cancer: lessons
from basic research. Ochsner J 2008; 8(4): 213-218.

Wagner KW, Engels IH, Deveraux QL. Caspase-2 can function upstream of bid
cleavage in the TRAIL apoptosis pathway. J Biol Chem 2004; 279(33): 35047-35052.

Walsh PC, Retik AB, Vaughan DE, Wein AJ: Campbell Uroloji, Eds. Anafarta MK,
Yaman MO, Vlll.baski. cilt 4, Giines Kitabevi, Ankara, 2005, s. 3003-3005.

Wang BH, Ou-Yang TP. Pharmacological actions of sodium ferulate in cardiovascular
system. Cardiovasc Drug Rev 2005; 23(2): 161-172.

Wang J, Yuan Z, Zhao H, Ju D, Chen Y, Chen X, Zhang J. Ferulic acid promotes
endothelial cells proliferation through up-regulating cyclin D1 and VEGF. J
Ethnopharmacol 2011; 137(2): 992-997.

Werner AB, Tait SW, de Vries E, Eldering E, Borst J. Requirement for aspartate-
cleaved bid in apoptosis signaling by DNA-damaging anti-cancer regimens. J Biol
Chem 2004; 279(27): 28771-28780.

William K and Oh MD. Chemotherapy for patients with advanced prostate carcinoma: a
new option for therapy. Cancer 2000; 88: 3015-3021.

Wilson SR, Gallagher S, Warpeha K, Hawthorne SJ. Amplification of MMP-2 and MMP-
9 production by prostate cancer cell lines via activation of protease-activated receptors.
Prostate 2004; 60(2): 168-174.

Wingo PA, Tong T, Bolden S. Cancer statistics,1995. CA Cancer J Clin 1995; 45(1):
8-30.

Winter RN, Kramer A, Borkowski A, Kyprianou, N. Loss of caspase-1 and caspase-3
protein expression in human prostate cancer. Cancer Res 2001; 61(3): 1227-1232.

Wong CC, Meinl W, Glatt HR, Barron D, Stalmach A, Steiling H, Crozier A, Williamson
G. In vitro and in vivo conjugation of dietary hydroxycinnamic acids by UDP-
glucuronosyltransferases and sulfotransferases in humans. J Nutr Biochem 2010;
21(11): 1060-1068.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21782921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yuan%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21782921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhao%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21782921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ju%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21782921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21782921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21782921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21782921

95

Xu'Y, Chen SY, Ross KN, Balk SP. Androgens induce prostate cancer cell proliferation
through mammalian target of rapamycin activation and posttranscriptional increases in
cyclin D proteins. Cancer Res 2006; 66(15): 7783—-7792.

Yong EL, Lim J, Qi W, Ong V, Mifsud A. Molecular basis of androgen receptor
diseases. Ann Med 2000; 32(1): 15 — 22.

Yoshino T, Shiina H, Urakami S, Kikuno N, Yoneda T, Shigeno K, Igawa M. Bcl-2
expression as a predictive marker of hormone refractory prostate cancer treated with
taxane-based chemotherapy. Clin Cancer Res 2006; 12(20): 6116-6124.

Yuan Z, Zhang JP, Yang C. Study on the effects of ferulic acid on the vascular smooth
muscle cell migration in vitro. Zhongguo Zhong Xi Yi Jie He Za Zhi 2012; 32(2): 229-
233.

Zhao ZH, Moghadasian MH. Chemistry, natural sources, dietary intake and
pharmacokinetic properties of ferulic acid: A review. Food Chem 2008; 109: 691-702.

Zheng, RL, Zhan H. Effects of ferulic acid on fertile and asthenozoospermic infertile
human sperm motility, viability, lipid peroxidation, and cyclic nukleotides. Free Radic
Biol Med 1996; 22(4): 581-586 .

Zhu W, Giangrande PH, Nevins JR. E2Fs link the control of G1/S and G2/M
transcription. EMBO J 2004; 23(23): 4615-4626.

Zieske JD. Expression of cyclin-dependent kinase inhibitors during corneal wound
repair. Prog Retin Eye Res 2000; 19(3): 257-270.

Zimmermann KC, Bonzon C, Green DR. The machinery of programmed cell death.
Pharmacol Ther 2001; 92(1): 57-70.

WEB_1. Society, A.C.,Cancer Facts and Figures, 2014.
http://www.cancer.org/research/cancerfactsstatistics/cancerfactsfigures2014/ , (alindigi
tarih: 15.11.2014).

WEB_2. Tirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi, Saglik istatistikleri Yiligi, 2012.
http://www.saglik.gov.tr/TR/belge/1-2952/istatistik-yilliklari.html, (alindigi tarih:
17.11.2014).

WEB_3. National Cancer Institute of Canada. Canadian Cancer Statistics, 2000.
Toronto,Canada.http://www.cancer.ca/~/media/cancer.ca/CW/cancer%20information/c
ancer%20101/Canadian%20cancer%20statistics/Canadian-Cancer-Statistics-2002EN.
pdf. (alindigi tarih: 19.11.2014)

WEB_4. World Health Organization, Gender, Health and Ageing. 2003.

http://www.who.int/gender/documents/en/Gender_Ageing.pdf. (alindigr tarih:
13.11.2014).
WEB_5. Society, A.C, Cancer Facts and Figures, 2010.

http://www.cancer.org/research/cancerfactsstatistics/cancerfactsfigures2010/index,
(alindig1 tarih: 28.11.2014).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ong%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10711573
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mifsud%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10711573
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yuan%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22574599
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22574599
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yang%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22574599
http://www.cancer.org/research/cancerfactsstatistics/cancerfactsfigures2014/
http://www.saglik.gov.tr/TR/belge/1-2952/istatistik-yilliklari.html
http://www.cancer.ca/~/media/cancer.ca/CW/cancer%20information/cancer%20101/Canadian%20cancer%20statistics/Canadian-Cancer-Statistics-2002EN.%20pdf
http://www.cancer.ca/~/media/cancer.ca/CW/cancer%20information/cancer%20101/Canadian%20cancer%20statistics/Canadian-Cancer-Statistics-2002EN.%20pdf
http://www.cancer.ca/~/media/cancer.ca/CW/cancer%20information/cancer%20101/Canadian%20cancer%20statistics/Canadian-Cancer-Statistics-2002EN.%20pdf
http://www.who.int/gender/documents/en/Gender_Ageing.pdf.%20(alındığı
http://www.cancer.org/research/cancerfactsstatistics/cancerfactsfigures2010/index

96

WEB_6. http://www.uroonkoloji.org/files/11 Uroonkoloji Kongresi.pdf. (son guncelleme
tarihi: 10.11.2013, alindigi tarih: 25.10.2014).

WEB_7. Society, A.C, Cancer Facts and Figures, 2012.
http://www.cancer.org/research/cancerfactsstatistics/cancerfactsfigures2012/, (alindigi
tarih: 28.11.2014)

WEB_ 8.http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/128708?lang=en&region=
TR, (alindigi tarih: 15.11.2014).

WEB_9. http://www.atcc.org/products/all/CRL-1435.aspx, (alindigi tarih: 15.10.2014).

WEB_10. http://www.atcc.org/products/all/CRL-1740.aspx, (alindigi tarih: 15.10.2014).

WEB 11. XTT Cell Proliferation Assay Kit. http://www.atcc.org/~/media
/56374CEEC36C47159D2040410828B969.ashx. (alindidi tarih: 27.11.2014).

WEB_12. http://www.pubmed.com. (alindigi tarih: 20.11.2014).

WEB_ 13. TUNEL Protokol, http://lifescience.roche.com/shop/products/in-situ-cell-
death-detection-kit-fluorescein. (alindigi tarih: 15.12.2014).



http://www.cancer.org/research/cancerfactsstatistics/cancerfactsfigures2012/
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/128708?lang=en&region=TR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/128708?lang=en&region=TR
http://www.atcc.org/products/all/CRL-1435.aspx
http://www.atcc.org/products/all/CRL-1740.aspx
http://www.pubmed.com/
http://lifescience.roche.com/shop/products/in-situ-cell-death-detection-kit-fluorescein
http://lifescience.roche.com/shop/products/in-situ-cell-death-detection-kit-fluorescein

97

8.0ZGEGMIS

Canan EROGLU 1988 yilinda inegél'de dogdu. ilkégretimini Alanyurt ilkdgretim
Okulu'nda ve lise egitimini inegél Lisesi'nde tamamladi. 2011 yilinda Ege Universitesi
Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimi'nii bitirdi. 2013 yilinda Necmettin ERBAKAN Universitesi
OYP arastirma gorevlisi kadrosuna atandi. Yiiksek lisans egitimi almak icin Pamukkale
Universitesi'ne gérevlendirildi ve 2013 yilinda Pamukkale Universitesinde yiiksek

lisans egitimine basladi. Halen arastirma gorevlisi olarak calismaktadir.



9. EKLER

98

Ek-1. Ferulik asitin PC-3 hiicre hattinda hlicre donglsu gen ekspresyonlarinda kontrol
grubuna gore artis ve azalis gdsteren genler (p>0.05)

Gen Artis Gen Azalig
ANAPC2 246,5952 AURKA -34,0308
BCCIP 4,0144 AURKB -33,7988
BRCA1l 1006,7506
BRCAZ2 1991,2562
CCNA2 65,8106
CCNB1 3,9653
CCNB2 16,0306
CCNC 16,2047
CCNE1l 32,1136
CCNF 130,0068
CCNG1 16,0473
CCNG2 31,495
CCNH 8,0119
CCNT1 1043,6042
CDC16 32,0498
CDC20 8,2065
CDC25A 127,8752
CDC25C 260,3525
CDC34 1044,6603
CDC6 63,8365
CDK1 1,9926
CDK5R1 8228,6235
CDK5RAP1 525,09
CDK7 261,4224
CDK8 1036,2721
CDKN2A 31,6511
CDKN2B 62,9145
CDKN3 15,7597
CHEK1 15,8118
CHEK2 128,5452
CKS1B 16,2739
CKS2 32,4793
CcuL1l 133,0568
CuL2 513,9104
CuL3 16,2762
E2F1 128,1129
GTSE1l 31,3099
HUS1 252,3997

“Devami Arkada”
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EK-1. Ferulik asitin PC-3 hlicre hattinda hlicre déngusi gen ekspresyonlarinda kontrol
grubuna gore artis ve azalis gdsteren genler (p>0.05)

Gen Artis Gen Azalig
KNTC1 63,6779
KPNA2 2,0099
MAD2L1 15,9193
MAD2L2 3,9388
MCM2 1,9781
MCM3 2,0076
MCM4 64,4003
MCM5 32,5581
MDM2 4131,6346
MKI67 15,7632
MNAT1 8,016
MRE11A 15,7402
NBN 64,9706
RAD1 249,7885
RAD17 64,3141
RAD51 31,7069
RAD9A 259,1715
RBBP8 129,9586
RBL1 63,9983
RBL2 64,8229
SERTAD1 256,3536
SKP2 31,6823
STMN1 2,0002
TFDP1 264,3666
TFD2 129,4568
WEE1 62,5952

Ek-2. Ferulik asitin PC-3 hlicre hattinda apoptotik yolak gen ekspresyonlarinda kontrol
grubuna gore artis ve azalig gosteren genler (p>0.05)

Gen Artis Gen Azalig
ABL1 1,7398 AIFM1 -1,1537
APAF1 27,7661 AKT 1 -1,1482
BAD 1,7432 BCL2L1 -1,1447
BAG1 1,7488 BAG3 -1,16
BAK1 1,7268 BCL2L2 -1,1616
BCL10 3,4526 BIRC2 -1,1523
BCL2A1 222,8216 BNIP2 -1,1227
BCL2L10 29,4463 BNIP3 -1,1477
BCL2L11 3,453 BNIP3L -1,1341
BRAF 1,7326 LTBR -1,1489
BID 1,7414 NFKB1 -1,1638
BIRC3 7,0211 NOL3 -1,15
BIRC5 3,4825 RIPK?2 -1,1751
BIRC6 1,7466 TNFRSF10B -1,149
CASP3 1,143

“Devami Arkada”
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Ek-2. Ferulik asitin PC-3 hiicre hattinda apoptotik yolak gen ekspresyonlarinda kontrol
grubuna gore artis ve azalis gdsteren genler (p>0.05)

Gen Artis Gen Azalig
CASP10 55,2034 TRAF2 -1,1427
CASP14 54,815
CASP4 1,7471
CASP5 55,7601
CASP6 1,7411
CASP7 3,4972
CASPS8 6,9203
CASP9 1,7355
CD27 55,7991
CD40 55,946
CD40LG 55,5943
CD70 56,1306
CFLAR 1,7119
CIDEA 27,9173
CIDEB 1,7443
CRADD 1,7378
DAPK1 27,8298
DFFA 1,7556
DIABLO 1,7995
FADD 1,733
FAS 3,5007
FASLG 55,414
GADDA45A 3,4571
HRK 13,8067
IGF1R 1,7263
IL10 27,6634
LTA 55,5452
MCL1 1,7242
NAIP 6,9569
NOD1 6,7801
PYCARD 55,7576
TNF 55,2298

TNFRSF10A 6,948
TNFRSF11B 111,3301
TNFRSF1A 1,7448
TNFRSF1B 28,7868
TNFRSF21 1,7256
TNFRSF25 27,6869

TNFRSF9 55,8183
TNFRSF10 6,9738
TNFSF8 111,2233
TP53BP2 1,7402
TP73 28,053
TRADD 3,3628
TRAF3 1,7479

XIAP 6,8028
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Ek-3. Ferulik asitin LNCaP hicre hattinda hiicre déngiist gen ekspresyonlarinda
kontrol grubuna gore artis ve azalig gésteren genler (p>0.05)

Gen Artis Gen Azalig
ANAPC2 1,3079 CCNA2 -1,5423
ATM 2,6677 CCND1 -1,4882
ATR 1,3203 CCND3 -1,5194
AURKA 1,2917 CCNE1 -1,5205
AURKB 1,3081 CDC34 -1,5114
BCCIP 1,3153 CDC16 -1,555
BRCAl 1,3179 CDK7 -1,5474
BRCAZ2 2,6363 CDKN1A -1,536
CCNB1 1,3215 E2F1 -1,5232
CCNB2 1,3313 E2F4 -1,5314
CCNC 1,331 GTSE1 -1,542
CCNG1 1,3363 KNTC1 -1,5394
CCNG2 1,3106 MAD2L2 -1,5195
CCNH 1,3121 MCM3 -1,5435
CDC20 1,3197 MCM4 -1,5319
CDC25A 1,3241 MCM5 -1,5101
CDC25C 1,3025 MKI167 -1,5246
CDC6 1,3344 RAD9A -1,5267
CDK1 1,3242 RB1 -1,5264
CDK2 1,3225 RBL2 -1,5257
CDK5R1 5,2956 SERTAD1 -1,5201
CDK5RAP1 1,3135 SKP2 -1,5388
CDK8 1,3214 TFDP1 -1,5214
CDKN2A 1,2962 TP53 -1,5156
CDKN3 1,3276

CHEK1 1,3455

CHEK2 1,3225

CKS1B 1,3126

CKS2 1,3381

CuL1 1,3487

CuL2 1,3048

CUL3 1,2968

HUS1 5,2495

KPNA2 1,3121

MAD2L1 1,315

MCM2 1,343

MDM2 2,6165

MNAT1 1,3425

NBN 1,3148

RAD1 1,3125

RAD17 2,6363

RAD51 1,3196

RBBP8 1,32

RBL1 1,3131

STMN1 1,3089

TFD2 1,3344

WEE1 1,3149
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Ek-4. Ferulik asitin LNCaP hicre hattinda apoptotik yolak gen ekspresyonlarinda
kontrol grubuna gore artis ve azalig gésteren genler (p>0.05)

Gen Artis Gen Azalig
ABL1 1,7398 AIFM1 -1,1537
APAF1 27,7661 AKT 1 -1,1482
BAD 1,7432 BAG3 -1,16
BAG1 1,7488 BCL2L1 -1,1447
BAK1 1,7268 BCL2L2 -1,1616
BAX 1,7397 BIRC2 -1,1523
BCL10 3,4526 BNIP2 -1,1227
BCL2A1 222,8216 BNIP3 -1,1477
BCL2L10 29,4463 BNIP3L -1,1341
BCL2L11 3,453 CASP3 -1,143
BRAF 1,7326 LTBR -1,1489
BID 1,7414 NFKB1 -1,1638
BIK 1,7326 NOL3 -1,15
BIRC3 7,0211 RIPK2 -1,1751
BIRC5 3,4825 TNFRSF10B -1,149
BIRC6 1,7466 TP53 -1,1503
BRAF 3,4685 TRAF2 -1,1427
CASP10 55,2034

CASP14 54,815

CASP4 1,7471

CASP5 55,7601

CASP6 1,7411

CASP7 3,4972

CASP9 1,7355

CD27 55,7991

CD40 55,946

CD40LG 55,5943

CD70 56,1306

CFLAR 1,7119

CIDEA 27,9173

CIDEB 1,7443

CRADD 1,7378

DAPK1 27,8298

DFFA 1,7556

DIABLO 1,7995

FADD 1,733

GADDA45A 3,4571

HRK 13,8067

IGF1R 1,7263

IL10 27,6634

LTA 55,5452

MCL1 1,7242

NAIP 6,9569

NOD1 6,7801

PYCARD 55,7576

TNF 55,2298

TNFRSF10A 6,948
TNFRSF11B 111,3301
TNFRSF1A 1,7448

“Devami Arkada”
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Ek-4. Ferulik asitin LNCaP hicre hattinda apoptotik yolak gen ekspresyonlarinda
kontrol grubuna gore artis ve azalig gésteren genler (p>0.05)

Gen Artis Gen Azalg

TNFRSF1B 28,7868
TNFRSF21 1,7256
TNFRSF25 27,6869

TNFRSF9 55,8183
TNFRSF10 6,9738
TNFSF8 111,2233
TP53BP2 1,7402
TP73 28,053

TRAF3 1,7479




