T.C.
TRAKYA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI BiYOLOJi ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS PROGRAMI

Tez Yoneticisi
Prof. Dr. Oguzhan DOGANLAR

PROSTAT KANSERI PC3 ve DU 145 HUCRE
HATLARINDA, DOSETAKSEL ve KURKUMININ
ANJIYOGENEZ UZERINDEKI ETKISI

(Yiiksek Lisans Tezi)

Ceren KAYGUSUZ

Referans no: 10190458

EDIRNE-2018



T.C.
TRAKYA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTIiTUSU
TIBBi BIYOLOJi ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS PROGRAMI

Tez YOneticisi
Prof. Dr. Oguzhan DOGANLAR

PROSTAT KANSERI PC3 ve DU 145 HUCRE
HATLARINDA, DOSETAKSEL ve KURKUMININ
ANJIYOGENEZ UZERINDEKI ETKISI

(Yiiksek Lisans Tezi)

Ceren KAYGUSUZ
Destekleyen Kurum : TUBAP-2016/211

Tez No:

EDIRNE-2018



T.C.
TRAKYA UNIVERSITESI

Saghk Bilimleri Enstiti Miidiirligii
ONAY

Trakya Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisiit Tibbi Biyoloji Anabilim Dah viiksek
lisans programi gergevesinde ve Prof. Dr. Oguzhan DOGANLAR damsmanhgmda viiksek
lisans dgrencisi Ceren KAYGUSUZ tarafindan tez bashign “Prostat Kanseri PC3 ve DU 145
Hiicre Hatlarinda, Dosetaksel ve Kurkuminin Anjiyogenez Uzerindeki Etkisi” olarak teslim
edilen bu tezin tez savunma sinavi 14/05/2018 tarihinde yapilarak asagidaki jiiri tiyeleri

tarafindan “Yiiksek Lisans Tezi” olarak kabul edilmisti

an DOGANLAR
ASKANI

imza imza
Dog¢. Dr. Hilmi TOZKIR Dr. Ogr. Uyesi Hiiseyin Avni EROGLU
UYE UYE

Yukaridaki imzalarin adi gegen &gretim {iyelerine ait oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. Tammam SIPAHI
Enstitt Mudiri



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim siiresince yardim ve
katkilariyla beni yonlendiren, bilgi ve tecriibesini benden
esirgemeyen danigsman hocam Sayin Prof. Dr. Oguzhan
DOGANLAR’a, laboratuvar ¢aligmalarim siiresince bilgisi
ve yardimlariyla destek olan hocam Dog¢.Dr. Zeynep Banu
DOGANLAR’a, bu siirecte yanimda olan b&liim
arkadaslarim Ayten DOGAN ve Melis KELES’e, tez
calismami proje olarak destekleyen TUBAP’a, egitim
hayatim boyunca maddi manevi yardimlarini esirgemeyen
ve herzaman yanimda olan aileme tesekkiir ederim.

Ayrica tezimi, kanserden kaybettigim babam Musa
KAYGUSUZ’a ve kanserle miicadele eden annem
Yildizhan KAYGUSUZ’a ithaf ediyorum.



ICINDEKILER

GIRIS VE AMAC .......uuetiiiieeeeieeeeeeeeeeeeeeesstteeseeesssesessssseesssssssseesssssssseees. 1
GENEL BILGILER..........ooooiiiiiiiiiieeieeeeeceetee et e e eeaaee e 3
PROSTAT BEZININ YAPISL.......ccuuiiiieiieiineeineereneernerneesneerseessneesnennn. 3
PROSTAT KANSERI....cuuiitiitiiiriiieiiieiiieeieerteeenneesneersneesneerssesneessnsssen 5
N0 (002817 1 0 WENCH .V 2 O 12
ANJIYOGENEZ.......cevuueeeneieteeetnereneeesneesneeesneesnesssnessnesssnsssnesssessnessnee 13
DOSETAKSEL....cutiiiitiiiittiiiaeteeeraeeeessaccesssscesssssecssssscsssssccssnseccsnssens 26
KURKUMIN....cttuiiitieeittieeeeteeerneeertneeessneessnesessneeessneessneesssnessssnssssnnns 28
GEREC VE YONTEMLER..........uuttitiiiieeeeeeeeeeeeeeereeeeeseessseesssessseesnn 33
BULGULAR . ...eiiiitteeeeeeeeettee ettt eetveeeeate e eeaaeeseasessesasesensssesesseesennns 52
TARTISMA . ....uttiiiiiieeeeteeeeeiteeeeeeeeeeeteeeeeaaeeeesseeeeessseesessseseeseeeeenseeas 133
Y 0001 0163 0N 2 R 140
(072 3 AR 143
SUMMARY ..ttt ceteee et e ceteeeeeteeeceseseeeseseeesseseessssseesssssesessseesnnnes 145
KAYNAKLAR. ..cciietieeeetteeeeteeeceteeeeeveeseeseeeessseeeesesssssssesessssessssssseon 147
SEKILLER VE TABLOLAR LISTESI......cocoovviiiiiiiiieeeeeeeeeeeen, 162
OZGECMIS...co ottt ettt ettt eeeeesateeseessatessesssaeessssssnaeseseen 172

EKLER



AKT
ANG
ATCC
bFGF
BHP
cDNA
COX-2
DMEM
DMSO
DU-145
ECM
EDTA
EGF
EGFR
EMEM
EMT
FAK
FBS
FGF
FGFR
GAPDH

SIMGE VE KISALTMALAR

: Protein Kinaz B

: Anjiyopoetin

: American Type Culture Collection

: Bazik Fibroblast Biiyiime Faktorii

: Bening Prostat Hiperplazisi

: Komplementer Deoksiriboniikleik Asit
: Siklooksigenaz-2

: Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium
: Dimetil Stilfoksit

: Insan Prostat Kanseri Hiicre Serisi

. Ekstraselliiler Matriks

: Etilendiamin Tetraasetikasit

: Epidermal Biiylime Faktorti

: Epidermal Biiylime Faktor Reseptortii
: Minimum Essential Medium Eagle’s
. Epitelyal Mezensimal Gegis

- Fokal Adhezyon Kinaz

: Fetal Bovin Serum
: Fibroblast Biiyiime Faktorii
: Fibroblast Biiylime Faktor Reseptori
- Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz



HIF-1a
HIF-1p
1Cso
IGF
IGFR
IL-6
INOS
ISUP
LNCaP
MAPK
MMP
MRNA
MT-MMP
MmTOR
MTT
nM
PAI-1
PBS
PC-3
PCa
PCR
PDGF
PGF
PHD 1
Pl
PI3K
PIP
PIP2
pRB
PSA
PTEN
RNA
RNaz

: Hipoksi ile Indiiklenen Faktor 1-Alfa
: Hipoksi ile Indiiklenen Faktor 1-Beta
: Inhibisyon konsantrasyon 50
: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii
: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktor Reseptorii
: Interlokin-6
- Induklenebilir Nitrik Oksid Sentaz
. International Society of Urological Pathology
: Insan Prostat Kanseri Hiicre Serisi
: Mitojen-Active Protein Kinaz
: Matriksmetalloproteinaz
: Mesajc1 riboniikleik asit
: Membran Tipi MMP
: Mechanistic Target of Rapamycin
: 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
: Nanomolar
: Plasminogen Activator Inhibitor-1
: Phosphate Buffered Saline
: Insan Prostat Kanseri Hiicre Serisi
: Prostat Kanseri
: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: Platelet-Bagimli Biiylime Faktorti
: Plasental Biiyiime faktorii
: Prolil Hidroksilaz Domain 1
: Fosfatidil inositol
: Fosfatidil inositol 3-kinaz
: Fosfatidil inositol-4-fosfat
: Fosfatidil inositol-4,5-bisfosfat
: Retinoblastoma proteini
: Prostat Spesifik Antijen
: Phosphatase and Tensin Homolog
: Ribontikleik Asit

: Riboniikleaz


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwipoYGF6oHYAhWRJOwKHfXJC7cQFghEMAM&url=https%3A%2F%2Fisupweb.org%2Fisup%2F&usg=AOvVaw2S5QlzsTo3aqViG2Qq7vcC

RT-gRT
TAMs
TGF-p
TNFR
TNF-a
TRUS
VBM
VEGF
VEGFR
VPF

: Reverse Transkriptaz-Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: Tumor-Associated Macrophages
: Transforming Biiyiime Faktor-Beta
: Tumor Nekroz Faktor Reseptor
: Tumor Nekroz Faktor-alpha
: Transrektal Ultrason
: Vaskiiler Bazal Membran
: Vascular Endothelial Biiyltime Faktori
: Vascular Endothelial Biiyiime Faktorii Reseptorii

: Vaskiiler Permeabilite Faktori



GIRIS VE AMAC

Kanser, bir organizmadaki hiicrelerin genetik ve ¢evresel kosullarin etkisi altinda
kontrolsiiz bir sekilde boliinmesi, gogalmasi ve birikmesi sonucunda ortaya ¢ikan kompleks
bir hastaliktir. Bilinen 200°den fazla kanser tiirii bulunmaktadir (1, 2). Prostat kanseri,
gelismis iilkelerde en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir. Endiistrilesmis iilkelerde yaygin
olarak goriilmekte olup, akciger kanserinden sonra 6liimle sonuglanan kanser vakalarinda
ikinci sirada yer almaktadir (3). Prostat kanserinin tedavisi i¢in radyoterapi, kemoterapi ve
cerrahi yontemler kullanilmaktadir (4). Ancak bu yontemlerin avantajli yonleri olmasina
ragmen, dezavantajli yonleri de bulunmaktadir. Bu nedenle belirtilen tedavilere ek olarak
immiinolojik ve biyolojik tedavi yontemleri gelistirilmektedir (5).

Anjiyogenez, tiimorlerin yeni kilcal damarlart gelistirebilecegi bir siiregtir (6). Anti-
timor ilag gelistirmede anjiyogenezin inhibisyonu potansiyel bir hedeftir (7).

Taksan sinifina ait bir molekiil olan Dosetaksel, Taxus baccata’ dan elde edilen
antineoplastik bir ajandir (8). Mikrotiibiilleri stabilize ederek hiicre dongiisiiniin G2/M
fazindaki hiicreleri bloke ettii ve sonunda hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
diistinilmektedir (9). Ayrica birgok kemoterapdtik ajanin migrasyon ve anjiyogenez
izerinde Onleyici etkisi bulunmaktadir. Yapilan calismalarda Dosetaksel’in de hem in vitro
hem de in vivo kosullar altinda anjiyogenezi inhibe ettigi bildirilmistir (10).

Pleotropik bir molekiil olan Kurkumin, Zerdecal (Curcuma Longa) bitkisinin
rizomundan (Rhizoma Curcumae) elde edilmektedir. Gii¢lii bir anti-inflamatuardir. Prostat
kanseri de dahil olmak {izere birgok kanser tiiriinde, hiicre proliferasyonunu inhibe ederek

ve apoptozu arttirarak ayni anda birden fazla sinyal yolunu etkiledigi bildirilmektedir.



Ayrica yapilan ¢alismalarda pro-anjiyogenik proteinleri baskilayarak, anjiyogenez
inhibitorii oldugu gosterilmistir (11).

Bu bilgiler 1s181nda; ¢alisma ile insan prostat kanseri hiicre serisi olan DU-145 ve
PC-3’ de Kurkuminin ve kemoterapétik bir ajan olan Dosetaksel’in anjiyogenez lizerine olan

etkisinin incelenmesi amaglanmustir.



GENEL BIiLGILER
PROSTAT BEZIiNIiN YAPISI

Prostat Bezinin Anatomisi ve Histolojisi

Prostat, erkek lireme sisteminde bulunan 18 gram agirliginda, 3 cm uzunlugunda, 4 cm
genigliginde, 2 cm kalinhiginda, igerisinden prostatik {iretra gegen ters koni bigiminde,
fibromuskuler ve glandular bir organdir (12). Kismen tubuloalveoler bezlerden kismen de bu
bezlerin arasini dolduran ara dokudan yapilmis olup, iistte mesane boynu ile altta iireogenital

diafragma arasinda uzanir (13). Prostat yogun diiz kas yapisindan olusan fibroz bir kapsiille
cevrilidir (12) (Sekil 1).

Prostat bezi

Seminal vezikil

Rektum
Lenf nodu

Sekil 1. Prostat bezinin anatomisi (14)



Fibromiiskiiler stroma ve glandular epitelyal hiicrelerden olusan normal yetiskin
prostatinda bu iki bolge, dengede olan hiicre cogalmasini ve hiicre 6liim diizeyini korumaktadir.
1980 yilinda neoplastik stirecin durumunu tanimlamak i¢in McNeal bolgesel anatomi modelini
gelistirmistir. McNeal’e gore normal prostat i¢inde 4 6nemli zon bulunmaktadir (15)(Sekil 2).
Bunlar;

1) Periferal zon
2) Santral zon
3) Transizyonel zon

4) Fibromuskiiler stroma

1) Periferal Zon: Periferal zon, glandular dokunun %70’ini igermektedir. Distal {iretra
etrafindaki prostat bezinin posterior yoniiniin alt kapsiiler kismidir. Prostat karsinomlarinin
%751 bu zondan kaynaklanmaktadir.

2) Santral Zon: Santral zon, glandular dokunun %25’ini olusturmaktadir. Ejakiilasyon
kanallar1 bu zon ile gevrilidir. Santral zon tiimoérleri, prostat karsinomlarinin % 5-10’unu
olusturur. Ancak bu bolgedeki kanserler, agresif olma egilimindedir.

3) Transizyonel Zon: Transizyonel zon, iiretranin ¢evresinde, distal ve proksimal
tiretranin birlesim yerinde yer alir. Glandular dokunun sadece % 5 ‘ini olusturur ancak
fonksiyonel onemi c¢ok fazladir. Prostat karsinomlarinin %10-20’si transizyonel zonda
gerceklesir. Selim prostat bityiimesi olan BPH (Bening Prostat Hiperplazisi) de transizyonel
zon kaynaklhidir.

4) Fibromuskiiler Stroma: Glandular yap1 igermeyen sadece kas ve fibréz dokudan
olusan fibromuskiiler stroma, bezin yaklasik % 5’ ini olusturmaktadir. Prostatin tiim o6n

ylizeyini, koruyucu bir kilif gibi sarar (16, 17).



Sekil 2. Prostat bezinin zonal anatomisi (18)

PROSTAT KANSERI
Epidemiyoloji

Kanser, hiicrelerin anormal bir sekilde kontrolsiiz olarak bdliinmesinden kaynaklanan
bir grup hastalik igin kullanilan genel bir terimdir (19) ve prostat kanseri, hiicre gogalmasi ve
hiicre 6liimii arasindaki dengenin bozulmasiyla, prostat bezinin malign biiyiimesi sonucunda
meydana gelmektedir (3). Amerikali erkeklerde cilt kanserinden sonra, prostat kanseri en stk
goriilen kanser tlriidiir. Amerikan Kanser Toplulugu’nun 2017 yilindaki verilerine gore,
Amerika Birlesik Devletleri’nde 161,360 yeni prostat kanseri tespit edilmis ve 26.730 kisi
prostat kanserinden hayatim1 kaybetmistir (20). Diinya Saglik Orgiitii’niin 2014 yilindaki
Tiirkiye verilerine gore erkeklerde, kanser vakasi sebebiyle 58,400 kisi hayatin1 kaybetmistir.

Bu kanser vakalarinin %12,4’ ise prostat kanserine aittir (21) (Sekil 3).
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Sekil 3. Diinya Saghk Orgiitii’niin 2014 yihndaki Tiirkiye verileri.

Ulkemizde, Saglik Bakanligi’nin 2005 yilinda yaptig istatistik verilerinde ise 100,000
hastanin % 24,3’ iinde prostat kanseri goriilmektedir (Sekil 4) (22).
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Risk Faktorleri

1-Yas: Prostat kanseri, ileri yastaki erkeklerde goriilen bir hastaliktir. 40 yasindan 6nce
nadir gortilmektedir. 50 yasindan sonra, prostat kanserine yakalanma sansi hizla yiikselir.
Neredeyse 10 prostat kanseri vakasinin 6’s1, 65 yas veya daha ileriki yaslarda teshis

edilmektedir. Tan1 anindaki yas ortalamasi ise 66’dir.

2-1rk: Afrika kokenli Amerika’lilar da ve Karayip erkeklerinde diger irklara gore
prostat kanseri daha sik goriilmektedir. Afrika kokenli Amerikali erkeklerde prostat
kanserinden dlenlerin orani, beyaz erkeklere gore iki kat daha fazladir. Asya kdkenli Amerika’
lilarda ve Latin erkeklerde ise, Latin olmayan beyaz erkeklere gére prostat kanseri daha az
goriilmektedir. Ancak bu irksal ve etnik farkliliklarin nedenleri net olarak bilinememektedir
(23).

3-Aile oykiisii: Aile Oykiisii, prostat kanserinde en onemli risk faktdrlerindendir.
Kalitsal ve sporadik olmak {izere 2 grup altinda toplanan prostat kanserinin, %10-15"1 genetik
%851 ise sporadik olarak belirlenmistir. Aile Oykiisii, sporadik prostat kanserlerinde
goriilmemektedir. Prostat kanserinden etkilenen aile bireylerinin sayisi, akrabalik derecesi ve
tan1 anindaki yaslari, prostat kanserinin gelismesi igin bir risk faktoriidiir. Prostat kanserinden
etkilenen birinci dereceden bir akrabasi olan erkek igin, prostat kanseri riski iki katina
cikmaktadir. Birden fazla etkilenen akrabasi olan erkekler igin risk daha da artmaktadir (24).
Yapilan ¢alismalarda, tiim kanserlerin % 5 ila %10 ’unda aile 6ykiisiiniin goriildiigi, 6zellikle
50 ’li yaslardaki kanser vakalarmin %45 ’inde otomazal dominant gegisin etkili oldugu
bildirilmektedir (25). Prostat kanserlerinin de %10’nun da genetik faktoriin risk olusturdugu
diistiniilmektedir (26).

4-Diyetsel faktorler: Prostat kanserini etkileyen bir diger risk faktorii ise diyettir.
Yiiksek miktarda yag tiiketimi ile prostat kanseri arasinda bir iligki bulunmaktadir. Yag tiiketimi
ile artan yag asidi plazma konsantrasyonlarinin, gonadal steroidlerin globiinlere baglanmasini
inhibe edebilecegi diisiinlilmektedir. Diyetle alinan yiliksek miktarda yag, androjenik
stimiilasyonu arttirmasi nedeniyle prostat kanseri olusumunu tetikleyebilir ve bu da kanser

riskini arttirabilir (27).



Yiiksek sicaklik kosullarinda pisirilen etlerde bol miktarda iiretilen heterosiklik aminler,
prostat kolon ve gogiis kanserleriyle iliskili bulunmustur. Tim ¢alismalar pozitif olmasa da, bir
cok epidemiyolojik ¢alisma, et tiikketimini ve ¢ok iyi pismis eti genel prostat kanseri ve / veya
agresif prostat kanseri riski ile iligskilendirmistir (28).

Alfa metil koenzim-m-rediiktaz, sigir eti ve siit iiriinlerinde fazla miktarda bulunan
dallanmus zincirli yag asitlerinin peroksidasyonunda, énemli rol oynayan bir enzimdir. Uretilen
hidrojen peroksit prostatta bulunan genetik bilesenlere zarar verebilmektedir ve kanser riskini
arttirmaktadir (29).

Izoflavonlar1 iceren soya fasulyesi iiriinlerinin tiiketimi, Japonya'da prostat kanseri
riskinin azalmasina neden olmustur. Bilesenleri genistin ve daidzin'dir. Yapilan bazi
calismalarda, bu izoflavonlarin etki mekanizmasinin, hiicre proliferasyonunda ve
anjiyogenezde rol oynayan tirozin kinaz enzimlerini inhibe ettigi bilinmektedir (30).

Domates sosu, likopen denilen bir antioksidan i¢erir. Domates tiiketen insanlarda prostat
kanseri riskinin azaldig1 yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur. Diyetlerinde domates sosu
almayanlar insanlarla karsilastirildiginda prostat kanseri riski %16 oraninda azalmistir (31).

Prostat kanseri riskini arttirmada rol oynayan diger 6nemli bir faktor ise insiilin benzeri
bliylime faktorii (IGF)’diir. Yag ve kalori agisindan zengin diyetler, bliylime hormonu ve
instilinin salinmasina neden olmaktadir. Bu da hiicre apoptozunu azaltabilen ve hiicre
proliferasyonunu arttiran IGF'yi serbest birakir. Yapilan ¢alismalar, IGF-1 diizeyleri yiiksek
olan kisilerde prostat kanseri riskinde 1.7-4.3 oraninda bir artig oldugunu géstermektedir (32).

Selenyum ve E vitamini, prostat kanseri riskini azalttig1 diisiiniilen diger mikro besin
ogeleridir. Hastalarin selenyum aldig1 bir ¢alismada, plaseboyla karsilastirildiginda prostat
kanseri insidans1 % 66 oraninda azalmistir. Benzer sekilde, bir Iskandinav kemoprezervasyon
calismasinda, E vitamini ve beta karoten alan hastalarda prostat kanseri insidansinda ve

mortalitesinde % 40 oraninda bir azalma saglanmigtir (33).

5-Obezite: Obezite, viicut kitle indeksi ile dlgilmektedir. Viicut agirliginin (kg), boy
uzunlugunun metre cinsinden karesine boliinmesiyle hesaplanmaktadir. Bir kisinin kendi viicut
kitle indeksi 25’den daha biiyiik ya da esitse obez olarak kabul edilmektedir (34). Obezitenin
prostat kanseri ile iliskisi net olarak agiklanmamaktadir. Ancak son ¢alismalar, obezitenin

agresif prostat kanseri ile iliskili oldugunu gostermektedir (35).



6-Sigara ve alkol kullanimi: Sigara kullaniminin tiim kanserlerle % 80 oraninda bir
iligkisinin oldugu bilinmektedir. Ancak yapilan caligsmalarda, sigara kullaniminin prostat
kanseriyle olan iliskisi net olarak agiklanamamistir. Bazi ¢alismalarda da, kiigiik bir miktarda
olsa sigara kullaniminin prostat kanserinin 6liim riskini arttirdig1 bilinmektedir ancak bu bulgu
baska caligmalar tarafindan dogrulanmalidir (36).

Sigara da bulunan kadminyumun, dolasimdaki androjen seviyelerinde ve oksidatif
streste artisa Sebep oldugu ve bunun da prostat kanseri i¢in risk faktorii olusturdugu
diistiniilmektedir (37).

Bir¢ok caligmada, alkol tiiketiminin prostat kanserinin insidansina veya mortalitesine
etkisi olmadigini bildirmektedir (38). Alkoliin fazla tiiketilmesi, Ostrojen diizeyini arttirirken
testosteron diizeyini azaltmaktadir. Bu sebeple alkol tiikketiminin de prostat kanserini

azaltabilecegi diistiniilmektedir (39).

Belirti ve Semptomlar

Prostat kanseri, nadir olarak geng eriskinlerde goriilmekte olup, genellikle ileri yastaki
hastalarda rastlanmaktadir. Kanser, hastaligin erken evrelerinde prostat dokusunda sinirh
oldugundan hastalarda asemptomatiktir. Prostat kanseri asemptomatik olabilecegi gibi, idrar
yapma gli¢liigii, ereksiyon zorlugu, semende ve idrarda kan goriilmesi, sirt, bel, kal¢a ve uyluk
agrilar1 gibi sebeplerle semptomlar verebilmektedir (40). ileri prostat kanserine sahip, bolgesel
hastalig1 olanlarda mesane cikisinda tikaniklik ve hematiiri belirtileri sik goriilmektedir.
Metastaz yapmis olan prostat kanserlerinde, alt ekstremitede metastatik konglomere pelvik
lenfadenopatilerin ana vaskiiler yapilara yaptigi basi nedeniyle 6dem ile belirti verebilir. Spinal
kord da basi bulgular1 da vertebra metastazi olan prostat kanseri vakalarinda goériilmektedir
(41).

Tam
Prostat kanserinde, dijital rektal muayene, prostat spesifik antijen (PSA) taramasi,
transrektal ultrason (TRUS) esliginde biyopsi olmak iizere 3 farkli tam1 yOntemi

kullanilmaktadir.

1-Dijital rektal muayene: Posterior ve lateral prostat dokusundaki tiimoérler dijital
rektal muayene yotemi ile saptanabilmektedir. Diger bir yontem olan PSA kan testinden daha

az etkili bir yontemdir. Ancak bazi durumlarda PSA kan seviyeleri normal olan hastalarda
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dijital rektal muayene ile prostat kanseri teshis edilebilmektedir. Bu yontemin duyarlilig diisiik

oldugundan, daha ¢ok prostat kanseri taramalarinin bir pargasi olarak kullanilmaktadir (42).

2-Prostat spesifik antijen (PSA) taramasi: Prostat spesifik antijen (PSA), prostatla
ilgili hastaliklara spesifik bir belirte¢ olup, insan kallikrein ailesine ait bir serin proteazdir. 19.
kromozomun kisa kolunda (19q13.,4) lokalizedir (43). Androjenin diizenlenmesiyle, prostat
asiner hiicreleri ve duktal epitelden eksprese olmaktadir (44).

Prostatik doku bitiinliigiiniin  bozulmasiyla prostattan kana PSA  gegisi
gerceklesmektedir ve serumda PSA seviyesi artmaktadir. Bu durum, prostat kanserinde ve
prostatit, bening prostat hiperplazisi gibi prostat patolojilerinde ger¢eklesebilecegi gibi tirolojik
miidahalelerden veya fizyolojik durumlardan dolayr da olabilmektedir (45). PSA seviyesi
referans araligi 0-4 ng/mL olarak kabul edilmektedir. 40 yas iistii saglikli erkeklerin %97’ sinde
4.0 ng/mL’nin altinda oldugu saptanmistir (46). Bening prostat hiperplazisi ve prostat
kanserinin Ortlstigi, 4-10 ng/mL aralig1 ise “gri zon” olarak degerlendirilmektedir. 90’1
yillarda ise, gri zondaki vakalar1 daha iyi anlayabilmek amaciyla, yasa 6zgii PSA degerleri,
PSA velositesi, PSA dansitesi, serbest PSA gibi bir¢ok PSA tiirevlerine yonelik ¢alismalar hiz
kazanmustir (47). Eldeki veriler, farkli topluluklardan ve farkli biyopsi yontemleri uygulanmisg
hastalardan oldugu i¢in klinik uygulamalar, standardize edilememistir. Gilincel algilama,
PSA’nin prostatla ilgili hastaliklarda onemli bir belirte¢ oldugu ancak kansere spesifik
olmadig1, organa spesifik oldugu yoniindedir. Giiniimiizde ise PSA kullaniminda amag, organa

spesifik tiimorlerin teshis edilebilmesidir (48).

3-Transrektal ultrason (TRUS) esliginde biyopsi yontemi: Erken evredeki
kanserlerin  belirlenmesinde, transrektal ultrason tek basmna tarama testi olarak
kullanilmamaktadir. Daha ¢ok transrektal ultrason esliginde yapilacak olan prostat biyopsileri
sirasinda, biyopsi ignelerine yonlendiricilik yapmaktadir.

Biyopsilere eslik eden TRUS, ayn1 zamanda dijital rektal muayene ile tanimlanamayan
birgok kanseri tanimlayabilmekte ve PSA seviyesindeki artiga yardimci olabilecek sekilde
prostat bezinin bilylikliglinii 6l¢ebilmektedir. Bunlara ek olarak, kriyo cerrahi gibi tedavilerde

yonlendirici olarak kullanilmaktadir (49).
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Prostat Kanserinde Derecelendirme ve Evreleme

Kanserli dokunun histolojik olarak incelenmesiyle gézlenen heterojeniteye bagli olarak,
Gleason, prognastik belirte¢ olarak kabul edilen bir derecelendirme sistemi gelistirmistir.
Gleason sistemi, prostat kanserinde prognozun degerlendirilmesinde, hastaligin
derecelendirilmesinde ve uygun tedavinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (50).

Mevcut prostat kanseri (PKa) derecelendirme sistemi 1966 ve 1974 yillari arasinda
Donald Gleason ve Urolojik Arastirma grubu tarafindan gelistirilmis 2005 ve 2014 yilinda
revize edilmistir. 2005 yilindaki revizyonda, Gleason dereceleri 1 ile 5 arasinda degismektedir.
Gleason skoru ise, en sik goriilen derece ile ikinci siklikta goriilen derecenin toplamindan
olusmaktadir ve 2 ile 10 arasinda degismektedir. Gleason derecelendirme sisteminde, skor

gruplandirilmasi asagidaki tabloda gosterilmektedir (51) (Tablo 1 ve Sekil 5).

Tablo 1. Gleason derecelendirme sisteminde, skor gruplandirilmasi

Gleason skoru Derecelendirilmesi

2-4 Iyi dereceli diferansiye timor
5—17 Orta dereceli diferansiye tiimdr
8-10 Kotii dereceli diferansiye timor

Grade 4

Sekil 5. Gleason derecelendirme sistemi (52)
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2014 yilinda ise Uluslararas1 Urolojik Patoloji Dernegi (ISUP) tarafindan yapilan
konsensus konferansinda, Gleason derecelendirilmesi ile ilgili olarak yeni diizenlemeler

yapilmustir. Yeni derecelendirme sistemi asagidaki tabloda gosterilmektedir (Tablo 2) (51).

Tablo 2.Yeni Gleason derecelendirme sistemi

Gleason skoru Derecelendirilmesi

6’dan kiigtik 1.grup (% 96 iyi)

3+4=7 2.grup (% 88 orta)

4+3=7 3.grup (% 63 kotil)

8 4.grup (% 48 kotii)

9-10 5.grup (% 26 ¢ok kotii)
TUMOR METASTAZI

Metastaz; primer tiimdriin ilk bulundugu ortamdan uzak bolgelere gog ettigi, neoplastik
hiicrelerin hizla ¢ogaldigi karmasik ve ¢ok asamali bir siiregtir (Sekil 6) (53, 54). Metastaz

terimi ilk olarak Joseph-Claude-Anthelme Récamier tarafindan tanimlanmustir (54).

kan akmm ile primer timor

¢ €« epitel hiicreler
" / bazal membran

S

[ 9 —— stromal hiicreler ile ekstraselliler matriks

LD epitel hiicreler

-
dormant timé&r hiicreler e

kan akmu ile metastatik / ikincil tiimé6r kolonisi

Sekil 6. Metastatik siirec
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Metastatik siire¢ su sekilde gerceklesir:

1) Primer kati tiimoérden kagan hiicreler, bazal membran ve ekstraselliiler matriksten (ECM)
gecerek ¢evresindeki normal dokuyu istila eder.

2) Kagan hiicreler, aktif olarak endotel hiicrelerinden gecerek dogrudan kana ulasir veya timor
hiicrelerini kan dolagimina tagiyan lenfatik sistem iizerinden pasif olarak tasinir.

3) Timoér hiicreleri kana geldiginde ikincil bolgedeki endotel hiicrelerinden gegerek
ekstraselliiler matriksin bazal membranini isgal eder.

4) Sekonder bolgede, tiimor hiicreleri uzun bir siire bekletilebilirler. Dormant halde olan bu
tiimor hiicreleri gelecekte cogalabilir ve metastatik tliimorii olusturabilir.

5) Dormant tiimor hiicreleri halinde bulunmalar1 diginda, ikincil bolgede metastatik tlimor
kolonileri olusturmak i¢in c¢ogalirlar. Bu siiregte metastatik tiimoriin beslenmesi igin

anjiyogenezi uyarirlar ve yeni kan damarlarini olustururlar (53).

ANJIYOGENEZ

Kan damarlar1 vaskiilogenez ve anjiyogenez olmak tizere iki mekanizma ile sekillenir.
Vaskiilogenez; endotel progenitdr hiicrelerden sekillenen, primitif damar olusumudur. Endotel
progenitor hiicrelerden olan anjiyoblastlar, primer kapiller pleksusu olustururlar. Bu olusumla
ise yeni damar yapilari filizlenip dallanmaktadir (55).

Anjiyogenez; endotel hiicrelerinin bdliinmesini ve tasinmasini iceren mevcut kan
damarindan yeni kan damarinin olusumuyla sonug¢lanan biyolojik bir siirectir. Tiimor ile iliskili
yeni damarlarin mevcut kan damarlarindan filizlenme siireci ilk olarak 1971'de Dr. Judah
Folkman tarafindan "tiimor anjiyogenezi" olarak adlandiriimistir (56).

Embriyogenez veya gelisme sirasinda normal epitel hiicreleri cogalir ancak
yetiskinlerde epitel hiicreleri daha az bdliniirler. Karsinoma hiicreleri, normal epitel
hiicrelerinin transformasyonundan veya mutasyonundan kaynaklanir. Tiimorler, epitel
tabakanin bazal membraninin altinda bulunan kilcal damarlara yakin bulunurlar. Kilcal
damarlara mesafeleri, oksijenin diffiizyon mesafesi olan 200-300 pm’dir. Bir timdr hiicresi
ancak 2-3 mm’ye kadar biiyliyebilir (57). Kilcal kan damar gelismedigi siirece tlimor
biiyliyemez bunun i¢in anjiyogeneze gereksinim vardir (54).

Mevcut damarlardan yeni kan damari olusumu siireci olan anjiyogez 4 adimda

gerceklesir (Sekil 7).
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Sekil 7. Anjiyogenez basamaklari (58)

1) Proteazlar tarafindan bazal membranin yikilmasi: Anjiyogenez vaskiiler bazal
membranin (VBM) bozulmasi ve yeniden diizenlenmesi ile iligkilidir. Anjiyogenik faktorlerin
matriks metalloproteinazlar1 ve plazminogen aktivator enzimleri aktive etmesiyle ekstraselliiler
matriks ve bazal membran yikilir (59).

2) Endotel hiicrelerin migrasyonu: Biiyiime faktorleri ve matris metaloproteinazlara
yanit olarak, VBM degradatif ve yapisal degisikliklere ugrar. Olgun VBM'den geg¢ici matrikse
gecis, vaskiiler endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini ve gogiinti arttirir. TUmor hiicreleri,
fibroblastlar ve bagisiklik hiicreleri tarafindan {iretilen vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF), bazik fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) ve trombosit kokenli biiyiime faktorii
(PDGF) gibi biiylime faktorleri bazal membrandan salinir (58). Endotel hiicrelerin
reseptorlerine anjiyogenik faktorlerin baglanmasiyla endotel hiicreleri aktive edilir. Endotel
hiicrelerinin ekstraselliiler matriks i¢ine migrasyonu gergeklesir (60).

3) Endotel hiicrelerin proliferasyonu: Migrasyon yapan endotel hiicreleri VEGF gibi
biiyiime faktorlerinin etkisiyle ¢ogalir. Bu, ara maddenin olusumuna neden olur ve daha sonra
yeni bir olgun VBM olusur. Vaskiiler endotel hiicreleri ve perisitlerle birlikte VBM, yeni bir
kan damar1 olusumuna aracilik eder. Bu siire¢ boyunca pargalanan VBM, anjiyogenezin

diizenlenmesinde ¢ok énemli bir role sahiptir (58).
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4) Kapiler olusumu ve endotel hiicrelerin olgunlagmasi: Prolifere olan endotel
hiicrelerinden sonra ekstraselliiler matriks bilesenlerinin depolanmasi ve bir araya getirilmesi
icin ekstraselliiler proteoliz inhibe edilmelidir. Bazal membranin yikilmasiyla, endotel hiicreler
migrasyon yapar ve filizleme gerceklesir. Kilcal kan damarlari, hiicre dis1 matriks proteolizinin
aktivasyon ve inhibisyonlari sonucunda olusur. Yeni bazal membran, yeni Kkapillerin
olugmasindan sonra gergeklesir. Bu sebeple, endotel hiicrelerinin birbirlerine ve ekstraselliiler

matrikse tutunmalar1 yeni kilcal damar olusturabilmeleri agisindan 6nemlidir (61).

Anjiyogenezin Molekiiler Mekanizmasi

Insan viicudunda fizyolojik ve patolojik olmak iizere 2 gesit anjiyogenez vardir.
Embriyogenez, yara iyilesmesi ve kadinlarda menstruasyondan sonra uterus i¢ tabakasinin
rejenere olmasi gibi durumlarda fizyolojik anjiyogenez goriiliir. Patolojik anjiyogenez ise artrit,
psoriazis, kronik inflamasyon gibi inflamatuvar hastaliklarda, cesitli kanser tiirlerinde,
proliferatif retinopati gibi goz hastaliklarinda goriiliir (62).

Timor hiicrelerinin anjiyogenik fenotipe ge¢mesi, pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik
faktorlerin dengesiyle saglanmaktadir (Sekil 8). Bu faktorler, ekstraselliller matriksin
degredasyonu sonrasinda veya tiimor hiicreleri, fibroblast ve monosit gibi ortamda bulunan

hiicrelerin etkisiyle ortaya ¢ikar (63).

<>
L 4
o -
-
P ” mhibiticler
-~
=

aktrvatirler inhibitieler aktivatirler
(a) (b)

Sekil 8. Damarsal bilesenler latent haldeyken, aktivator (pro-anjiyogenik faktorler) ve

inhibtorler (anti-anjiyogenik faktorler) arasindaki denge. (b) Anjiyogenik

uyaranlarin artisi ve inhibitorlerin azahsiyla anjiyogenezin baslatilmasi (64).

15



Dormant haldeki timor anjiyogenezi baslatildiginda, endotel hiicrelerinin filizlenmesini
ve kemotaksisini tiimdr kitlesine dogru indiikleyen faktorler salgilanir. Bu olay ‘anjiyogenik
gecis’ olarak adlandirilir.

Hipoksik ortamda, transkripsiyon faktérii olan (Hipoksi ile Indiiklenen Faktor- 1 alfa)
HIF-1a stabilize edilir ve anjiyojenik siirece katkida bulunan birden ¢ok genin sentezlenmesini
aktive eder. HIF-1a ile indiiklenen VEGF ve bFGF, vaskiiler gegirgenligi ve endotelyal hiicre
bliylimesini destekler.

Efrinler, yeni olusan kan damarlarin1 yonlendirirken PDGF, anjiyopoietin-1 ve
anjiyopoietin-2 gibi  diger  salgilanan  faktorler = kemotaksiyi  kolaylastirir.
Matriksmetalloproteinazlar (MMP) ise, endotelyal hiicre migrasyonunu kolaylastirmak ve
iligkili bliyltime faktorlerini serbest birakmak icin hiicre dis1 matriksi parcalarlar.

Anjiyojenik endotelyal hiicrelerin ylizeyinde bulunan bazi integrinler, filizlenen
endotelyal hiicrelerin gegici ekstraselliiler matrikse baglanmalarina, gé¢ etmelerine ve hayatta
kalmalarina yardimer olur.

Tiimorid cevreleyen mikro g¢evre icerisinde salgilanan faktorler, timor ile iliskili
makrofajlar1 (TAM'lar) aktive eder, daha sonra VEGF ve MMP’ler gibi anjiyogenik faktorleri
tiretir.

Perisitler, endotelyal hiicrelerin bazolateral yiizeyini saran ve normal fizyolojik kosullar
altinda vazokonstriksiyon ve genislemesini diizenleyen destek hiicreleri olarak islev goriirler.
Tiimor anjiyogenezi, damarlarin filizlenme asamasinda perisitten yoksundur daha sonra
timoriin sagkalimim tesvik etmek ve yapisal destek saglamak igin endotelyal hiicreler

tarafindan alinirlar (Sekil 9) (65-67).
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Sekil 9. Anjiyogenez yolagi (68)

1) Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF); inflamasyonda, vaskiilogenez ve

anjiyogenez sirasinda vaskiiler gelisimin uyarilmasinda rol oynayan dnemli bir anjiyogenik

faktordiir (69). 1980'lerde, anjiogenezisi tetikleyen ilk molekiillerin kesfi ger¢eklesmistir (70).

Giliniimiizde VEGF-A olarak adlandirilan bu faktor, ilk bulundugunda vaskiiler permeabilite
faktorii (VPF) olarak adlandirilmisti. VEGF molekiilii homodimerik olup 46 kDa agirligindadir.

Heparine bagli glikoprotein bir yap1 gosterir (71). Endotel hiicreleri tizerinde mitojenik bir

etkiye sahiptir, migrasyonu ve invazyonu arttirir. Ayrica tiimor hiicrelerine vaskiiler

gegcirgenligi arttirarak metastazi kolaylastirir (72).
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VEGF ailesi, plasental biiyiime faktoriiniin (PGF) yani1 sira VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D ve VEGF-F'yi igerir. VEGF’in aminoasit sayilarina gére, VEGF-121, VEGF-145,
VEGF-165, VEGF-189 ve VEGF-206 olmak iizere bilinen en az bes izoformu vardir (73).

VEGTF, biyolojik aktivitesini hiicre yiizey reseptorleri ile etkileserek gosterir. Bunun igin
endotel hiicreleri ve lenf damarlar1 iizerinde bulunan spesifik transmembran tirozin kinaz
reseptorlerine baglanir. Reseptorlere baglanan VEGF, hiicre i¢inde bulunan birgok proteini
fosforilize eder. Boylece ikincil habercileri de aktif ederek, endotel hiicrelerin proliferasyonunu
ve migrasyonunu saglar.

VEGF’in temel faaliyetleri;

1)Vaskiiler gegirgenligi, nitrik oksit salinimini indiikleyerek arttirir.

2)Ekstraselliiler matriksin ve bazal membranin yikimini arttirir.

3)Endotel hiicrelerin farklilagmasinda ve olgunlasmasinda, anjiyopoietinlerin etkisiyle rol
oynar (74).

Akciger, gogiis, gastrointestinal sistem, bobrek, mesane ve yumurtalik da dahil olmak
tizere bir¢ok farkli timor tipinde VEGF-A ekspresyonunun arttigi gézlemlenmistir (75).

VEGFR-1 (Vaskiiler endotelyal biiyiime faktor reseptorii-1), birgok hematopoietik
hiicrede eksprese edilen 180-kDa'luk bir glikoproteindir (76). VEGFR-1, VEGF-B’ye ve
PGF'ye baglanir ve pozitif anjiyogenez diizenleyicisi olarak islev goriir. Yeni elde edilen
veriler, VEGFR-1'in kinaz aktivitesinin, VEGFR-2 sinyallemesini gii¢lendirerek patolojik
anjiyogenez sirasinda ve yara iyilesmesinde, dnemli bir rol oynadigini géstermektedir (77).

VEGFR-2, primitif hematopoietik kok hiicrelerde, vaskiiler ve lenfatik endotel
hiicrelerinde ekspresse olurlar. VEGFR-2, VEGF-A'ya baglanir ve mikrovaskiiler permeabilite,
endotel hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonun artmasi gibi 6nemli proanjiyogenik
etkiye sahiptir (78).

VEGFR-3, 195 kDa agirliginda 6ncii bir protein olarak sentezlenmistir. VEGFR-3,
VEGF-C ve VEGF-D'ye baglanir ve VEGFR-2"ye benzer bir fonksiyona sahiptir. Ancak farkli
olarak VEGFR-1 ve VEGFR-2, ¢ogu kan endotel hiicresinin hiicre yiizeyi tizerinde eksprese
edilirken, VEGFR-3 c¢ogunlukla lenfatik endotel hiicrelerinde eksprese edilir (79). VEGFR-3
lenfanjiyogenezin gelismesinden sorumludur. VEGF-C’nin lenfatik filizlenmenin oldugu
yerlerdeki parakrin ekspresyonu, VEGFR-3’lin lenfatik damarlardaki roliinii daha da
desteklemektedir (80) (Sekil 10).
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Sekil 10. VEGF ailesinin vaskiilogenez, anjiyogenez ve lenfanjiyogenezdeki molekiiler

mekanizmalar (81)

Bircok biiyiime faktorii prostatta bulunur ve androjenler tarafindan diizenlenir. VEGF
en belirgin anjiyojenik faktor olup prostat bezi hiicreleri tarafindan eksprese edilir. Yapilan
caligmalarda elde edilen veriler, VEGF'nin yani sira anjiyojenezin, PCamnin erken

progresyonunda énemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Sekil 11) (82).
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Sekil 11. PCa progresyonunda VEGF’in rolii

2) Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

Fibroblastlar, endotel hiicreleri ve osteoblastlar gibi ¢esitli hiicreler tarafindan tretilir
(83). bFGF, fibroblastlar ve endotel hiicreleri de dahil olmak tizere birgok farkli hiicre tipi i¢in
gliclii bir mitojenik faktordiir (84). Fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ailesi 18 ligand igerir ve
4 ana reseptor ile etkilesir. Prototip tiyeleri, FGF-1 ve FGF-2, bir sinyal peptidinden yoksundur
ve dolayisiyla ¢ok iyi salgilanmaz. Ailenin diger liyelerinde bir sinyal peptidi bulunur ve etkili
bir sekilde salgilanir (85).

FGF'ler, norotrofik, anjiyojenik ve lenfanjiyojenik aktiviteyi, kok hiicre farklilagmasinin
uyarilmasini, doku onarimin1 ve osteogenezisi de igeren genis bir biyolojik fonksiyon
spektrumu igerir (86).

FGFR'ler ¢cogu zaman tiimorlerde asir1 eksprese edilir. FGFR genlerinin mutasyonlari
insan kanserlerinde bulunmugstur, bu da 0zellikle endotelyal hiicre kiiltiirii ve hayvan
modellerinde FGFR aktivasyonunun anjiyogeneze yol agtigini belirtir (87).

Yapilan ¢alismalarda prostat kanserinin ilerleyen asamalarinda, anormal FGF/FGFR
sinyalizasyonunun epitelyal mezensimal gegiste (EMT) rol oynadigr goriilmiistiir. Epitelyal
mezengimal gegis, epitel hiicrelerin epitelyal 6zelliklerini kaybederek, metastaz invazyon ve
apoptoza karsi direng gibi mezenkimal 6zellikleri kazandigi bir siiregtir (88). Ayrica FGFR
sinyalizasyonu, fosfolipaz Cy, PI3K (Fosfatidil inositol 3-kinaz) / AKT (Protein kinaz B) ve
MAPK (Mitojenle aktive protein kinaz) yolu dahil olmak iizere bir¢ok sinyal iletim yolunu

aktive ederek prostat kanseri progresyonunda 6nemli rol oynar (89).
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3) Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii (PDGF)
PDGF ailesi, heterodimer PDGF-AB'den ve A-, B-, C- ve D- polipeptit zincirlerinin
disiilfid bagli homodimerlerinden olusur. PDGF izoformlar1 6ncii molekiiller olarak sentezlenir

(90). PDGFR-a, PDGFR- ve PDGFR-af olmak tizere 3 ¢esit repetorii bulunur (Sekil 12) (91).
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Sekil 12. PDGF ve reseptor etkilesimleri

Endotel hiicreleri tarafindan eksprese edilen PDGF damar olgunlagsmasinda ve
perisitlerin alimmasinda oOnemlidir. Embriyonal gelisim sirasinda ve yetiskinlerde doku
homeostazinin kontroliinde 6nemli islevleri vardir (92). PDGF sinyallemesi, hiicre gogiinii,
sagkalimi, proliferasyonu arttirir ve VEGF transkripsiyonunu, sekresyonunu indiikleyerek
anjiyogenezi dolayli olarak diizenler (93).

PDGF'lerin ve reseptorlerinin asir1 ekspresyonu, prostat, yumurtalik ve kiiciik hiicre dis1
akciger kanseri gibi diger bir¢ok kanser tipinde de goriilmistiir (94). Yapilan son ¢alismalar,
PDGF'lerin ve reseptorlerinin, insan kanserlerinde otokrin uyarim yoluyla tiimdr hiicre
biiyiimesini etkiledigini gostermistir (95). PDGF sinyalinin asir1 aktivitesi, bazi habis
hastaliklarin yani sira asir1 hiicre proliferasyonu ile karakterize edilen ve malign olmayan

hastaliklarin gelisimi ile de iligkilidir (92).
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4) Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)

Epidermal biiyiime faktorii (EGF) ailesi 11 liyeden ve 4 reseptorden olusur. Birgok
dokuda bulunan EGF, polipeptid bir yapidadir. Endotel ve fibroblastlar i¢in epitel hiicreleri
kemotaktik bir dzellik gosterir (96).

EGFR (epidermal biiyiime faktorii reseptorii), 170 kDa agirliginda bir transmembran
glikoproteinidir (97). Reseptor tirozin kinazlarin ErbB ailesi ErbB 1, 2, 3 ve 4'i igerir. EGFR
olarak da bilinen ErbB1, ligand baglanmasini stimiile eder. Ana otokrin ligandlari, epidermal
biiyiime faktorii (EGF) ve transforme edici biiyiime faktorii-alfa (TGF-a)'dir (98). Epidermal
bliylime faktorii reseptdrii (EGFR), epitelyal malignitelerde 6nemli bir faktordiir. EGFR
aktivitesi tiimor biliylimesini, invazyonu ve metastazi arttirir. EGFR yolaginin aktivasyonu,
VEGF gibi proanjiyojenik faktorlerin yukar: diizenlenmesiyle sonuglanir ve dolayisiyla

anjiyojenezin dolayl regiilatorii olarak goriiliir (99).

5) Transforme Edici Biiyiime Faktorii-p (TGF-p)

Transforme edici biiyiime faktorii-p (TGF-B), lenfosit, trombosit, makrofaj, kemik ve
bobrek gibi farkli dokulardan izole edilmistir. Trombositlerin alfa graniillerinde bol miktarda
TGF-B bulunur (100).

TGF-p reseptorleri tip 1, II veya III olarak siniflandirilir. Tip I ve II reseptorleri, hiicre
ici protein bolgelerinde serin / treonin kinaz domainleri icerirken tip 111, kinaz aktivitesine sahip
degildir.

TGF-B'nin in vitro biyolojik etkileri ¢ok gesitlidir. Ekspresyonuna bagli olarak disiik
dozda pro-anjiyojenik yiiksek dozda anti-angiogenik 6zellik gosterir (101). Diisiik dozda,
anjiyogenik faktorleri ve proteazlart yukar1 dogru diizenleyerek anjiyogenezi tesvik eder.
Yiiksek dozda ise pRB (retinoblastoma proteini) fosforilasyonu 6nleyerek dolayisiyla ge¢ G1
evresinde endotel hiicreleri durdurarak, endotel hiicrelerin ¢ogalmasini engeller (102).

TGF-B’nin hiicresel proliferasyon, farklilasma, morfogenez, anjiyogenezin yani sira
embriyonik gelisimde yara iyilesmesinde, hiicre dis1 proteolizde ve inflamasyonda da énemli
rolii vardir (103).

TGF-B'min gen ekspresyonu, salgilanmasi ve diizenlenmesindeki degisiklikler,
anjiyogenezin uyarilmasi ve bagisiklik sisteminin bastirilmasiyla tiimor gelisimi i¢in uygun bir
ortam olusturabilir. TGF-f'lardan TGF-B1, prostat kanserinde yiiksek oranda eksprese edilir ve

tiimoriin ilerlemesine, metastazina neden olur (104).
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6) Matriks Metalloproteinazlar (MMP’ler)

Matriks metalloproteinazlar, ilk defa 1962 yilinda Jerome Gross ve Charles Lapiere
tarafindan tanimlanmistir (105). MMP'ler, kanserde tiimér invazyonunda, metastazda ve
anjiyojenezde rol oynayan proteolitik enzimlerin ana grubudur. MMP ailesi, insanlar,
kemiriciler ve amfibilerde karakterize olan en az 24 tiyeden olusmaktadir (106).

MMP’ler yapilarina ve substrat 6zgiilliikklerine gore 5 alt grupta incelenebilirler:
1-Kollajenazlar

2-Stromelisinler

3-Jelatinazlar

4-Membran tipi MMPler (MT-MMP)

5-Siniflandirilamayan MMP’ler (107).

MMP’ler, ¢esitli fizyolojik ve patolojik siiregleri etkiler. Fizyolojik olarak, embriyonik
gelisimi, yara onarimi, ovulasyon, kemik yeniden sekillenmesi, makrofaj fonksiyonu ve nétrofil
fonksiyonu ile ilgilidir. Patolojik kosullarda ise, timor metastazi, romatoid artrit, periodontal
hastalik, osteoartrit, gastrik lilser ve ateroskleroz gibi asir1 ekstraselliiler matriks bozulmasi ile
karakterize edilen 6nemli islevleri de vardir (108).

MMP’ler anjiyogenezde hem pro-anjiyogenik hem de anti-anjiyogenik faktor olarak
gorev yapabilir. Ekstraselliiler matriksi yikarak, matrikste bulunan anjiyojenik mitojenlerin
serbest birakilmasinit saglayarak tiimor anjiyogenezisine neden olabilir (102). Timor
anjiyogenezisine katilan MMP ailesinin 6nemli liyeleri esas olarak MMP-2, MMP-9 ve MMP-
14'tir (109). MMP-9 ve MMP-2 proteolitik olarak latent TGF-B'yi parcalamakta,
aktiflestirmekte ve timor anjiyogenezisini tesvik etmektedir (102). Her iki enzimin inhibisyonu
ise ¢esitli tiimor modellerinde invazyonu ve anjiyogenezi azaltabilmektedir. MMP-9, nétrofiller
ve makrofajlar tarafindan yiiksek seviyelerde tretildigi i¢in enflamasyon hiicreleri ile de
iligkilidir. MMP-9, biiyiik oranda hiicre dis1 matristen VEGF iiretimi vasitasiyla, anjiyogenezde
onemli bir regiilator olarak islev goriir.

Timor yayilimim smirlayan ve dolayisiyla metastaz ile iliskili mortaliteyi potansiyel
olarak diisiirmeyi hedefleyen MMP-14, bir¢ok tiimér tipinde eksprese edildiginden yeni tedavi

yontemlerinin gelistirilmesinde 6nemlidir (108).

7) Tiimor Nekroz Faktorii-Alpha (TNF-a)
Tiimor nekroz faktorii alfa (TNF alfa), akut enflamasyon sirasinda makrofaj/monosit

tarafindan {retilen bir enflamatuvar sitokindir. TNF-a, 55 kDa agirliginda TNFR-1 (timor
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nekroz faktor reseptorii -1) olarak adlandirilan bir hiicre zar reseptoriine ya da 75 kDa
agirhiginda TNFR-2 olarak adlandirilan bir hiicre zar reseptdriine baglanarak etkisini gosterir
(110). Endotel hiicrelerinin proliferasyonunu dogrudan uyararak veya pro-anjiyojenik
faktorlerin ekspresyonunu indirekt olarak diizenleyerek anjiyogenezi kolaylastirir (111). Ayrica
hiicrelerdeki ¢esitli sinyal olaylarindan sorumludur ve boylece nekroz veya apoptozise neden

olur. TNF-a enfeksiyon ve kanserlere direng agisindan énemlidir (112).

8) Anjiyopoietinler

Anjiyogenik molekiillerden olan anjiyopoietinler (ANG), TIE2’nin ligandlar1 olarak
tanimlanmaistir.

Anjiyopoietin 1 ve 2, TIE2 reseptorlerinin agonist ve antagonist sinyalleri sebebiyle
hem pro-anjiyogenik hem de anti-anjiyogenik 6zellik gosterir (113).

ANG1, TIE2 reseptdr tirozin kinazi araciligiyla, endotel ve kemik iligi hiicresine sinyal
gonderir. Endotel hiicre-perisit etkilesimini arttirarak endotel hiicre sagkalimini ve vaskiiler
olgunlagmasini tesvik eden 6nemli bir vaskiilojenik faktor olarak islev goriir.

ANG?2, hipoksi ile yukar1 dogru diizenlenir ve TIE2'yi ifade eden endotel hiicrelerindeki
bir otokrin dongii vasitasiyla anjiyojenezi tetikleyebilir. ANG2-TIE2 aksisi, VEGF gibi diger
proanjiyojenik faktorleri aktive ederek tiimorlerde anjiyogenezi arttirir. Bununla birlikte
ANG2, VEGF yoklugunda, endotel hiicresi apoptozunu ve kan regresyonunu tesvik edebilir
(114).

9) Hipoksi Ile Indiiklenen Faktér-1 (HIF-1)

Hipoksi ile indiiklenen faktor 1 (HIF-1), heterodimerik bir transkripsiyon faktoriidiir.
HIF1 kompleksi, PAS (Per, ARNT, Sim) ailesinin HIF-1a ve HIF-1B olmak tizere iki alt
birimini kapsar (115). HIF1, hipoksik ortama yaniti kolaylastiran birgok genin (anjiyogenez,
eritropoiezis, hiicre dongilisii, metabolizma ve apoptozu diizenleyen genler vs.)
transkripsiyonunu diizenler. Hem hipoksik kosullar hem de kimyasal hidroksilaz inhibitorleri
HIF-1a'nin bozunmasini engeller ve stabilizasyonuna neden olur. Buna ek olarak, HIF-1a,
PIBK-AKT-mTOR yoluyla ¢esitli sitokinler tarafindan oksijenden bagimsiz bir sekilde
indiiklenebilir (116).
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10) interl6kin 6 (IL-6)

Interlokin (IL-6) pleiotropik bir sitokindir. Hem pro-enflamatuar hem de anti-
inflamatuar iglevlere sahiptir. IL-6, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi, hiicre sagkalimi
apoptoz ve anjiyogenez gibi bir¢ok biyolojik fonksiyona sahiptir. Son zamanlarda, timor

dokularinda IL-6 ekspresyonunun kanser gelisimiyle yakindan iligkili oldugu gosterilmistir

(117).

11) Insiilin Benzeri Biiyiime Faktor Reseptorii IGFR)
Tip I insiilin benzeri biiyiime faktor reseptorii (IGFR), fetal ve dogum sonrasi dokularda,
birgok hiicre hattinda ve hiicre tipinde yiiksek oranda ekspresse olan bir transmembran tirozin

kinaz reseptoriidiir (118).

12)Fokal Adhezyon Kinaz (FAK)
Fokal adhezyon kinaz1 (FAK), integrin araciligryla sinyal iletiminde rol oynayan bir

sitoplazmik protein tirozin kinazdir (119).

13) SMAD 2/3
Smad ailesinde bulunan sinyal iletim molekiillerinin tiyeleri, TGF- sinyallerini hiicre

yiizeyinden ¢ekirdege ileten kritik bir hiicre i¢i yolak bilesenleridir (120).

14) COX2

COX-2, inflamasyon bolgelerinde iiretilen prostaglandinlerden sorumludur. Biiylime
faktorleri, sitokinler ve cesitli kanserojenler tarafindan indiiklenir. En onemlisi, COX-2,
apoptoza, invazyon ve anjiogenez gibi kanserojenez mekanizmalarina katilir. Cesitli ¢aligmalar
COX-2' nin gogiis, kolon, akciger, pankreas, yemek borusu ve prostat kanserinde yukar regiile

edildigini gostermistir (121).

15) PAI-1

PAI-1 (plazminojen aktivator inhibitorii-1), doku yenilenmesinde ve fibrinolizin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Salgilanan PAI-1, hiicre dis1 matriks bileseni
olan vitronektin ile etkilesime girer ve hiicre-ekstraselliiler matriks etkilesimini modiile eder
(122). PAI-1, karacigerde, vaskiiler endotelyal hiicrelerde, trombositlerde, makrofajlarda ve

yag dokusu gibi ¢esitli dokularda yiiksek oranda ekspresse edilir. PAI-1 transkripsiyonel olarak
25



TGF-B ile diizenlenir. Ayrica TGF-B ile indiiklenen PAI-1, kanser hiicrelerinin gociiniin ve

invazyonunun inhibisyonuna aracilik eder (123).

16) Fosfatidil inositol 3 Kinaz (PI13K)

Fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K), fosfatidilinositol (P1), fosfatidilinositol-4-fosfat (PIP)
ve fosfatidilinositol-4,5-bisfosfati (PIP2) fosforilatlama yoluyla fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat
iiretimini katalize eder. Biiylime faktorleri ve hormonlar, hiicre biiyiimesini, hiicre dongiisiine
girisi, hiicre goclinli ve hiicre sagkalimin1 modiile eden fosforilasyon olayim tetikler. PTEN
(fosfataz ve tensin homologu) bu islemi tersine ¢evirir ve PI3K sinyal yolagi, PTEN'nin islev

kaybina ugradigi insan kanserlerinde yapisal olarak aktive edilir (124).

17) AKT

AKT (protein kinaz B), biiylime faktdrlerine ya da sitokin stimiilasyonuna yanit olarak,
hiicre sagkalim sinyallerinin diizenlenmesinde rol oynayan bir serin / treonin kinazdir. AKT
kanserlerde, sik olarak hiperaktivasyon gosteren kinazlardan biridir ve bir¢ok neoplazmanin

timorigenezinde kritik rol oynadigi bilinmektedir (125).

18)MTOR
mTOR (rapamisinin mekanik hedefi), hiicre biiyiimesinde ve homeostazda anahtar rol
oynamaktadir. Timor igerisinde anormal sekilde diizenlenebilmektedir. Anti kanser tedavisi

icin mTOR, potansiyel bir hedef olarak halen arastirilmaktadir (126).

19) PHD1

PHD1 (Prolil hidroksilaz domain 1), Egln ailesinden olan prolin hidroksilazlarin
tiyesidir. HIF' in hidroksilasyonunu katalizleyen oksijen sensorleri olarak islev goriirler.
PHD'nin mRNA (mesajc1 riboniikleik asit) seviyeleri, diisiik oksijen kosullart altinda HIF ile
hipoksiye cevap olarak yukari dogru diizenlenir (127).

DOSETAKSEL
Taksan sinifinin kemoterapdtik ajanlari olan Paklitaksel ve Dosetaksel, tiimor dokusu
icerisinde hiicre proliferasyonuna ve metastazik siireclere etki ederek birden fazla mekanizma

ile terapdtik etki gosterdigi son yillarda yapilan ¢aligmalarda bildirilmektedir (9).
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Antikanser ilag olan Taxotere’nin etken maddesine ‘Dosetaksel’ adi verilmektedir.
Dosetaksel, taksoid ailesine ait bir antineoplastik ajandir (128). Avrupa’da yetisen bir porsuk
agaci1 olan Taxus baccata’ nin ignelerinden 10-deasetil bakkatin Il hemi sentezi ile elde
edilmektedir (8). Molekiil agirligi 807,9 g/mol’diir. Kimyasal ismi, (2R,3S)-N-karboksil-3-
fenilisoserin, N-ter-biitil ester, 13-ester ile 53-20-epoksi-1,2a,4,7B,10p,13a-hekzahidroksitaks-
11-en-9-on 4-asetat 2-benzoat, trihidrat’dir. Yapisal formiilii ise asagida yer almaktadir (Sekil
13) (128).

Sekil 13. Dosetaksel’ in yapisal formiilii.

Dosetaksel’in, gogiis, akciger, yumurtalik, bas, boyun, gastrik ve prostat karsinomalari
gibi gesitli tiimor tiplerinde monoterapisi ve kombinasyon tedavisi oldukga etkilidir (129).

Paklitaksel’in yar1 sentetik analogu olan Dosetaksel, mikrotiibiil stabilize edici anti-
kanser bir ajandir. Mikrotiibiiller, a- ve B-tiibiilin heterodimerlerden olusmaktadir. Mitoz
sirasinda kromozomlarin hareket etmesinde ve yavru hiicrelere dogru ayrilmasinda gerekli olan
polimerizasyon dinamiklerine sahiptirler (130). Taksanlar, tiibiilin heterodimerinin f alt-
birimine baglanmaktadirlar. Bu etkilesim, tiibiilinin polimerizasyonunu hizlandirmakta ve
olusan mikrotiibiilleri stabilize etmektedir. Bu durum mikrotiibiillerin depolimerizasyonunu ise
engellemektedir (131). Netice de, Dosetaksel’in mikrotiibiilleri stabilize etmesiyle, normal
mitotik siiregleri bozdugu, hiicre dongiistiniin G2/M fazindaki hiicreleri bloke ettigi ve sonunda
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi disiiniilmektedir (9).

Cesitli ¢alismalar, Dosetaksel ve diger mikrotiibiil hedefleyen ajanlarin kanser
hiicrelerinde apoptozu tesvik ettigini gostermektedir. Ancak Dosetaksel’in apoptotik hiicre
Oliimiinii nasil indiikledigi heniiz netlik kazanmamistir (132). Bcl-2 gen ailesi, apoptozun
diizenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Bel-2” nin inhibisyonu apoptozu indiiklerken,
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Bcl-2’ nin asir1 ekspresyonu apoptozu geciktirmektedir. Bu durum da bir strateji olarak direncin
tersine ¢evrilmesi i¢in, Bcl-2 ekspresyonunun down regiilasyonu arastirilmaktadir. Anti-
mikrotiibiil ajanlarin ise fosforilasyon yoluyla Bcl-2 fonksiyonunun inaktivasyonuna neden
oldugu diistiniilmektedir (133).

Anjiyogenez, tiimdrlerin yeni kilcal damarlar gelistirebilecegi bir siirectir (6). Birgok
kemoterapotik ajanin ise, endotel hiicre proliferasyonunda, migrasyonda ve anjiyogenez
tizerinde Onleyici bir etkisi bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda Dosetaksel’in hem in vitro
hem de in vivo kosullarda anjiyogenezi inhibe ettigi saptanmaktadir (10). Dosetaksel’in anti-
anjiyogenik etkisinin, Paklitaksel’den dort kat giiglii oldugu bilinmektedir. Ancak
Paklitaksel’in de in vitro kosullarda pikomolar ila nanomolar konsantrasyonlarda anjiyogenezi
inhibe ettigi ve in vivo kosullarda mikro damar olusumunu azalttig: bildirilmektedir (134).

Belirli bir timoér i¢indeki molekiiler ve genetik degisikliklerin anlasilmasiyla birlikte
dosetaksel'in etki mekanizmasinin karmasikliklarinin anlasilmasi, hastalar igin en uygun
tedavinin tanimlanmasina yardimei olabilir (9). Dosetaksel’in ndtropeni, ishal, mide bulantisi
ve yorgunluk gibi olumsuz yan etkileri nedeniyle ciddi doz sinirlamasi s6z konusudur. Bu
amagla, diger farmakolojik ajanlarla kombine terapinin hastalar lizerinde daha etkili olabilecegi

diistiniilmektedir (135).

KURKUMIN

Kurkumin, Zencefilgiller (Zingiberaceae) ailesine ait olan olan Zerdecal (Curcuma
Longa) bitkisinin rizomundan (Rhizoma Curcumae) elde edilen hidrofobik, sar1 renkli biyoaktif
bir bilesendir (136) (Sekil 14).

Sekil 14. Curcuma longa (137)
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Zerdecal, geleneksel olarak bir¢ok Gliney Asya lilkesinde, tibbi uygulamalarda, yiyecek
tatlandirmada ve kumags boyamada kullanilmaktadir (Sekil 15) (138). Kurkumin, 2000 y1l1 agkin
bir siiredir Cin’de ve Hindistan’1n eski bir tibbi sistemi olan Ayurveda’da cilt hastaliklarinda,
g0z enfeksiyonlarinda, yaniklarda, 1siriklarda ve aknelerde tedavi etmek amaciyla ilag olarak

kullanilmaktadir (139).

Sekil 15. Curcuma longa rizomunun toz hali

Zerdegal tozunun yaklastk % 2-6' s kurkuminoidler olusturmaktadir. Bu
kurkuminoidler, % 77 kurkumin, % 17 demetoksikurkumin ve % 5 bisdemetoksikurkumin
icermektedir (140) (Sekil 16). Suda, inorganik ¢oziiciilerde ve alkali kosullar altinda
¢ozlinmeyen hidrofobik bir polifenoldiir (141). Dimetil siilfoksit, etanol, metanol ya da aseton

gibi organik ¢oziiciiler iginde ¢oziiniir ve 183°C'lik bir erime noktasina sahiptir (142).

A~ OH
P xl
OH
Demetoksikurkumin Bisdemetoksikurlumin

Sekil 16. Kurkuminoidlerin kimyasal yapisi (143)
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Kurkumin, anti-inflamatuar, antioksidan, anti-diyabetik, anti-koagiilan, anti-bakteriyel,
anti-fungal ve anti-alerjik olan bir¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir (140).

Son yillarda yapilan, birgok in vivo ve in vitro ¢aligmalarda, kanserin 6nlenmesinde ve
tedavisinde kurkuminin potansiyel kullanimi dogrulanmistir (144). Mesane, gogiis, akciger,
pankreas, prostat, serviks, bas ve boyun, yumurtalik, bobrek, beyin, kemik iligi ve deri
kanserleri hiicrelerinde yapilan ¢alismalarin bircogunda, pleitropik bir molekiil olan
kurkuminin hiicre proliferasyonunu inhibe ederek ve apoptozu arttirarak ayni anda birden fazla
sinyal yolunu etkiledigi bildirilmektedir (Sekil 17) (11). Ayrica kemoterapétik ajanlarin ve

radyasyonun hiicre kiiltiirii izerindeki etkisini de giliglendirdigi gosterilmistir (145).

Tiimor progresyonundaki asamalar kurkumin tarafindan inhibe edilir
1 [ — s e

INFKB B2  VEGIR |FGF Hiicre
JCOX2 By STAT IVEGF sdhezyon
IN2 SiklinD]  4Sitokinler |MAPK ADMPs molekiilleri|
1AP-1 1Akt L
VINK /1pS3 Aniyogenez,
tiimor mikrocevresi
l J_ l Metastaz
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proliferasyonu e
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Sekil 17. Kurkuminin kanser gelisimini ve progresyonu inhibe etmesi ve maligniteye giden

yolda birden fazla adim hedeflemesi (11).

Yapilan c¢aligmalar, Kurkumin’in kanser hiicrelerinde kemoterapi ve radyoterapi
etkinligini gliglendirdigi yoniindedir (146).

Anjiyogenez i¢in gerekli olan anjiyojenik faktorlere, anjiyogenik onkojenler aracilik
eder ve bunlar VEGF ve bFGF gibi proanjiyojenik proteinlerin sentezlenmesini arttirir ve

anjiyogenez inhibitorlerinin ekspresyonunu azaltir. Proanjiyojenik proteinler arasinda,
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patolojik anjiyojenezde VEGF ve bFGF 6nemli faktorlerdir. Anjiyogenez inhibitorleri iki sinifa
ayrilabilir. Birinci sinif veya direkt anjiyogenez inhibitorleri nispeten endotel hiicreleri i¢in
spesifiktir ve tiimor hiicreleri iizerinde ¢ok az etkiye sahiptir. indirekt inhibitdrlerin endotel
hiicreleri tizerinde dogrudan etkisi olmayabilir, ancak anjiogenez stimiilatorlerinin iiretimini
down regiile eder. Arbiser ve arkadaglari tarafindan, kurkuminin dogrudan anjiyogenez
inhibitorii oldugu ve ayni1 zamanda proanjiyojenik proteinlerin down regiilasyonunda énemli

bir rol oynadig1 kanitlanmustir (Sekil 18) (147).

TNF .
Kurkumin
o / |
\x‘ DSS
IkB kinaz Stuperoksit
!

Proteozomal ‘ ﬂB
degredasyon

GSK3p ——= Akt

. VEGF, Interlokin 6, 8
Kurkumin COX2, MMP

Sekil 18. Anjiyogenez yolaginin kurkumin tarafindan bastirilmasi.

Jelatinaz A (MMP-2) ve jelatinaz B (MMP-9), biiylime faktorlerinin aktive edilmesiyle
yeni kilcal damarlarin olusumuna neden olan metalloproteinazlardir. Kurkuminin MMP-2 ve
MMP-9’u inhibe etmesiyle, ekstraselliiler matriksin yikilmasi engellenir ve tiimor hiicrelerinin
invazyonu baskilanir (148). Yapilan hiicre kiiltiiri ve ksenograft deneylerinde, timor
hiicrelerinin biiylime ve invazyon potansiyelinin bastirilmasi ile birlikte MMP-2 ve MMP-9
ekspresyonunda diisiis gortlmustiir (149). Jelatinaz-B ekspresyonu, FGF-2 ile diizenlenen

transkripsiyon faktorii AP-1 tarafindan indiiklenir. Kurkuminoidler tarafindan ise FGF-2
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ekspresyonu inhibe edilir. Netice de, kurkuminoidlerin FGF-2’yi hedefleyerek MMP-9
ekspresyonunu inhibe ettigi ve kurkuminin MMP’leri modiile ederek bir anjiyogenez inhibitorii
olarak rol oynadigini gosteren kanitlar bulunmaktadir (11).

Yapilan ¢alismalarda, Kurkuminin in vitro kosullar altinda PC-3, DU145, LNCaP gibi
cesitli prostat kanser hiicrelerine karsi etkili oldugu gosterilmistir (150). Kurkumin ve
analoglarinin birgok kanser tiirtinde etkili oldugu bilinmektedir. Kurkuminin tiirevleri olan
diasetildemetoksikurkumin, triasetildemetilkurkumin ve 4- etoksikarboniletil kurkuminin,
prostat kanserine karsi kurkuminden daha etkili oldugu bulunmustur (151).

Kurkumin diisiik biyoyararlanima sahip olmasina ragmen, saglikl hiicrelerde toksik etki
gostermemesi, molekiil agirliginin diisiik olmasi ve tiimdr hiicrelerinin gelisimini engellemede
yiiksek aktiviteye sahip olmasi sebebiyle, kemoterapétik bilesiklerin gelistirilmesinde ideal bir
molekiildiir (11).

Kurkumin farmakolojik olarak giivenli kabul edilir ve ABD Gida ve Ilag Kurumu
tarafindan insan tiiketimi i¢in giivenli olarak siniflandirilir. Bilinen herhangi bir yan etkisi

olmaksizin, genellikle gesni olarak tiiketilmektedir (152).
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GEREC VE YONTEMLER

KANSER HUCRE HATLARI

Calisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda bulunan
Hiicre Kiiltiirti, Molekiiler Genetik ve Goriintiileme laboratuvarlarinda yiirtitiildii.

Bu caligmada 62 yasindaki Kafkas erkegin 4.derece prostatik adenokarsinomlu
hiicrelerinin, kemik metastazindan alinarak olusturulan PC-3 ve 69 yasindaki Kafkas erkegin
beyin metastazindan alinarak olusturulan DU-145 olmak tizere iki farkli prostat kanser hiicresi
kullanildi. Her iki hiicre hatti epitelyal morfolojide ve kiiltiir kabinin tabanina yapisan
ozelliktedir. Transfeksiyon i¢in uygun olup ayni zamanda tiimérjenik bir 6zellik gosterirler. Iki

hiicre hatt1 da buhar fazindaki sivi azotta dondurularak saklanmaktadir (Sekil 19) (153).

(b)
Sekil 19. (a) PC-3 (ATCC ®CRL-1435) ve (b) DU-145 (ATCC ® HTB-81) hiicre

hatlarinin 151k mikroskobundaki goriintiileri (X20)
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GERECLER

Kullanilan Cihazlar
Cihaz

Markasi Modeli ve Ulkesi

Biyogiivenlik Kabini
Karbondioksitli Inkiibatér
Santrifiij

Invert Mikroskop
Otomatik Pipet Seti
Dijital Pipetor

Mikroplate Okuyucu

Sogutmah santrifiij
Santrifiij

Nanodrop

PCR Cihaz1

Real-Time PCR Cihaz1
Real-Time PCR Cihaz1

Gelismis Vorteks Karistirici
Analitik Terazi

Doku Homojenizatorii
Kanstirier Blok

4°C Buzdolabi

-20°C Derin Dondurucu

-80°C Derin Dondurucu

Heraeus, Almanya

Heraeus, Almanya

Centurion Scientific, Ingiltere
Nikon- Eclipse Ts100, Japonya
Gilson, ABD

Thermo Scientific, ABD

Thermo Fisher Scientific-Multiskan™ GO,
ABD

Hettich- Micro 200R, Almanya
Hettich-Micro 200R, Almanya
OPTIZEN-NanoQ, Kore

Applied Biosystems-ProFlex, ABD
Applied Biosystems-StepOnePlus, ABD
Applied Biosystems-7500, ABD
WISD-WiseMix, Ingiltere
AND-HR 250 AZ

QIAGEN, Almanya

Bioer Technology, Cin

VESTEL, Tiirkiye

VESTEL, Tiirkiye

WISD, Ingiltere

Ultra Saf Su Cihaz TKA, Almanya

Distile Su Cihaz TKA, Almanya

Tali Goriintii Tabanh Sitometre Invitrogen, ABD
Trinokiiler Floresan Isik Mikroskobu Carl Zeiss-AXI0, Almanya
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YONTEMLER

HUCRE KULTURLERININ ORTAMI, PASAJLANMASI VE SAKLANMASI

Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Yapilan ¢alismada kullanilan PC3 (ATCC ®CRL-1435) ve DU 145 (ATCC ® HTB-
81) hiicre hatlari*American Type Culture Collection’’ (ATCC)’den temin edilmistir. Projede
PC3 (ATCC ®CRL-1435) ve DU 145 (ATCC ® HTB-81) hiicre hatlarinin kiiltiire alindig1

besi ortami igerigi, Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Besi ortam igerigi

Malzeme Miktar
Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium (DMEM) | 200 ml
Minimum Essential Medium Eagle’s (EMEM) 200 ml
Ham’s F-12 200 ml
%S5 Fetal S1g1ir Serum (FBS) 30 mi
%1 L-Glutamin 6 ml
%1 Penisilin/Streptomisin 6 ml

Hazirlanmis olan besiyeri +4°C sicaklikta saklandi.

Dondurulmus Hiicrelerin Canlandirilmasi

-80°C derin dondurucuda saklanmis olan DU 145 (ATCC ® HTB-81) ve PC3 (ATCC
®CRL-1435) hiicre hatlar1 37°C sicaklikta bekletilerek ¢oziilmesi saglandi. Coziilen hiicreler
1000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij edilen viallerden, siipernatant dikkatli bir
sekilde pipetle ¢ekilerek uzaklastirildi. Viallerde dipte bulunan hiicre peletinin {izerine, pipetle
dikkatli bir sekilde 1 ml besiyeri eklenip iyice karigmalari saglandi. 25 cm?’lik flasklara 3 ml
besiyeri koyuldu. Viallerde bulunan 1 ml besiyeri ve hiicre karigimi, 25 cm?’lik flasklara
koyularak hiicre ekimi yapildi. Flasklar 37°C’ de %5 CO: igeren inkiibatorde kiiltiire alind1. DU
145 ve PC3 hiicre hatlar1 3.pasaja kadar ¢ogaltildi ve ileri kullanimlari i¢in stoklar1 hazirlandu.
Calismalarin tamaminda PC3 ve DU 145 hiicre hatlarinin 5. pasajlarindan baslandi ve ¢alisma

en fazla 25. pasajda sonlandirildi.
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Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicre pasajinin ilk asamasinda, 75 cm?’lik flasklarda tabana tutunmus olan hiicrelerin
besiyeri dokiiliip uzaklastirildi. 75 cm?’lik flaska 6 ml (25 cm?’lik flaska 3 ml) Tripsin-EDTA
(Etilendiamin tetraasetikasit) konuldu ve 37°C’de %5 CO: igeren etiivde yaklasik 10 dakika
bekletildi. Hiicrelerin tabandan kalkmasi saglandi. Pipetle dikkatli bir sekilde, tripsinli hiicreler
toplanarak 15 ml’lik falkon tiiplerine aktarildi. PC3 hiicre hatt1 1000 rpm’de 2 dakika, DU 145
hiicre hatt1 ise 750 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij edilen hiicrelerin, siipernatanti
pipetle dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Falkon tiipiin dibinde bulunan hiicre peletinin {izerine
10 ml besiyeri konuldu ve iyice karistirildi. Karisim, steril bir pipet yardimiyla alinarak 75
cm?’lik flaska konuldu. Invert mikroskopta hiicre yogunluguna bakildi ve kontrol edildi.
37°C’de %5 COgz igeren inkiibatorde kiiltiire alindi (Sekil 20).

(@) (b)
Sekil 20. (a) invert mikroskop, (b) 37°C’de %5 COziceren inkiibator

Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Dondurma islemi i¢in 6ncelikle, 75 cm?’lik flaska hiicrelerin tabandan kalkmasi icin 6
ml Tripsin-EDTA konulup 10 dakika 37°C’de %5 COz igeren inkiibatorde bekletildi. Invert
mikroskopta hiicrelerin tabandan kalkip kalkmadigi kontrol edildi. Tabandan kalkan hiicreler,
steril bir pipetle flasktan toplanarak 15 ml’lik falkon tiiplerine aktarildi. PC3 hiicre hatt1 1000
rpm’de 2 dakika, DU 145 hiicre hatt1 ise 750 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatant steril
bir pipet yardimiyla uzaklastirildi. Dipte bulunan hiicre peletinin tizerine, hiicrelerin tripsinden
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tamamen arinmasi amactyla 4 ml besiyeri konuldu, peletin ¢oziilmesi i¢in dikkatli bir sekilde
calkaland1 ve santrifiij edildi. Stipernatant steril bir pipet yardimiyla uzaklagtirildi. Dipte
bulunan hiicre peletinin {izerine % 10 DMSO (Dimetil siilfoksit) igeren 6 ml besiyeri konuldu
ve iyice karigmalar1 saglandi. Hazirlanan siispansiyon steril bir pipet yardimiyla 4 adet viale,
iclerinde 1,5 ml olacak sekilde paylastirildi. Vialler kisa siireli saklama igin -80°C’de uzun

stireli saklama i¢in s1vi azota konuldu.

MOLEKULLERIN UYGULANMASI VE DOZ TESPITi (MTT TESTI)

Dosetaksel Stok ve Uygulama Solusyonlarinin Belirlenmesi

Dosetaksel, flakon seklinde temin edildi. Sml’sinde 4 pM olacak sekilde Dosetaksel
hesaplandi. Coziicli olarak 1 ml etanol, 9 ml ticari su karisimi kullanildi. Hazirlanan karisim
iyice vortekslendi. 4 uM’lik Dosetaksel’in seyreltilmesi i¢in 8 adet 1,5 ml’lik ependorf
hazirlands. Ik ependorfa 4 uM’Iik Dosetaksel’den 1 ml konuldu. Diger kalan 7 ependorfun her
birine, Dosetaksel’in ¢dziiciisii olarak hazirlanan karisimdan 500 pl konuldu. Ikinci ependorfa
500 pl Dosetaksel konuldu. Ikinci ependorftan 500 pl almarak iigiincii ependorfa konuldu ve
vortekslendi. Bu sekilde devam edilerek yar1 yariya seri sulandirim yapildi. Ependorf tiiplerde
hazirlanan bu karisimdan igerisinde 180 pl besi yeri bulunan kuyucuklara 20 pl konularak 10
kat seyrelmesi saglandi. Bu sekilde Dosetaksel’in 400 nM, 200 nM, 100 nM, 50 nM, 25 nM,
12,5 nM, 6,25 nM, 3,125 nM’ lik dozlar1 kullanildi. Uygulama 24. 48. ve 72. saatlik siireler ile
6 tekerriir olarak yapildi. Plakanin gevresindeki kuyucuklara 20 pl su ve kalan kuyucuklara da
kontrol i¢in hazirlanan Dosetaksel’in ¢oziiciisiinden 20 pl uygulandi. Madde uygulamasi

yapilan plakalar 37°C’de %5 COz igeren inkiibatore kaldirildi.

Kurkumin’in Stok ve Uygulama Solusyonlarimnin Belirlenmesi

Kurkumin toz halinde temin edildi. Stok, 10 ml’sinde 2,5 mM olacak sekilde hazirlandi.
9,2 mg tartilarak 15 ml’lik falkon tiiplerine konuldu. Coziiciisii olarak 1 ml DMSO, 4 ml etanol
ve 5 ml ticari su karistmi kullanildi. Hazirlanan karisim iyice vortekslendi. Tasit madde
Kurkumin hazirlanirken kullanilan seyreltmeler birebir tekrar edilerek hazirlandi. 2,5 mM’lik
stoktan 2 ml’sinde 0,5 mM Kurkumin olacak sekilde seyreltme yapildi. 0,5 mM’lik Kurkumin’
in seri sulandirilmasi igin 6 adet 1,5 ml’lik ependorf hazirlandi. Ilk ependorfa 0,5 mM’lik
Kurkumin’den 1 ml konuldu. Diger kalan 5 ependrofun her birine Kurkumin’ in tasit
maddesinden 500 pl konuldu. ikinci ependrofa 0,5 mM’lik Kurkumin’den 500 ul konuldu.
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Ikinci ependorftan 500 ul almarak iigiincii ependorfa konuldu ve vortekslendi. Bu sekilde
devam edilerek yar1 yariya seyreltilmeler yapildi. Kurkumin’in 50 pM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25
uM, 3,125 uM, 1,56 uM’ lik dozlar1 kullanildi. Bir giin 6nceden ekim yapilan 96 kuyucuklu
plakalara Kurkumin dozlar 6 tekerriir olacak sekilde 20 pl uygulandi ve 37°C’de %5 CO:2
kosullarinda 24. 48. ve 72. saat siire ile inkube edildi. Bu siireler sonunda MTT testi yapildu.

IC50 Dozlarinin Belirlenmesi (MTT Testi)

Yapilan calismada, prostat kanseri hiicre serisi olan DU 145 ve PC3 hiicrelerine,
antineoplastik bir ilag olan Dosetaksel ve polifenol bir molekiil olan Kurkumin uygulandi.
Invert mikroskopta, PC3 ve DU 145 prostat kanseri hiicre hatlarmin 75cm®’lik flasklarin
tabanin1  kapladigr goézlemlendi. 75 cm?’lik flasklardaki hiicrelerin, besiyeri dokiiliip
uzaklastirildi. Hiicrelerin tabandan kalkmasini saglamak i¢in 6 ml Tripsin-EDTA steril bir pipet
yardimiyla flasklara konuldu ve 37°C’de %5 COz2 igeren inkiibatérde 10 dakika bekletildi.
Invert mikroskopta hiicrelerin tabandan tamamen kalkip kalkmadig: kontrol edildi. Tabandan
tamamen kalkan hiicreler, 15 ml’ lik falkon tiiplere steril bir pipet yardimiyla aktarildi. PC3
hiicre hatt1 1000 rpm’de 2 dakika, DU 145 hiicre hatt1 ise 750 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij edilen hiicrelerin, siipernatanti pipetle dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Santrifiij
sonrasinda falkon tiipiin dibinde ise hiicre peleti elde edildi. 96 kuyucuklu plaka i¢in, 20 ml
besiyeri ve hiicre peleti karisimi hazirlandi ve iyice karistirildi. Falkon tiipte hazirlanan karigsim
her seferinde karistirildi ve steril bir kiivete az az dokiildii. Coklu pipet yardimiyla hiicrelerin
homojen dagilmasii saglamak icin, her defasinda pipeta;j yapilarak 96 kuyucuklu plakalarin
her kuyucuguna 180 pl hiicre ekimi yapildi. Hiicre ekimi yapilan plakalar 37°C’de %5 CO2
igeren inkiibatérde 12 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda invert mikroskopta
hiicrelerin tabana tutunup tutunmadig1 ve homojen bir yayilim gosterip gostermedigi kontrol
edildi. Dosetaksel’in her bir konsantrasyonu, 8 kuyucuga Kurkumin’in her bir konsantrasyonu
6 kuyucuga, 6 tekerriir edecek sekilde 96 kuyucuklu plakada diizenlendi. Homojen dagilim
gosteren hiicrelerin her kuyucuguna, 20 pl madde uygulamas: yapildi. Uygulama yapilan
plakalar 24, 48 ve 72 saat 37°C’de %5 COz inkiibatdrde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasi hiicre sagkalim (viyabilite) analizleri icin MTT testi yapildi. MTT testi i¢in 5 mg/ml
dozunda “Yellow tetrazolium MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide)” test soliisyonu hazirlandi. 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 20 pl MTT
soliisyonu pipetlendi. Daha sonra plakalar 2 saat 37°C’de %5 CO2 igeren inkiibatorde
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda 96 kuyucuklu plakalarin her bir kuyucugundaki
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besiyeri dokiilerek uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 200 pl ultra piire DMSO pipetlendi (Sekil
21). 2 saat, enzimatik boyanin DMSO tarafindan ¢6ziinmesi i¢in beklenildi ve plakalar
Multiskan GO mikroplaka okuyucu ile 492 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
okundu. Kontrol grubundan elde edilen deger % 100 canlilik olarak alindi ve karsilagtirmali

hiicre sag kalim-6liim oran1 seklinde tespit edildi.

() (b)
Sekil 21. (a) 96 kuyucuklu plakaya hiicre ekimi, (b) Enzimatik boyanin DMSO ile

¢ozdiiriilmesi.

LD50 Degeri Belirlenen Kurkumin’in Uygulanmasi

Dosetaksel’in 8 farkli konsantrasyondaki dozu ve Kurkumin’in LD50 dozu hazirlandi.
1 giin 6nceden 96 kuyucuklu plakalara ekilmis olan ve madde uygulamasi yapilabilecek
yogunluga gelmis olan PC3 ve DU 145 hiicrelerine, Dosetaksel’in dozlariyla Kurkumin’in
LD50 dozunun kombinasyonu uygulandi. Dosetaksel’in 400 nM, 200 nM, 100 nM, 50 nM, 25
nM, 12,5 nM, 6,25 nM, 3,125 nM’ lik dozlarinin her biri Kurkumin’in 50 uM dozu ile birlikte
uygulandi. Kurkumin’in Dosetaksel dozlariyla kombinasyonu olan 8 farkli konsantrasyondaki

dozlar 6 tekerriir olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalarin her bir kuyucuguna 20 pl olacak
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sekilde pipetlendi. 24, 48 ve 72. saatler i¢in uygulama yapilan plakalar 37°C’de %5 CO:2
inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra yukarida anlatildigi gibi hiicre
sagkalim (viyabilite) analizleri i¢in MTT testi yapildi. Kontrol grubundan elde edilen deger %
100 canlilik olarak alindi1 ve karsilastirmali hiicre sag kalim-6liim orani seklinde belirlendi. %
100 toplam deger iizerinden, elde edilen sonuglar hesaplandi. Konsantrasyon ve 6liim oranlari
kullanilarak SPSS 18 yazilimi kullanilarak Logl0 tabaninda logaritmik probit analizi yapildi.
Boylece molekiillerin tek tek ve karisimlarin birlikte olusturduklari IC50 konsantrasyonlari

belirlendi.

UYGULAMA GRUPLARI

Yukaridaki ¢alismalar ile Dosetaksel ve Kurkumin i¢in uygulama dozlari belirlendi. Tezin
bundan sonraki asamalarinda uygulama gruplar1 asagidaki gibi olusturuldu.

Grup 1: Kontrol

Grup 2: 35 nM Dosetaksel

Grup 3: 70 nM Dosetaksel

Grup 4: 50 uM Kurkumin

Grup 5: 35 nM Dosetakel + 50 uM Kurkumin

Grup 6: 70 nM Dosetaksel + 50 uM Kurkumin

INVAZYON DENEYI
Yara lyilestirme: 25 cm?’lik flasklara, PC3 ve DU 145 hiicre hatlarinin ekimi yapilda.

Ekim yapilan hiicrelerin flask tabanini %90 oraninda kaplamasi beklendi. Daha sonra 200 pl’
lik sar1 pipet ucuyla flask tabanindaki kaplama malzemesine zarar verilmeden 3 farkli noktada
yara olusturuldu. Yara olusturulduktan sonra kalkan hiicrelere tekrar yapigsmasi engellenmesi
icin flask igindeki besi yeri uzaklastirildi ve flasklar PBS ile yikandi. Uygulama yapilacak
madde 15 ml’lik falkon tiipte hazirlandi. Flasklar i¢cine 3 ml bu madde igeren besi yerleri
konuldu. Inkubatdre alinan flasklarda. 0.,12. ve 24. saatlerde trinokiiler 151k mikroskobunda

hiicreler gozlemlendi ve fotograflar ¢ekildi.
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GENOMIK VE PROTEOMIK CALISMALAR

TALI Goériintii Tabanh Sitometre Analizi

Bu yontemde hiicreler, Tali® Apoptosis Assay Kit Annexin V Alexa Fluor® 488 ve
propidyum iyodid kullanilarak boyandi. Olii hiicreler kirmiz1 ve yesil floresan (sar1 olarak
gbzlenir), apoptotik hiicreler yesil floresan, canli hiicreler ¢cok az floresan gosterirler veya hig

gostermezler (154) (Sekil 22).

Sekil 22. TALI cihazi

TALI sitometre ile apoptoz tayin ¢alismasi igin 25 cm?’lik flasklara 4 ml besiyeriyle hiicre
ekimi yapildi. 37°C’de %5 CO: igeren inkiibatorde kiiltiire alindi. Hiicrelerin ¢ogalma
durumuna bakildi. Madde uygulamasi yapildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 25 cm?’lik
flasklardan besiyeri uzaklastirildi. 25 cm?’lik flasklara 3 ml Tripsin EDTA eklendi. 37°C’de
%5 COz igeren etiivde yaklagik 10 dakika bekletildi. Hiicrelerin tabandan kalkmasi saglandi.
Pipetle dikkatli bir sekilde, tripsinli hiicreler toplanarak 1,5 ml’lik ependorflara aktarildi.
Hiicreler, 1500 rpm’de 1,5 dakika 24°C’de santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonunda siipernatant
tamamen cekilerek uzaklastirildi ve dipte bulunan hiicre peleti analiz i¢in kullanildi. Tali®
Apoptosis Assay Kit Annexin V Alexa Fluor® 488 ve propidyum iyodid (Life tecnologies)
kullanilarak kit protokoliine gecildi.

1)Ependorfun dibinde bulunan hiicre peletinin tizerine 100 ul 1X Annexin binding buffer
(ABB) konuldu.
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2) 1X Annexin binding buffer’m her 100 ul’si i¢cin 5 pl Annexin V AlexaFluor® 488
(Component A) konuldu ve vortekslendi.

3) 25°C’de, karanlikta 20 dakika inkiibasyona birakildi.

4) Inkiibasyondan sonra 1500 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

5) Santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi.

6) Ependorfun dibinde bulunan hiicre peletinin tizerine 100 ul 1X Annexin Binding Buffer
(ABB) eklenerek vortekslendi.

7) Ependorflara, her 100 pl 1X Annexin binding buffer icin 1 ul TALI® Propidium Iodide (PI,
component B) soliisyonu eklendi.

8) 25°C’de, karanlikta 1-5 dakika inkiibasyona birakildi.

9) Inkiibasyon sonrasinda ependorfun igerisindeki karisimdan 25 pl alinarak TALI slaytlarina

konuldu ve TALI apoptoz analiz programi ile okundu.

Genetik Calismalar

a)RNA izolasyonu: RNA (riboniikleik asit) izolasyonu i¢in, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plakalarma yukarida anlatildigi sekilde hiicre ekimi yapildi. 1 giin sonra hiicre yogunlugu
homojen dagilim gosterdiginden madde uygulamasi yapildi. Madde uygulamasi yapilmadan
once besiyeri dokiiliip, yeni besiyeri konuldu. Dozlar, 12 tekerriir olacak sekilde 96 kuyucuklu
plakaya pipetlendi. 48 saat 37°C’de %5 CO:2 inkiibatorde inkiibasyona birakildi. 48.saatin
sonunda RNA izolasyonu protokolii uygulandi.

Prostat kanseri hiicre serisi olan DU 145 ve PC3 hiicrelerinde, total RNA izolasyonunda
ambion® RNA Kiti(Life tecnologies) kullanildi1 ve izolasyon kit protokoliine gére yapildi.
1) Lizis soliisyonu, her 1 ml lizis buffer icinde 10 pl 2-merkaptoetanol olacak sekilde hazirlandi.
2) 96 kuyucuklu plakalardaki hiicrelerin medyumu uzaklastirilda.

3) 96 kuyucuklu plakalarin her bir kuyucuguna lizis soltisyonundan 125 pl eklendi ve 20 dakika
hiicrelerin lizis olmasi i¢in beklenildi.

4) Lizis olan hiicreler her 4 kuyucukta, 1 adet 1,5 ml’lik ependrofta birlestirildi ve {izerine son
hacim 500 pl oldugundan 1:1 oraninda %70’lik etanol eklendi, hemen vortekslendi.

5) Bu karisim spin kolonlara aktarildi ve 12000 g’de 15 saniye 25°C’de santrifiij edildi.

6) Spin kolonda, altta biriken s1vi dokiildii ve 700ul wash buffer I eklendi.

7) 12000 g’de 15 saniye 25°C’de santrifiij edildi ve spin kolonlarin alt kismi degistirildi.
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8) 500 pl wash buffer 2 eklendi.

9) 12000 g’de 15 saniye 25°C’de santrifiij edildi ve altta biriken s1v1 dokiildii.

10) Bir kere daha 500 ul wash buffer 2 eklendi.

11) 12000 g’de 15 saniye 25°C’de santrifiij edildi ve altta biriken s1vi dokiildii.

12) Filtrenin kurumasi igin 2 dakika 12000 g’de 25°C’de santrifiij edildi ve alttaki tiip atildi,

tist kolon yeni toplama tiiplerinin igine alindu.

13) Uzerine 30 ul RNaz (riboniikleaz) igermeyen su, membranin tam ortasina pipetlendi ve 1
dakika 25°C’de inkiibe edildi.

14) 12000 g’de 2 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi.

15) Ustteki kolon atildi ve toplama tiipiinde biriken RNA’nin miktar1 Nanodrop’ta 6lgiildii
(Sekil 23).

OPTIZEN

(@) (b)
Sekil 23. (a) Sogutmal santrifiij, (b) Nanodrop cihazi

b) RNA’dan ¢cDNA sentezlenmesi: Prostat kanseri hiicre serisi olan DU 145 ve PC3
hiicrelerinden elde edilen RNA’larin, cDNA (komplementer deoksiriboniikleik asit) *sinin elde
edilebilmesi i¢in High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)
kullanildi.

1) -80°C’de saklanan RNA’larin +4°C’de erimesi saglandi.

2) cDNA master mix, 1,5 ml’lik ependorfta hazirlandu.
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Bir reaksiyonluk cDNA master mix i;
e 2 ul 10X RT Buffer,
e 0,8 ul 25X dNTP Mix (100 mM),
e 2 ul 10X RT Random Primers,

e 1 pl Multi Scribe™ Reverse Transcriptase ve

e 42 ul Niikleaz igermeyen H20’dan olusur.
3) 200 pl’lik PCR striplerinde, elde edilen RNA’larin son hacmi 10 pl olacak sekilde H2O ile
esitlendi.
4) PCR striplerindeki 10 pl RNA ve niikleaz icermeyen H20 karisiminin {izerine, High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit’i ile hazirlanan cDNA master mix karigimindan 10 pl eklendi
ve son hacim 20 pl’ ye tamamlandi.

5) Son hacmi 20 ul olan reaksiyon karisimi PCR cihazina konuldu (Sekil 24).

PCR cihazi;
Adim 1: 25 °C, 10 dk,
Adim 2: 37 °C, 120 dk,

Adim 3: 85 °C, 5 dk olacak sekilde programlandi ve cDNA sentezi yapildi.
6) Elde edilen cDNA’lar daha sonraki analizlerde kullanilmak tizere -20 C’de saklandi.

Sekil 24. PCR cihaza
c)Real Time PCR (RT-qPCR) Cahismalari: Prostat kanseri hiicre serisi olan DU 145

ve PC3 hiicre hatlarinda kontrol ve deneme gruplarinda Anjiyogenez yolagi genleri olan PHD1
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(Hipoksi ile Indiiklenen Faktor Prolyl Hydroxylase 1), HIF-1a (Hipoksi ile Indiiklenen Faktor-
1 Alfa), HIF-1pB (Hipoksi ile indiiklenen Faktor-1 Beta), CBP (CAMP-response element binding
proteine baglanan protein), P300 (Histone acetyltransferase p300), IL-6 (interlokin-6), VEGF
(Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii), VEGFR (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktor
Reseptorii), FGFR3 (Fibroblast Biiyiime Faktdr Reseptorii 3), IGFR 2 (insiilin Benzeri Biiyiime
Faktor Reseptorii 2), SRC, INOS (Nitrik Oksit Sentaz), FAK (Fokal Adhezyon Kinazi),
SMAD3 (mothers against decapentaplegic homolog 3), COX-2 (Siklooksijenaz 2), PAI-1
(Plasminojen Activatdr Inhibitorii-1) ve MMP-3 (Matriks Metalloproteinaz 3)’iin ekspresyonu
tiim gruplarda RT-gqPCR yontemi ile analiz edildi (Tablo 4).

Tablo 4. Gen isimleri, primer baz dizileri ve uzunluklari

Gen ad1 Primer Primer
uzunlugu(Bp)

[B-tiibiilin Forward GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC | 27
Reverse CACCAACTTCATCCACGTTCACC 23

GAPDH Forward CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT 24
Reverse AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC 24

B- aktin Forward CCTCTGAACCCTAAGGCCAAC 21
Reverse TGCCACAGGATTCCATACCC 20

PHD1 Forward CGTGAGGCATGTTGACAATC 20
Reverse AACACCTTTCTGTCCCGATG 20

HIF-1a Forward AGCCAGATCTCGGCGAAGT 19
Reverse CAGAGGCCTTATCAAGATGCG 21

CBP Forward CTCTACATCCTAAGTGCTAGG 21
Reverse CAGTAGATGCTAGAGAAAGCC 21

P300 Forward GGGGAAATTTTGGCTGGCAAG 21
Reverse CTGCTCTACCTAAATTCCCAG 21

HIF-1B Forward CAAGCCCCTTGAGAAGTCAG 20
Reverse GAGGGGCTAGGCCACTATTC 20
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IL-6 Forward ATGAACTCCTTCTCCACAAG 20
Reverse AGAGCCCTCAGGCTGGACTG 20
VEGF Forward AGGAGGGCAGAATCATCACG 20
Reverse CAAGGCCCACAGGGATTTTCT 21
VEGFR Forward GAACATTTGGGAAATCTCTTGC 22
Reverse CGGAAGAACAATGTAGTCTTTGC 23
FGFR-3 Forward CAGTTGGTCTTCGGCAGC 18
Reverse TGCTGCCAAACTTGTTCT 18
IGFR-2 Forward CCCAGGCAGGGTTTTCTTTT 20
Reverse ACCGGGCCACACACATTTA 19
SRC Forward AGAGTGCCCTATCCTGGGAT 20
Reverse AAAGTAGTCTTCCAGGAAGGCC 22
INOS Forward CCAGAGAGATTCATCTGACCG 21
Reverse GGTCCCTACAACGAGTCTGAA 21
FAK Forward GTGTGAGGGAGAAGTATGAG 20
Reverse ATCTGTAGACTGGAGACAGG 20
SMAD3 Forward TGCTGGTGACTGGATAGCAG 20
Reverse CTCCTTGGAAGGTGCTGAAG 20
COX-2 Forward CAGGATACAGCTCCACAGCA 20
Reverse ATCACAGGCTTCCATTGACC 20
PAI-1 Forward AGCTCCTTGTACAGATGCCG 20
Reverse ACAACAGGAGGAGAAACCCA 20
MMP-3 Forward GGTCTCTTTCACTCAGCCAACAC 23
Reverse CAGGCGGAACCGAGTCAGG 19

Endojen gen olarak B-tiibiilin, GAPDH, ve B-aktin kullanildi.

Gen ekspresyonu ¢aligmalarinda prostat kanseri hiicre serisi olan DU 145 ve PC3 hiicre

hatlarindan izole edilen RNA’lardan, elde edilen cDNA’lar kullanildi. Reaksiyon basina 7 pl
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SYBR Green Master mix ve 0,5 ul cDNA, striplerde hazirlanarak otomatik ¢oklu pipet
yardimiyla 96 kuyucuklu plakanin igerisine konuldu. Her reaksiyon i¢in 0,2 ul forward, 0,2 pl
reverse primer ve 7 ul niikleaz icermeyen su striplerde hazirlandi. Daha sonra otomatik ¢oklu
pipet yardimiyla 96 kuyucuklu plakalara niikleaz icermeyen su ile sulandirilmis forward ve
reverse primer karisimi eklendi. Hazirlanan 96 kuyucuklu plaka, RT-qPCR cihazina konuldu.
RT-gPCR, 1 siklus 50°C’de 2 dakika ve 95°C’de 10 dakika, bunu takiben 50 siklus
denatiirasyon (95°C 15 sn), annelling (primer eslesmesi) ve elongasyon (primer uzamasi)

(60°C’de 1 dakika) olacak sekilde programlanmistir.

Proteomik Calismalar

a)Protein izolasyonu: Protein izolasyonu i¢in 25 cm?’lik flasklara hiicre ekimi yapildi.
37°C’de %5 COq igeren inkiibatorde kiiltiire alindi. Hiicrelerin ¢ogalma durumuna bakildi.
Daha oOnceki yapilan ¢aligmalarda belirlenen doz ve siirelerle, madde uygulamasi yapildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda 25 cm?’lik flasklardan besiyeri uzaklastirildi. 25 cm?’lik flasklara 3
ml Tripsin-EDTA eklendi. 37°C’de %5 CO: igeren etiivde yaklasik 10 dakika bekletildi.
Hiicrelerin tabandan kalkmasi saglandi. Pipetle dikkatli bir sekilde, tripsinli hiicreler toplanarak
1,5 mI’lik ependorflara aktarildi.
1)Hiicreler, 3000 x g’de 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatant tiimiiyle uzaklastirildi.
2)Hiicre peletinin iizerine 0,1 M’lik sodyum fosfat tamponundan 400 pl eklendi.

Sodyum Fosfat Tamponunun Hazirlanisi

i.  Solusyon A: NaHPO4.2H20’dan 1,78 gr tartildi. 50 ml’ye dH20 ile tamamlanarak 0,2
M’lik Solusyon A elde edildi.
ii.  Solusyon B: NaH2P0O4.2H>0’dan 0,78 gr tartildi. 25 ml’ye dH20 ile tamamlanarak 0,2
M’lik Solusyon B elde edildi.
iii.  Solusyon A’dan 18 ml, Solusyon B’den 7 ml alindi. 50 ml’ye dH20 ile tamamlanarak
0,1 M’lik Sodyum Fosfat Tamponu elde edildi.

3) Hiicreler, bilyelerin yardimiyla doku homojenizatoriinde 1 dakika pargalandi.
4) Parcalanan hiicreler, ¢alkalayici da 1 dakika ¢alkalandi.

5) Siispanse edilen hiicreler, doku homojenizatoriinde 2 dakika inkiibe edildi.

6) Hiicreler 14000 x g’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edildi.

7) Santrifiij edildikten sonra siipernatant, 1,5 ml’lik ependorfa aktarildi.

8) Elde edilen proteinlerin miktar1 nanodropta 6l¢iildii ve proteinler -80°C’de saklandi.
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b) VEGF-A Elisa analizi: Protein izolasyonu yapilan drneklerin, protein miktarlart nanodropta
olciildii. Ornekler, protein miktarlarinin son hacmi 0,12 ul olacak sekilde sodyum fosfat
tamponu ile esitlendi. Daha sonra Human VEGF-A Platinum ELISA kit protokoliine gecildi
(Tablo 5).

Tablo 5. ELiSA plaka diizeni

1 2 3 4
A Standart 1 Standart 1 Ornek 1 Ornek 1
B Standart 2 Standart 2 Ornek 2 Ornek 2
C Standart 3 Standart 3 Ornek 3 Ornek 3
D Standart 4 Standart 4 Ornek 4 Ornek 4
E Standart 5 Standart 5 Ornek 5 Ornek 5
F Standart 6 Standart 6 Ornek 6 Ornek 6
G Standart 7 Standart 7 Ornek 7 Ornek 7
H Blank Blank Ornek 8 Ornek 8

1) Tiim standart kuyucuklarina, 100ul sample diluent eklendi.

2) Human VEGF-A standardindan (konsantrasyonu=2000 pg/ml), 100 pul Al ve A2’ye
pipetlendi. A1 ve A2 igerikleri karistirildi ve sirasiyla B1 ve B2 ye aktarildi. Islem bu sekilde
devam ettirildi. Son kuyucuklardan (G1, G2) 100 pl atild.

3) Blank kuyucuklarina, 100 pl sample diluent duplicate olacak sekilde eklendi.

4) Orneklerin kuyucuklarina, 50 pl sample diluent eklendi.

5) Orneklerin kuyucuklarma, 50 ul &rnek, duplicate olacak sekilde eklendi.

6) Yapiskan bir film ile kapatildi ve oda sicakliginda (18-25 °C) 400 rpm’de mikroplaka
calkalayici lizerinde 2 saat inkiibe edildi.

7) Yapiskan film ¢ikarildi ve igerisindeki sivi dokiildii. Wash buffer ile 6 kez yikandi.

8) Tiim kuyucuklara, 100 ul biotin-conjugate eklendi.

9) Yapiskan bir film ile kapatildi ve oda sicakliginda (18-25 °C) 400 rpm’de mikroplaka
calkalayici lizerinde 1 saat inkiibe edildi.

10) Inkiibasyondan sonra yapiskan film cikarild: ve icerisindeki s1vi dokiildii. Wash buffer ile
6 kez yikandi.

11) Tiim kuyucuklara 100 ul seyreltilmis streptavidin-HRP eklendi.
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12) Yapiskan bir film ile kapatildi ve oda sicakhiginda (18-25 °C) 400 rpm’de mikroplaka
calkalayici lizerinde 1 saat inkiibe edildi.

13) Inkiibasyondan sonra yapiskan film ¢ikarild1 ve igerisindeki s1v1 dokiildii. Wash buffer ile
6 kez yikandi.

14) Tiim kuyucuklara, 100 ul TMB substrat solusyonu eklendi.

15) Mikroplaka, oda sicakliginda (18-25°C) yaklasik 30 dakika inkiibe edildi. Yogun 15182
maruz birakmaktan kaginildi.

16) Plakadaki renk degisimi izlendi ve en yiiksek standart, koyu mavi renge doniistiigiinde
substrat reaksiyonu stop solusyonuyla durduruldu.

18) Tim kuyucuklara hizlt bir sekilde 100 pl stop solusyonu eklendi. Stop solusyonu
eklendikten hemen sonra, spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okundu.

19) Belirlenen O.D degerleri, standart egri grafigi (Sekil 25) kullanilarak analiz edildi.
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Sekil 25. VEGF-A Human ELISA, standart egri grafigi

HIF-1o (hypoxia-inducible factor-la) ELISA Analizi: Protein izolasyonu yapilan
orneklerin, protein miktarlari nanodropta dlgiildii. Ornekler, 3 tekerriirlii gruplar halinde
calisildi. Gruplarin icindeki en diisiik konsantrasyona sahip 6rneklerin protein miktarlar: baz
alind1 ve kendi aralarinda sodyum fosfat tamponu ile esitlendi. Daha sonra Human HIF-1a kit
protokoliine gegildi.

Onerilen konsantrasyonlarda, standardin seri sulandirilmas: yapildi (Sekil 26).
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500 ul 500 ul 500 pl 500 ul - 500 ul - 500 pl
rﬂ = Y Yau Y Yau

Reference E

’

Standard Y u m m
1 2 3 4 5 6 7 8 tip
10 5 2,5 1,25 0,625 0,3125 0,156 0 ng/mL

Sekil 26. Standardin seri sulandirilmasi

1) Kullanmadan 6nce, tiim reaktifler ve 6rnekler oda sicakligina getirildi.

2) Her kuyucuga 100ul standart, blank ve ornek eklendi. Blank olarak, reference
standard&sample diluent kullanildi. 96 kuyucuklu plaka sealer ile kapatildi. 37 °C’de 90 dk.
inkiibe edildi.

3) Her kuyucugun sivisini ¢ikarildi, yikama yapilmadi.

4) Her kuyucuga 100pul biotinylated detection Ab soliisyonu eklendi. 96 kuyucuklu plaka sealer
ile kapatildi. Iyice karismasi saglandi. 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

5) Her kuyucuk, wash buffer (yaklasik 350ul) ile yikandi. Bu islem 3 kez tekrarlandi.

6) Her kuyucuga yaklasik 100ul HRP konjugati eklendi. 96 kuyucuklu plaka sealer ile kapatildi.
37 %C’de 30 dakika inkiibe edildi.

7) Her kuyucuk, wash Buffer (yaklasik 350ul) ile yikandi. Bu islem 5 kez tekrarlandi

8) Her kuyucuga 90ul Substrate reagent eklendi. Yeni bir sealer ile kapatildi. 37 °C’de 15
dakika inkiibe edildi.

9) Kuyucuklarda belirgin bir gradyan ortaya ¢iktiginda reaksiyon durduruldu. Her kuyucuga
50yl stop solusyonu eklendi.

10) Mikroplaka okuyucu da 450 nm’de O.D degerini belirlendi.

11) Belirlenen O.D degerleri, standart egri grafigi kullanilarak analiz edildi (Sekil 27).
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Sekil 27. HIF-1a ELISA, standart egri grafigi

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

gRT-PCR calismalarinda gruplar arasinda AACt metodu ile gen ekspresyonlarinin
belirlenmesi, Tali analizinde yazilim ile elde edilen ekspresyon, canli hiicre 6lii hiicre ve
apoptotik hiicre degerleri ve molekiillerin farkli doz ve siire uygulamasina verdigi genomik ve
proteomik yanitlarin kontrol ve deneme gruplarinda karsilagtirilmasi, tek yonliit ANOVA testi
ile yapild1 ve ortalamalarin girdigi gruplar Duncan Testi (p<0.05) ile saptandi. Caligmada

istatiksel analizler SPSS 18 (iiniversite lisansli) programi ile yapildi.
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BULGULAR

PC-3 HUCRE HATTINDA MOLEKULLERIN ICso DOZLARININ

BELIRLENMESI (MTT TESTI)

Kurkumin

PC3 hiicre hattinda 1,5-50 uM doz araliklarinda degisen 6 farkli konsantrasyon
uygulanan Kurkumin, 24 saatlik uygulama sonrasinda hiicre canliligini istatistik olarak anlaml
seviyede artirdi (Fos saat =4,144; sd=6-35; P=,003). Yapilan ¢alismada 24 saatlik uygulama
sonrasinda kontrole kiyasla en yiiksek canli hiicre oran1 1,5 uM uygulama konsantrasyonunda
%115,78+12,16 olarak belirlenirken, 50 pM Kurkumin konsantrasyonunda ortamdaki
hiicrelerin sadece %112,95+5,01°1 canl1 kald1 (Sekil 28).
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Sekil 28. PC3 prostat kanseri hiicre serisinde 24 saat siireyle 1,5-50 uM doz
araliklarinda Kurkumin uygulamasmin hiicre canlih@na etkisi. MTT

testi plag, veriler % canlilik ortalama =+ standart sapma.

PC3 hiicre hattinda farkli konsantrasyonlar ile uygulanan Kurkumin, 48 saatlik
uygulama sonrasinda hiicre canliligini istatistik olarak anlamli seviyede diisiirdii (Fsg saat
=95,079; sd=6-35; p<0,0001). Yapilan ¢alismada 48 saatlik uygulama sonrasinda kontrole
kiyasla en yiiksek canli hiicre oran1 1,5 uM uygulama konsantrasyonunda % 113,58+9,98
olarak belirlenirken, 50 puM Kurkumin konsantrasyonunda ortamdaki hiicrelerin sadece

%25,87+3,36’s1 canli kald1 (Sekil 29).
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Sekil 29. PC3 prostat kanseri hiicre serisinde 48 saat siireyle 1,5-50 uM doz
araliklarinda Kurkumin uygulamasinin hiicre canhhgma etkisi. MTT

testi plagi, veriler % canhlik ortalama + standart sapma.

Calisma kapsaminda 48 saatlik Kurkumin uygulamasi sonucu belirlenen yiizde
canlilik degerleri kullanilarak, her bir doz i¢in kontrole kiyasla olusan 6liim oranlar1 belirlendi.
Bu oranlar kullanilarak probit analizi yapildi ve Kurkumin’in PC3 prostat kanseri hiicre hatti

tizerinde 48 saatlik uygulama sonrasi ICsp degeri 25,51 uM olarak saptandi (Sekil 30).
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Sekil 30. Kurkumin’in PC3 prostat kanseri hiicre serisinde 48 saatlik uygulamasi

sonrasinda MTT testi sonu¢lar1 kullanilarak yapilan probit analizi ve

I1Cs0 degeri.

PC3 hiicre hattinda farkli konsantrasyonlar ile uygulanan Kurkumin, 72 saatlik
uygulama sonrasinda hiicre canliligini istatistik olarak anlamli seviyede diislirdii (F72 saat
=211,36; sd=6-35; p<0,0001). Yapilan galismada 72 saatlik uygulama sonrasinda kontrole
kiyasla en yiiksek canli hiicre oram1 1,5 pM uygulama konsantrasyonunda % 110,43+7,54
olarak belirlenirken, 50 pM Kurkumin konsantrasyonunda ortamdaki hiicrelerin sadece %

15,09+1,58’1 canli kaldi (Sekil 31).
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Sekil 31. PC3 prostat kanseri hiicre serisinde 72 saat siireyle 1,5-50 uM doz
araliklarinda Kurkumin uygulamasinin hiicre canhhgma etkisi. MTT

testi plagy, veriler % canhlik ortalama =+ standart sapma.

Calisma kapsaminda 72 saatlik Kurkumin uygulamasi sonucu belirlenen ylizde
canlilik degerleri kullanilarak, her bir doz i¢in kontrole kiyasla olusan 6liim oranlar1 belirlendi.
Bu oranlar kullanilarak probit analizi yapildi ve Kurkumin’in PC3 prostat kanseri hiicre hatti

tizerinde 72 saatlik uygulama sonrasi1 ICso degeri 20,73 uM olarak saptandi (Sekil 32).
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Sekil 32. Kurkumin’in PC3 prostat kanseri hiicre serisinde 72 saatlik uygulamasi

sonrasinda MTT testi sonuglar: kullamlarak yapilan probit analizi ve ICso

degeri.

PC3 Prostat Kanseri Hiicre Hattinda Kurkumin Uygulamasinin Doz-Zaman

Tiskisi

Yapilan ¢alismada Kurkumin, PC3 hiicre hattina 24, 48 ve 72 saatlik siireler ile
uygulanmis ve her bir uygulama birbiriyle aym olacak sekilde 1,5-50 uM araliginda 6 farkli
konsantrasyonda yapilmistir. Uygulamalarda elde edilen kontrole kiyasla belirlenen % canlilik
oranlari ve bu oranlar kullanilarak yapilan korelasyon analizi sonuglar1 Tablo 6 ve Tablo 7°de
verilmistir.

Tablo 6 genel olarak degerlendirildiginde; prostat kanseri hiicre hatt1 olan PC3’de, 48
ve 72 saatlik Kurkumin uygulamasi sonrasinda doza bagimli olarak canli hiicre sayisinda diisiis

goriildiigii halde 24 saatlik Kurkumin uygulamasinda kontrole gore artis goriilmektedir.
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Tablo 6. PC3 prostat kanseri hiicre hattinda 24, 48 ve 72 saat siireyle 1,5-50 pM doz

araliklarinda Kurkumin uygulmasinin hiicre canlihigina etkisi.

KURKUMIN Doz-% Canh Hiicre Tablosu

Doz N 24 Saat 48 Saat 72 Saat
Kontrol 6 100,00+1,51° 100,00+2,26° 100,00+2,58°
1,5 uM 6 115,78+4,96 113,58+4,072 110,433,082
3,12uM 6 113,48+3,822 103,25+4,49° 102,07+3,11°
625uM 6 118,88+3,64% 97,4842,55° 96,1242,26°
125uM 6 116,623,542 84,73+5,85° 76,12+3,45°
25 uM 6 119,32+1,20° 39,13+1,02¢ 33,31+1,69¢
50 uM 6 112,95+2,042 25,87+1,37¢ 15,09+0,64¢

Yapilan ¢alismada kullanilan dozlar, Kurkumin’in 50 uM’lik konsantrasyonundan
baslanarak, seri sulandirim ile yar1 yariya azaltildi ve 6 farkli konsantrasyonda uygulandi. Tablo
6 incelendiginde, 24 saatlik uygulamada kontrole kiyasla canli hiicre sayilarinda artis goriildii.
48 saatlik uygulamada ise doza bagimli olarak canli hiicre sayisinda azalma belirlendi. Ancak
72 saatlik uygulamayla kiyaslandiginda doz etkinliginde bir diisiis goriildii. Dozlar arasindaki
en belirgin farkin ise 72 saatlik uygulama sonrasinda olustugu belirlendi.

Doza bagimh diisiis ile ilgili yapilan korelasyon analizinde en yiiksek korelasyon -
0,918 korelasyon kat sayisi degeri ile 48 saatlik uygulama da belirlenirken bunu -0,944
korelasyon kat sayisi ile 72 saatlik uygulama takip etti. 24 saatlik uygulamada ise doz-zaman
iliskisine ait anlamli bir korelasyon bulunamadi (Tablo 7).

Sonug olarak veriler degerlendirildiginde, Kurkumin uygulamasi prostat kanseri hiicre
serisi olan PC3 iizerinde doza bagimli olarak bir 6liim olusturdu. En etkili uygulama siiresi ise

72 saat olarak belirlendi.
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Tablo 7. Kurkumin doz-zaman iligkisine ait Pearson Korelasyon tablosu.

Kurkumin Korelasyon Tablosu

24 Saat 48 Saat 72 Saat Dozlar
24 Saat  Pearson Korelasyon 1 -,108 -,152 ,144
Sig. (2-tailed) 498 335 364
N 42 42 42 42
48 Saat  Pearson Korelasyon -,108 1 ,979™ -,918™
Sig. (2-tailed) 498 ,000 ,000
N 42 42 42 42
72 Saat  Pearson Korelasyon -,152 ,979™ 1 -,944™
Sig. (2-tailed) 335 000 000
N 42 42 42 42
Dozlar ~ Pearson Korelasyon ,144 -,918" -,944™ 1
Sig. (2-tailed) 364 ,000 000
N 42 42 42 42

**Korelasyon 0,01 diizeyinde anlamlidir (2-tailed)

Dosetaksel

PC3 hiicre hattinda 3,125-400 nM doz araliklarinda degisen 8 farkli konsantrasyon ile
uygulanan Dosetaksel, 24 saatlik uygulama sonrasinda hiicre canliligini istatistik olarak anlaml
seviyede diisiirdii (F24 saat =29,55; sd=8-44; p<0,0001). Yapilan ¢alismada 24 saatlik uygulama
sonrasinda kontrole kiyasla en yiiksek canlh

konsantrasyonunda % 91,54+5,69 olarak belirlenirken, 200 nM Dosetaksel konsantrasyonunda

hiicre

orani

ortamdaki hiicrelerin sadece % 69,97+1,41°1 canli kald1 (Sekil 33).
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Sekil 33. PC3 prostat kanseri hiicre serisinde 24 saat siireyle 3,125-400 nM doz
araliklarinda Dostaksel uygulamasinin hiicre canhihgina etkisi. MTT

testi plag, veriler % canhlik ortalama + standart sapma.

Calisma kapsaminda 24 saatlik Dosetaksel uygulamasi sonucu belirlenen yiizde
canlilik degerleri kullanilarak, her bir doz igin kontrole kiyasla olusan 6liim oranlari belirlendi.
Bu oranlar kullanilarak probit analizi yapildi ve Dosetaksel’in PC3 prostat kanseri hiicre hatt

tizerinde 24 saatlik uygulama sonrasi ICsg degeri 888,36 nM olarak saptandi (Sekil 34).
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Dosetaksel’in PC3 prostat kanseri hiicre serisinde 24 saatlik uygulamasi
sonrasinda MTT testi sonuclar1 kullanilarak yapilan probit analizi ve ICso

degeri.

PC-3 hiicre hattinda farkli konsantrasyonlar ile uygulanan Dosetaksel 48 saatlik

uygulama sonrasinda hiicre canliligini istatistik olarak anlamli seviyede diislirdii (Fas saat

=42,47; sd=8-45; p<0,0001). Yapilan ¢alismada 48 saatlik uygulama sonrasinda kontrole

kiyasla en yiiksek canli hiicre oran1 1,5 nM uygulama konsantrasyonunda % 89,13+5,86 olarak

belirlenirken,

100 nM Dosetaksel konsantrasyonunda ortamdaki hiicrelerin sadece %

57,64+3,31’1 canli kald1 (Sekil 35).
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Sekil 35. PC3 prostat kanseri hiicre serisinde 48 saat siireyle 3,125-400 nM doz
araliklarinda Dosetaksel uygulamasinin hiicre canlihgina etkisi. MTT

testi plagy, veriler % canhilik ortalama =+ standart sapma.

Calisma kapsaminda 48 saatlik Dosetaksel uygulamasi sonucu belirlenen yiizde
canlilik degerleri kullanilarak, her bir doz i¢in kontrole kiyasla olusan 6liim oranlar1 belirlendi.
Bu oranlar kullanilarak probit analizi yapildi ve Dosetaksel’in PC3 prostat kanseri hiicre hatti

tizerinde 48 saatlik uygulama sonrasi ICso degeri 30,90 nM olarak saptandi (Sekil 36).
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Sekil 36. Dosetaksel’in PC3 prostat kanseri hiicre serisinde 48 saatlik uygulamasi
sonrasinda MTT testi sonuclar1 kullanilarak yapilan probit analizi ve

1Cs0 degeri.

PC3 hiicre hattinda farkli konsantrasyonlar ile uygulanan Dosetaksel 72 saatlik
uygulama sonrasinda hiicre canliligini istatistik olarak anlamli seviyede diislirdii (F72 saat
=62,15; sd=8-45; p<0,0001). Yapilan galismada 72 saatlik uygulama sonrasinda kontrole
kiyasla en yiiksek canli hiicre orani 3,125 nM uygulama konsantrasyonunda % 62,17+9,24
olarak belirlenirken, 12,5 nM Dosetaksel konsantrasyonunda ortamdaki hiicrelerin sadece %

51,53+2,81’1 canl kald1 (Sekil 37).
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Sekil 37. PC3 prostat kanseri hiicre serisinde 72 saat siireyle 3,125-400 nM doz
araliklarinda Dosetaksel uygulamasinin hiicre canlihigina etkisi. MTT testi

plagy, veriler % canhilik ortalama + standart sapma.

Calisma kapsaminda 72 saatlik Dosetaksel uygulamasi sonucu belirlenen yiizde
canlilik degerleri kullanilarak, her bir doz i¢in kontrole kiyasla olusan 6liim oranlar belirlendi.
Bu oranlar kullanilarak probit analizi yapildi ve Dosetaksel’in PC3 prostat kanseri hiicre hatti

tizerinde 72 saatlik uygulama sonrasi1 ICso degeri 11,66 nM olarak saptandi (Sekil 38).
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Sekil 38. Dosetaksel’in PC3 prostat kanseri hiicre serisinde 72 saatlik uygulamasi
sonrasinda MTT testi sonuclar1 kullamlarak yapilan probit analizi ve

1Cs0 degeri.

PC-3 Prostat Kanseri Hiicre Hattinda Dosetaksel Uygulamasimin Doz-Zaman

Tiskisi

Yapilan calismada Dosetaksel, PC3 hiicre hattina 24, 48 ve 72 saatlik siireler ile
uygulanmis ve her bir uygulama birbiriyle ayni olacak sekilde 3,125-400 nM araliginda 8 farkl
konsantrasyonda yapilmistir. Uygulamalarda elde edilen kontrole kiyasla belirlenen % canlilik
oranlar1 ve bu oranlar kullanilarak yapilan korelasyon analizi sonuglar1 Tablo 8 ve Tablo 9°da
verilmistir.

Tablo 8 genel olarak degerlendirildiginde, prostat kanseri hiicre hatt1 olan PC3’de 24,
48 ve 72 saatlik Dosetaksel uygulamasi sonrasinda doza bagimli olarak bir diislis
goriilmektedir. Doz-zaman iligkisine bagli olarak hiicre 6liimii en fazla 72 saatlik Dosetaksel
uygulamasinda belirlendi. 24 ve 48 saatlik uygulamalarda canli hiicre sayisinda doza bagiml

olarak bir azalma goriilse de 72 saatlik uygulamayla kiyaslandiginda diisiik bulundu.
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Tablo 8. PC3 prostat kanseri hiicre hattinda 24, 48 ve 72 saat siireyle 3,125-400 nM

araliklarinda Dosetaksel uygulamasinin hiicre canlihigina etkisi.

DOSETAKSEL Do0z-% Canh Hiicre Tablosu

Doz N 24 Saat 48 Saat 72 Saat
Kontrol 6 100,00+1,25? 100,00+2,50? 100,00+2,192
3,125 nM 6 91,5442,32° 81,6242,27° 62,17+3,77°
6,25 nM 6 87,06+2,99°° 73,05+3,72° 57,14+1,69%
12,5nM 6 85,06+2,14¢ 64,98+2,01¢ 51,53+1,144
25 nM 6 81,41+1,54° 62,61+2,21% 53,23+1,69%
50 nM 6 75,06+1,849 59,61+1,15% 55,101,07%
100 nM 6 72,12+1,11¢ 57,64+1,35¢ 55,85+1,45%
200 nM 6 69,97+0,57¢ 60,01+0,82% 57,240,830
400 nM 6 70,65+2,25¢ 62,26+1,59% 58,94+1,37%

Yapilan ¢alismada dozlar, Dosetaksel’in 400 nM konsantrasyonundan baslanarak, seri

sulandirim ile yar1 yariya azaltildi ve 8 farkli konsantrasyonda uygulandi. Tablo 8

incelendiginde, 24 ve 48 saatlik uygulamalarda canli hiicre sayilarinda bir diisiis gorildigi

halde doz etkinliginin, 72 saatlik uygulamaya gére daha az oldugu belirlendi.

Doza bagimli diisiis ile ilgili yapilan korelasyon analizinde en yliksek korelasyon -

0,638 korelasyon kat sayisi degeri ile 24 saatlik uygulamada belirlenirken, bunu -0,401

korelasyon kat sayis1 degeri ile 48 saatlik uygulama takip etti. Ancak 72 saatlik Dosetaksel

uygulamasinda doz-zaman iliskisine ait anlamli bir korelasyon bulunamada.

Sonu¢ olarak veriler degerlendirildiginde, Dosetaksel uygulamasi PC3 hiicre hatti

tizerinde doza bagimli olarak bir 6lim olusturdu. En etkili uygulama siiresi ise 72 saat olarak

belirlendi.
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Tablo 9. Dosetaksel doz-zaman iliskisine ait Pearson Korelasyon tablosu

Dosetaksel Korelasyon Tablosu

24 Saat 48 Saat 72 Saat Dozlar
24 Saat  Pearson Korelasyon 1 7717 567" -,638""
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000
N 54 54 54 54
48 Saat  Pearson Korelasyon 7717 1 824" -,401"
Sig. (2-tailed) 000 ,000 003
N 54 54 54 54
72 Saat  Pearson Korelasyon 567" 824" 1 -,176
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 204
N 54 54 54 54
Dozlar Pearson Korelasyon -,638" -,401™ -,176 1
Sig. (2-tailed) 000 003 204
N 54 54 54 54

** Korelasyon 0,01 diizeyinde anlamlidir (2-tailed).

Kurkumin ve Dosetaksel’in Birlikte Uygulanmasi

Daha onceki ¢alismalarda ICso degeri belirlenen Kurkumin, Dosetaksel’in 3.125-400
nM arasinda degisen 8 farkli konsantrasyondaki dozuyla kombinlenerek PC3 prostat kanseri
hiicre hattina uygulandi. Yapilan denemede 96 kuyucuklu plakalara 160 pl hiicre ekimi yapildi.
Hiicre ekimi yapilan plakalar, 37°C’de %5 CO: iceren inkiibatorde 24 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda invert mikroskopta hiicrelerin tabana tutunup tutunmadig ve
homojen bir yayilim gosterip gdstermedigi kontrol edildi. Dosetaksel’in 3,125-400 nM arasinda
degisen 8 farkli konsantrasyondaki dozu, 8 kuyucuga 6 tekerriir edecek sekilde 96 kuyucuklu
plakaya 20ul uygulandi. Daha sonra Dosetaksel uygulamasi yapilan her kuyucugun {izerine
50uM’lik Kurkumin’den 20ul uygulandi. Uygulama yapilan plakalar 37°C’de %5 CO:2
inkiibatorde kiiltiire alindi. PC3 hiicre hattinda Dosetaksel ve Kurkumin’in birlikte hiicre
canlilif1 tizerindeki etkisinin incelenmesi i¢in plakalar 24, 48 ve 72 saat siiresince inkiibasyona
birakildi.

PC3 hiicre hattinda, 50 uM Kurkumin ile Dosetaksel’in 3,125-400 nM arasinda degisen
8 farkli konsantrasyondaki dozu birlikte uygulandi. 24 saat sonunda hiicre canlilig1 istatistik
olarak anlamli bulundu (F24 sast =53,83; sd=8-45; p<0,0001). Yapilan ¢alismada 24 saatlik

uygulama sonrasinda kontrole kiyasla en yiiksek canli hiicre orani, 400 nM Dosetaksel ve 50
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uM Kurkumin’in birlikte uygulanan konsantrasyonunda % 60,87+3,26 olarak belirlenirken,
100 nM Dosetaksel ve 50 uM Kurkumin’in birlikte uygulanan konsantrasyonunda, ortamdaki
hiicrelerin sadece %56,01+5,22°s1 canli kald1 (

Sekil 39).
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Sekil 39. a. Kontrol b. 400 nM Dosetaksel + 50 puM Kurkumin ¢. 200 nM Dosetaksel
+ 50 uM Kurkumin d. 100 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin e. 50 nM
Dosetaksel + 50 pM Kurkumin f. 25 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin g.
12,5 nM Deosetaksel + 50 pM Kurkumin h. 6,25 nM Dosetaksel + 50 pM
Kurkumin 1. 3,125 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin. PC3 prostat kanseri
hiicre serisinde 24 saat siireyle Kurkumin’in ICso dozu ile Dosetaksel’in
3,125-400 nM doz arahiklarinda degisen 8 farkhh konsantrasyondaki
dozunun birlikte uygulanmasinin hiicre canlih@ina etkisi. MTT testi plag,

veriler % canhilik ortalama + standart sapma.
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PC3 hiicre hattinda, 50 uM Kurkumin ile Dosetaksel’in 3.125-400 nM arasinda degisen
8 farkli konsantrasyondaki dozu birlikte uygulandi. 48 saat sonunda hiicre canlilif1 istatistik
olarak anlamli bulundu (Fag saat =68,73; sd=8-45; p<0,0001). Yapilan ¢alismada 48 saatlik
uygulama sonrasinda kontrole kiyasla en yiiksek canli hiicre orani, 400 nM Dosetaksel ve 50
uM Kurkumin’in birlikte uygulanan konsantrasyonunda % 40,61+4,88 olarak belirlenirken,
3,12 nM Dosetaksel ve 50 pM Kurkumin’in birlikte uygulanan konsantrasyonunda, ortamdaki

hiicrelerin sadece % 32,97+2,19’u canli kaldi (Sekil 40).
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Sekil 40. a. Kontrol b. 400 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin c. 200 nM Dosetaksel
+ 50 uM Kurkumin d. 100 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin e. 50 nM
Dosetaksel + 50 pM Kurkumin f. 25 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin g.
12,5 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin h. 6,25 nM Dosetaksel + 50 uM
Kurkumin 1. 3,125 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin. PC3 prostat kanseri
hiicre serisinde 48 saat siireyle Kurkumin’in ICso dozu ile Dosetaksel’in
3,125-400 nM doz arahklarinda degisen 8 farkh konsantrasyondaki
dozunun birlikte uygulanmasinin hiicre canlihgina etkisi. MTT testi plagi,

veriler % canhlik ortalama + standart sapma.
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PC3 hiicre hattinda, 50 uM Kurkumin ile Dosetaksel’in 3.125-400 nM arasinda degisen
8 farkli konsantrasyondaki dozu birlikte uygulandi. 72 saat sonunda hiicre canlilig1 istatistik
olarak anlamli bulundu (F2s saat =74,33; sd=8-45; p<0,0001). Yapilan ¢alismada 72 saatlik
uygulama sonrasinda kontrole kiyasla en yiiksek canli hiicre orani, 400 nM Dosetaksel ve 50
uM Kurkumin’in birlikte uygulanan konsantrasyonunda % 23,87+4,21 olarak belirlenirken,
3,12 nM Dosetaksel ve 50 uM Kurkumin’in birlikte uygulanan konsantrasyonunda, ortamdaki
hiicrelerin sadece % 19,3542,25’1 canli kald1 (Sekil 41).
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Sekil 41. a. Kontrol b. 400 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin c. 200 nM Dosetaksel +
50 M Kurkumin d. 100 nM Dosetaksel + 50 uM Kurkumin e. 50 nM
Dosetaksel + 50 uM Kurkumin f. 25 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin g.
12,5 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin h. 6,25 nM Dosetaksel + 50 pM
Kurkumin 1. 3,125 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin. PC3 prostat kanseri
hiicre serisinde 72 saat siireyle Kurkumin’in ICso dozu ile Dosetaksel’in
3,125-400 nM doz arahiklarinda degisen 8 farkh konsantrasyondaki dozunun
birlikte uygulanmasinin hiicre canlihigina etkisi. MTT testi plagi, veriler %

canhlik ortalama + standart sapma.
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PC3 Prostat Kanseri Hiicre Hattinda Kurkumin ve Dosetaksel’in Birlikte
Uygulamasinin Doz-Zaman iliskisi
Yapilan ¢alismada, PC3 hiicre hattina 24, 48 ve 72 saatlik siireler ile Dosetaksel’in
3,125-400 nM araliginda 8 farkli konsantrasyonunun her biri, 50 puM Kurkumin ile birlikte
uygulanmistir. Uygulamalarda elde edilen kontrole kiyasla belirlenen % canlilik oranlar1 ve bu

oranlar kullanilarak yapilan korelasyon analizi sonuglari

Tablo 10 ve Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 10 genel olarak degerlendirildiginde, prostat kanseri hiicre serisi olan PC3’de Dosetaksel
dozlarinin Kurkumin’in ICso dozu ile kombinasyonunda 24, 48 ve 72 saat sonrasinda doza bagl

olmadig1 halde zamana bagl diislis goriilmistiir.

Tablo 10. PC3 prostat kanseri hiicre hattinda 24, 48 ve 72 saat siireyle 3,125-400 nM doz

araliklarinda Dosetaksel konsantrasyonlarimmn 50 pM Kurkumin ile birlikte

uygulanmasinin hiicre canhhgina etkisi.

DOSETAKSEL+KURKUMIN Doz-% Canh Hiicre Tablosu

Doz N 24 Saat 48 Saat 72 Saat
Kontrol 6  100,00+2,48% 100,00+6,55% 100,00+8,322
3,12 nM Dosetaksel+50 uM Kurkumin 6  57,89+0,65°  32,97+0,89° 19,35+0,92°
6,125 nM Dosetaksel+50 uM Kurkumin 6  59,53+2,01°  36,12+1,41° 21,48+1,59°
12,5 nM Dosetaksel+50 uM Kurkumin 6 59,71£1,97°  36,79+1,36° 20,09+0,89°
25 nM Dosetaksel+50 uM Kurkumin 6 57,55£1,49°®  37,87+1,23° 21,29+1,41°
50 nM Dosetaksel+50 pM Kurkumin 6  58,52+£1,92°  35,54+1,16° 20,94+0,95°
100 nM Dosetaksel+50 uM Kurkumin 6 56,01+2,13°>  37,20+1,35° 22,03+1,41°
200 nM Dosetaksel+50 uM Kurkumin 6 59,08+2,28°  39,70+1,35° 23,57+1,25P
400 nM Dosetaksel+50 uM Kurkumin 6 60,87+1,34°  40,61£1,99° 23,87+1,72°

Yapilan calismada Dosetaksel dozlari, 400 nM konsantrasyondan baglanarak, seri
sulandirim ile yar1 yariya azaltilmigtir. 50 uM Kurkumin dozu ise, sulandirilan her Dosetaksel
dozuyla beraber uygulanmistir. Zamana bagli olarak 72 saatlik uygulamada canli hiicre

sayisinda azalma goriilmiistiir.
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Doz-zaman iliskisine gore Yyapilan korelasyon analizinde 24, 48 ve 72 saatlik
uygulamalarin dozlarla arasinda anlamli bir korelasyon bulunamamastir.

Sonug olarak veriler degerlendirildiginde, Dosetaksel dozlarinin 50 pM Kurkumin
dozuyla birlikte uygulanmasi PC3 hiicre hatt1 {izerinde zamana bagimli olarak bir 6lim

olusturdu. En etkili uygulama siiresi 72 saat olarak belirlendi

Tablo 11. Dosetaksel+Kurkumin’in doz-zaman iliskisine ait Pearson Korelasyon tablosu.
Dosetaksel+Kurkumin Korelasyon Tablosu

24 Saat 48 Saat 72 Saat Dozlar
24 Saat  Pearson Korelasyon 1 897" ,910™ -,190
Sig. (2-tailed) 000 000 168
N 54 54 54 54
48 Saat  Pearson Korelasyon 897 1 981" -,159
Sig. (2-tailed) 000 ,000 252
N 54 54 54 54
72 Saat  Pearson Korelasyon ,910™ 981" 1 -,195
Sig. (2-tailed) 000 ,000 158
N 54 54 54 54
Dozlar Pearson Korelasyon -,190 -,159 -,195 1
Sig. (2-tailed) 168 252 158
N 54 54 54 54

** Korelasyon 0,01 diizeyinde anlamlidir (2-tailed).

DU-145 HUCRE HATTINDA MOLEKULLERIN ICso DOZLARININ

BELIRLENMESI (MTT TESTI)

Kurkumin

DU 145 hiicre hattinda 1,5-50 uM doz araliklarinda degisen 6 farkli konsantrasyon ile
uygulanan Kurkumin, 24 saatlik uygulama sonrasinda hiicre canliligini istatistik olarak anlamli
seviyede disiirdii (F24 saat = 95,211; sd=6-35; p<0,0001). Yapilan ¢alismada 24 saatlik
uygulama sonrasinda kontrole kiyasla en yiliksek canli hiicre oram1 1,5 uM uygulama

konsantrasyonunda % 105,79+3,11 olarak belirlenirken, 50 pM Kurkumin konsantrasyonunda
ortamdaki hiicrelerin sadece % 49,10+3,45°1 canli kald1 (Sekil 42).
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Sekil 42. DU 145 prostat kanseri hiicre serisinde 24 saat siireyle 1,5-50 pnM doz
araliklarinda Kurkumin uygulamasinin hiicre canhhgma etkisi. MTT

testi plagy, veriler % canhilik ortalama + standart sapma.

Calisma kapsaminda 24 saatlik Kurkumin uygulamasi sonucu belirlenen yiizde
canlilik degerleri kullanilarak, her bir doz i¢in kontrole kiyasla olusan 6liim oranlar1 belirlendi.
Bu oranlar kullanilarak probit analizi yapildi ve Kurkumin’in DU 145 prostat kanseri hiicre

hatt1 izerinde 24 saatlik uygulama sonrasi ICso degeri 58,47 uM olarak saptandi (Sekil 43).
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Sekil 43. Kurkumin’in DU 145 prostat kanseri hiicre serisinde 24 saatlik
uygulamasi sonrasinda MTT testi sonuc¢lari kullanilarak yapilan probit

analizi ve I1Cso degeri.

DU 145 hiicre hattinda farkli konsantrasyonlar ile uygulanan Kurkumin, 48 saatlik
uygulama sonrasinda hiicre canliligini istatistik olarak anlamli seviyede diislirdii (Fsg saat
=55,80; sd=6-35; p<0,0001). Yapilan caligmada 48 saatlik uygulama sonrasinda kontrole
kiyasla en yiliksek canli hiicre oran1 1,5 uM uygulama konsantrasyonunda % 105,07+6,28
olarak belirlenirken, 50 pM Kurkumin konsantrasyonunda ortamdaki hiicrelerin sadece %

16,84+2,131 canli kald1 (Sekil 44).
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Sekil 44. DU 145 prostat kanseri hiicre serisinde 48 saat siireyle 1,5-50 pM doz
araliklarinda Kurkumin uygulamasinin hiicre canlih@na etkisi. MTT

testi plag, veriler % canlilik ortalama =+ standart sapma.

Calisma kapsaminda 48 saatlik Kurkumin uygulamasi sonucu belirlenen yiizde
canlilik degerleri kullanilarak, her bir doz i¢in kontrole kiyasla olusan 6liim oranlar1 belirlendi.
Bu oranlar kullanilarak probit analizi yapildi ve Kurkumin’in DU 145 prostat kanseri hiicre

hatti tizerinde 48 saatlik uygulama sonrasi ICso degeri 11,03 uM olarak saptandi (Sekil 45).
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Sekil 45. Kurkumin’in DU 145 prostat kanseri hiicre serisinde 48 saatlik
uygulamasi sonrasinda MTT testi sonuclar1 kullamlarak yapilan

probit analizi ve 1Cso degeri.

DU 145 hiicre hattinda farkli konsantrasyonlar ile uygulanan Kurkumin, 72 saatlik
uygulama sonrasinda hiicre canliligini istatistik olarak anlamli seviyede diisiirdii (F72 saat
=91,62; sd=6-35; p<0,0001). Yapilan galismada 72 saatlik uygulama sonrasinda kontrole
kiyasla en ytliksek canli hiicre oran1 6,25 pM uygulama konsantrasyonunda % 89,44+10,18
olarak belirlenirken, 50 pM Kurkumin konsantrasyonunda ortamdaki hiicrelerin sadece %

20,51£1,311 canli kald1 (Sekil 46).
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Sekil 46. DU 145 prostat kanseri hiicre serisinde 72 saat siireyle 1,5-50 pM doz
araliklarinda Kurkumin uygulamasinin hiicre canliligina etkisi. MTT testi

plagy, veriler % canlilik ortalama + standart sapma.

Calisma kapsaminda 72 saatlik Kurkumin uygulamasi sonucu belirlenen yiizde
canlilik degerleri kullanilarak, her bir doz i¢in kontrole kiyasla olusan 6liim oranlar1 belirlendi.
Bu oranlar kullanilarak probit analizi yapildi ve Kurkumin’in DU 145 prostat kanseri hiicre

hatti tizerinde 72 saatlik uygulama sonrasi ICso degeri 19,94 uM olarak saptandi (Sekil 47).
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Sekil 47. Kurkumin’in DU 145 prostat kanseri hiicre serisinde 72 saatlik
uygulamasi sonrasinda MTT testi sonuc¢lari kullanilarak yapilan probit

analizi ve I1Cso degeri.

DU-145 Prostat Kanseri Hiicre Hattinda Kurkumin Uygulamasinin Doz-Zaman

Tiskisi

Yapilan ¢alismada Kurkumin, DU 145 hiicre hattina 24, 48 ve 72 saatlik siireler ile
uygulanmis ve her bir uygulama birbiriyle ayn1 olacak sekilde 1,5-50 pM araliginda 6 farklh
konsantrasyonda yapilmistir. Uygulamalarda elde edilen kontrole kiyasla belirlenen % canlilik
oranlart ve bu oranlar kullanilarak yapilan korelasyon analizi sonuglar1 Tablo 12 ve Tablo 13
‘de verilmistir.

Tablo 12 genel olarak degerlendirildiginde; Kurkumin, DU 145 prostat kanseri hiicre
hattina 24, 48 ve 72 saatlik siirelerle uygulandi ve doza bagimli olarak diistisler goriildii. Doz
zaman iliskisine bagli olarak en yiiksek hiicre 6liimii 48 saatlik uygulamada gergeklesti ve bunu
72 saatlik uygulama takip etti. DU 145 prostat kanseri hiicre hatt1 tizerinde en az etkiyi diger

uygulama stireleriyle karsilastirildiginda 24 saatlik Kurkumin uygulamasi gosterdi.

81



Tablo 12. DU 145 prostat kanseri hiicre hattinda 24, 48 ve 72 saat siireyle 1,5-50 uM doz

araliklarinda Kurkumin uygulamasinin hiicre canlihgina etkisi.

KURKUMIN Doz-% Canh Hiicre Tablosu

Doz N 24 Saat 48 Saat 72 Saat
Kontrol 6 100,00+2,36% 100,00+2,28% 100,00+6,012
1,5 uM 6 105,79+1,272 105,07+2,562 87,21+1,74%
3,12 uM 6 100,001,112 93,51+4,86° 87,1442 42
6,25 uM 6 97,05+2,65" 66,17+8,33° 89,44+4,15°
12,5 uM 6 92,46+1,86% 46,32+6,70° 78,16+1,49°
25 uM 6 90,63+2,37¢ 26,17+3,58¢ 26,62+3,85¢
50 uM 6 49,10+1,40° 16,84+0,86 20,51+0,53¢

Calisma kapsaminda; dozlar, Kurkumin’in 50 uM konsantrasyonundan baslanarak,
seri sulandirim ile yar1 yartya azaltildi ve 6 farkli konsantrasyonda uygulandi. Tablo 12
incelendiginde; dozlar arasindaki en belirgin farkin, 48 saatlik Kurkumin uygulamasi
sonrasinda olustugu goriildii. 24 ve 72 saatlik uygulama siirelerinde dozlar ile canli hiicre
sayilar1 arasinda bir diisiis goriildiigii halde Kurkumin’in doz etkinliginin azaldig: belirlendi.

Doza bagimh diisiis ile ilgili yapilan korelasyon analizinde en yiiksek korelasyon -
0,929 korelasyon kat sayisi degeri ile 24 saatlik uygulamada belirlenirken, bunu -0,900
korelasyon kat sayis1 degeri ile 72 saatlik uygulama ve -0,839 korelasyon kat sayisi ile 48 saatlik
uygulama takip etti (Tablo 13).

Sonug olarak veriler degerlendirildiginde, Kurkumin uygulamasit DU 145 hiicre hatti
tizerinde doza bagimli olarak bir 6liim olusturdu. En etkili uygulama siiresi 48 saat olarak

belirlendi.
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Tablo 13. Kurkumin doz-zaman iliskisine ait Pearson Korelasyon tablosu.

Kurkumin Korelasyon Tablosu

24 Saat 48 Saat 72 Saat Dozlar
24 Saat Pearson Korelasyon 1 7017 754 -,929"
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000
N 42 42 42 42
48 Saat Pearson Korelasyon 7017 1 826~ -,839"
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000
N 42 42 42 42
72 Saat Pearson Korelasyon 754" 826" 1 -,900™
Sig. (2-tailed) 000 000 000
N 42 42 42 42
Dozlar Pearson Korelasyon -,929™ -,839" -,900™ 1
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000
N 42 42 42 42

**Korelasyon 0,01 diizeyinde anlamlidir (2-tailed)

DOSETAKSEL

DU 145 hiicre hattinda 3,125-400 nM doz araliklarinda degisen 8 farkli konsantrasyon

uygulanan Dosetaksel, 24 saatlik uygulama sonrasinda hiicre canliligini istatistik olarak

anlamli seviyede diistirdii (F24 saat = 94,045; sd=8-44; p<0,0001). Yapilan ¢alismada 24 saatlik

uygulama sonrasinda kontrole kiyasla en yiiksek canli hiicre orani 3,125 nM uygulama

konsantrasyonunda % 98,72+7,04 olarak belirlenirken, 400 nM Dosetaksel konsantrasyonunda

ortamdaki hiicrelerin sadece % 61,73£2,25’1 canli kald1 (Sekil 48).
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Sekil 48. DU-145 prostat kanseri hiicre serisinde 24 saat siireyle 3,125-400 nM doz
araliklarinda Dosetaksel uygulamasinin hiicre canlihigina etkisi. MTT testi

plagy, veriler % canhilik ortalama + standart sapma.

Caligsma kapsaminda 24 saatlik Dosetaksel uygulamasi sonucu belirlenen yilizde canlilik
degerleri kullanilarak, her bir doz i¢in kontrole kiyasla olusan 6liim oranlar1 belirlendi. Bu
oranlar kullanilarak probit analizi yapildi ve Dosetaksel’in DU 145 prostat kanseri hiicre hatti

iizerinde 24 saatlik uygulama sonrasi ICso degeri 75,26 nM olarak saptandi (Sekil 49).
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Sekil 49. Dosetaksel’in DU-145 prostat kanseri hiicre serisinde 24 saatlik
uygulamasi sonrasinda MTT testi sonuc¢lari kullanilarak yapilan probit

analizi ve I1Cso degeri.

DU 145 hiicre hattinda farkli konsantrasyonlar ile uygulanan Dosetaksel, 48 saatlik
uygulama sonrasinda hiicre canliligini istatistik olarak anlamli seviyede diisiirdii (Fsg saat
=84,123; sd=8-45; p<0,0001). Yapilan ¢aligmada 48 saatlik uygulama sonrasinda kontrole
kiyasla en yiiksek canli hiicre oran1 6,25 nM uygulama konsantrasyonunda % 90,52+13,28
olarak belirlenirken, 200 nM Dosetaksel konsantrasyonunda ortamdaki hiicrelerin sadece %

34,46+2,77’si canli kald1 (Sekil 50).
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Sekil 50. DU-145 prostat kanseri hiicre serisinde 48 saat siireyle 3,125-400 nM doz

arahiklarinda Dosetaksel uygulamasinin hiicre canhihigina etkisi. MTT

testi plag, veriler % canlilik ortalama =+ standart sapma.

Calisma kapsaminda 48 saatlik Dosetaksel uygulamasi sonucu belirlenen yiizde
canlilik degerleri kullanilarak, her bir doz i¢in kontrole kiyasla olusan 6liim oranlar1 belirlendi.
Bu oranlar kullanilarak probit analizi yapildi ve Dosetaksel’in DU 145 prostat kanseri hiicre

hatti tizerinde 48 saatlik uygulama sonrasi ICsg degeri 42,04 nM olarak saptandi (Sekil 51).
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Sekil 51. Dosetaksel’in DU-145 prostat kanseri hiicre serisinde 48 saatlik
uygulamasi sonrasinda MTT testi sonuc¢lari kullanilarak yapilan probit

analizi ve ICso degeri.

DU 145 hiicre hattinda farkli konsantrasyonlar ile uygulanan Dosetaksel 72 saatlik
uygulama sonrasinda hiicre canliligini istatistik olarak anlamli seviyede diislirdii (F72 saat
=669,03; sd=8-45; p<0,0001). Yapilan calismada 72 saatlik uygulama sonrasinda kontrole
kiyasla en yiiksek canli hiicre oran1 3,125 nM uygulama konsantrasyonunda % 94,15+4,51

olarak belirlenirken, 400 nM Dosetaksel konsantrasyonunda ortamdaki hiicrelerin sadece %

25,66+1,06’s1 canli kald1 (Sekil 52).
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Sekil 52. DU-145 prostat kanseri hiicre serisinde 72 saat siireyle 3,125-400 nM doz

araliklarinda Dosetaksel uygulamasinin hiicre canlhihigina etkisi. MTT

testi plag, veriler % canlilik ortalama =+ standart sapma.

Calisma kapsaminda 72 saatlik Dosetaksel uygulamasi sonucu belirlenen yiizde
canlilik degerleri kullanilarak, her bir doz i¢in kontrole kiyasla olusan 6liim oranlar1 belirlendi.
Bu oranlar kullanilarak probit analizi yapild1 ve Dosetaksel’in DU 145 prostat kanseri hiicre

hatt1 izerinde 72 saatlik uygulama sonrasi ICso degeri 23,31 nM olarak saptandi (Sekil 53).
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Sekil 53. Dosetaksel’in DU-145 prostat kanseri hiicre serisinde 72 saatlik uygulamasi
sonrasinda MTT testi sonuglar: kullanilarak yapilan probit analizi ve ICso

degeri.

DU-145 Prostat Kanseri Hiicre Hattinda Dosetaksel Uygulamasinin Doz-Zaman

Tiskisi

Yapilan caligmada Dosetaksel, DU 145 hiicre hattina 24, 48 ve 72 saatlik siireler ile
uygulanmis ve her bir uygulama birbiriyle ayni olacak sekilde 3,125-400 nM araliginda 8 farkl
konsantrasyonda yapilmistir. Uygulamalarda elde edilen kontrole kiyasla belirlenen % canlilik
oranlar1 ve bu oranlar kullanilarak yapilan korelasyon analizi sonuglar1 Tablo 14 ve Tablo 15°de
verilmistir.

Tablo 14 genel olarak degerlendirildiginde; prostat kanseri hiicre serisi olan DU 145
tizerinde 24, 48 ve 72 saatlik Dosetaksel uygulamasi sonrasinda, doza bagimli olarak bir diisiis
goriildii ve diisiisiin lineer bir sekilde gergeklestigi belirlendi. 72 saatlik Dosetaksel uygulamasi
DU 145 hiicre hattinda en diisiik konsantrasyondan baglayarak dramatik bir sekilde hiicre 6liimii
olusturdu. 24 ve 48 saatlik uygulamalarda da hiicre 6liimiinde belirgin bir azalma goriilse de 72

saatle kiyaslandiginda 6liim oran1 diisiik bulundu.
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Tablo 14. DU 145 prostat kanseri hiicre hattinda 24, 48 ve 72 saat siireyle 3,125-400 nM

araliklarinda Dosetaksel uygulamasinin hiicre canlihigina etkisi.

DOSETAKSEL Do0z-% Canh Hiicre Tablosu

Doz N 24 Saat 48 Saat 72 Saat
Kontrol 6 99,89+2,352 100,003,392 100,041,542
3,125 nM 6 98,72+3,15% 90,52+4,85" 94,15+1,84°
6,25 nM 6 96,68+1,61% 92,52+4,53% 75,70+1,63¢
12,5 nM 6 94.45+1,05° 76,22+2.98¢ 62,67+0,84¢
25 nM 6 87,13+0,81°¢ 61,06+1,77¢ 47,7241,14°
50 nM 6 78,57+1,344 45.22+1,49° 34,19+0,56f
100 nM 6 68,20+0,94¢ 38,97+1,46¢ 28,35+0,619
200 nM 6 63,82+1,39¢f 34,46+1,01° 27,53+0,429
400 nM 6 61,73+0,92° 35,96+1,38" 25,660,439

Yapilan ¢alismada Dosetaksel dozlari, 400 nM konsantrasyondan baglanarak, seri
sulandirim ile yar1 yariya azaltildi ve 8 farkli konsantrasyonu uygulandi. Tablo 14
incelendiginde 24 ve 48 saatlik uygulamalarda canli hiicre sayilarinda bir diisiis gorildigi
halde doz etkinligi, 72 saatlik uygulamaya daha diisiik olarak belirlendi.

Doza bagimh diisiis ile ilgili yapilan korelasyon analizinde en yiiksek korelasyon -
0,811 korelasyon kat sayis1 degeri ile 24 saatlik uygulamada belirlenirken, bunu -0,689
korelasyon kat sayis1 degeri ile 48 saatlik uygulama ve -0,664 korelasyon kat sayisi ile 72 saatlik
uygulama takip etti (Tablo 15).

Sonug olarak veriler degerlendirildiginde, Dosetaksel uygulamasi DU 145 hiicre hatti
tizerinde doza bagimli olarak bir 6liim olusturdu. Bununla birlikte en etkili uygulama siiresi 72

saat olarak belirlendi.
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Tablo 15. Dosetaksel doz-zaman iliskisine ait Pearson Korelasyon tablosu.

Dosetaksel Korelasyon Tablosu

24 Saat 48 Saat 72 Saat Dozlar
24 Saat  Pearson Korelasyon 1 ,900™ 8917 -,811"
Sig. (2-tailed) 000 000 000
N 53 53 53 53
48 Saat  Pearson Korelasyon 900" 1 ,940™ -,689™
Sig. (2-tailed) 000 000 000
N 53 54 54 54
72 Saat  Pearson Korelasyon )1 ,940™ 1 -,664""
Sig. (2-tailed) 000 000 000
N 53 54 54 54
Dozlar  Pearson Korelasyon -811"  -689™ -,664"" 1
Sig. (2-tailed) 000 000 000
N 53 54 54 54

**Korelasyon 0,01 diizeyinde anlamlidir (2-tailed)

Kurkumin ve Dosetaksel’in Birlikte Uygulanmasi

Daha onceki ¢alismalarda ICso degeri belirlenen Kurkumin, Dosetaksel’in 3.125-400
nM arasinda degisen 8 farkli konsantrasyondaki dozuyla kombinlenerek DU 145 prostat kanseri
hiicre hattina uygulandi. Yapilan denemede 96 kuyucuklu plakalara 160 pl hiicre ekimi yapildu.
Hiicre ekimi yapilan plakalar, 37°C’de %5 CO: igeren inkiibatorde 24 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda invert mikroskopta hiicrelerin tabana tutunup tutunmadig ve
homojen bir yayilim gdsterip gdstermedigi kontrol edildi. Dosetaksel’in 3,125-400 nM arasinda
degisen 8 farkli konsantrasyondaki dozu 8 kuyucuga ve 6 tekerriir edecek sekilde 96 kuyucuklu
plakaya 20 pl uygulandi. Daha sonra Dosetaksel uygulamasi yapilan her kuyucugun {izerine
50uM’lik Kurkumin’den 20 pl uygulandi. Uygulama yapilan plakalar 37°C’de %5 CO:2
inkiibatorde kiiltiire alindi. DU 145 hiicre hattinda Dosetaksel ve Kurkumin’in birlikte hiicre
canlilif1 tizerindeki etkisinin incelenmesi i¢in plakalar 24, 48 ve 72 saat siiresince inkiibasyona
birakildi.

DU 145 hiicre hattinda, 50 uM Kurkumin ile Dosetaksel’in 3,125-400 nM arasinda
degisen 8 farkli konsantrasyondaki dozunun birlikte uygulanmasi, 24 saat sonunda hiicre
canliligini istatistik olarak anlamli seviyede diisiirdii (F2s4 saat =9,33; sd=8-45; p<0,0001).
Yapilan calismada 24 saatlik uygulama sonrasinda kontrole kiyasla en yliksek canli hiicre orani,

6,125 nM Dosetaksel ve 50 uM Kurkumin’in birlikte uygulanan konsantrasyonunda
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%97,03£7,09 olarak belirlenirken, 200 nM Dosetaksel ve 50 uM Kurkumin’in birlikte
uygulanan konsantrasyonunda, ortamdaki hiicrelerin sadece %75,77+4,45°1 canli kald1 (Sekil

54).
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Sekil 54. a. Kontrol b. 400 nM Dosetaksel + 50uM Kurkumin c¢. 200 nM
Dosetaksel + S0pM Kurkumin d. 100 nM Dosetaksel + S0uM
Kurkumin e. 50 nM Dosetaksel + 50uM Kurkumin f. 25 nM
Dosetaksel + 50uM Kurkumin g. 12,5 nM Dosetaksel + S0uM
Kurkumin h. 6,25 nM Dosetaksel + 50uM Kurkumin 1. 3,125 nM
Dosetaksel + S0pM Kurkumin. DU 145 prostat kanseri hiicre
serisinde 24 saat siireyle Kurkumin’in ICso dozu ile Dosetaksel’in
3,125-400 nM doz araliklarinda degisen 8 farklh konsantrasyondaki
dozunun birlikte uygulanmasinin hiicre canhih@na etkisi. MTT testi

plagy, veriler % canhlik ortalama * standart sapma.

93



Calisma kapsaminda 24 saatlik, 50 uM Kurkumin ile Dosetaksel’in 3.125-400 nM
arasinda degisen 8 farkli konsantrasyondaki dozunun birlikte uygulanmasi sonucunda
belirlenen yiizde canlilik degerleri kullanilarak, her bir doz i¢in kontrole kiyasla olusan 6liim
oranlar1 belirlendi. Bu oranlar kullanilarak probit analizi yapildi ve DU 145 prostat kanseri
hiicre hatt1 lizerinde 24 saatlik uygulama sonrasi ICso degeri 3233,62 nM olarak saptand1 (Sekil
55).
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Sekil 55. Dosetaksel ve Kurkumin’in birlikte, DU 145 prostat kanseri hiicre
serisinde 24 saatlik uygulama sonrasinda MTT testi sonuglari

kullanilarak yapilan probit analizi ve ICso degeri.

DU 145 hiicre hattinda, 50 uM Kurkumin ile Dosetaksel’in 3,125-400 nM arasinda
degisen 8 farkli konsantrasyondaki dozunun birlikte uygulanmasi, 48 saat sonunda hiicre
canliligini istatistik olarak anlamli seviyede diisiirdii (Fss saat =72,86; sd=8-45; p<0,0001).
Yapilan calismada 48 saatlik uygulama sonrasinda kontrole kiyasla en yiiksek canli hiicre orani,
3,12 nM Dosetaksel ve 50 puM Kurkumin’in birlikte uygulanan konsantrasyonunda
%58,46+10,61 olarak belirlenirken, 400 nM Dosetaksel ve 50 uM Kurkumin’in birlikte
uygulanan konsantrasyonunda, ortamdaki hiicrelerin sadece %33,63+2,23{ canli kald1 (Sekil

56).
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Sekil 56. a. Kontrol b. 400 nM Dosetaksel + 50uM Kurkumin c. 200 nM

Dosetaksel + S0pM Kurkumin d. 100 nM Dosetaksel + S0uM
Kurkumin e. 50 nM Dosetaksel + 50pM Kurkumin f. 25 nM
Dosetaksel + 50uM Kurkumin g. 12,5 nM Dosetaksel + S0uM
Kurkumin h. 6,25 nM Dosetaksel + 50uM Kurkumin 1. 3,125 nM
Dosetaksel + SO0uM Kurkumin. DU-145 prostat kanseri hiicre
serisinde 48 saat siireyle Kurkumin’in ICso dozu ile Dosetaksel’in
3,125-400 nM doz araliklarinda degisen 8 farkh konstantrasyondaki
dozunun birlikte uygulanmasinin hiicre canhii@ina etkisi. MTT testi

plagy, veriler % canlilik ortalama =+ standart sapma.
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Calisma kapsaminda 48 saatlik, 50 uM Kurkumin ile Dosetaksel’in 3.125-400 nM
arasinda degisen 8 farkli konsantrasyondaki dozunun birlikte uygulanmasi sonucunda
belirlenen yiizde canlilik degerleri kullanilarak, her bir doz i¢in kontrole kiyasla olusan 6liim
oranlar1 belirlendi. Bu oranlar kullanilarak probit analizi yapildi ve DU 145 prostat kanseri

hiicre hatt1 tizerinde 48 saatlik uygulama sonrasi ICso degeri 8,04 nM olarak saptandi (Sekil 57).
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Sekil 57. Dosetaksel ve Kurkumin’in birlikte, DU 145 prostat kanseri hiicre
serisinde 48 saatlik uygulama sonrasinda MTT testi sonuglari

kullanilarak yapilan probit analizi ve 1Cso degeri.

DU 145 hiicre hattinda, 50 uM Kurkumin ile Dosetaksel’in 3.125-400 nM arasinda
degisen 8 farkli konsantrasyondaki dozunun birlikte uygulanmasi, 72 saat sonunda hiicre
canliligini istatistik olarak anlamli seviyede diisiirdii (F72 saat =10,57; sd=8-45; p<0,0001).
Yapilan ¢alismada 72 saatlik uygulama sonrasinda kontrole kiyasla en yiiksek canli hiicre orant,
3,12 nM Dosetaksel ve 50 puM Kurkumin’in birlikte uygulanan konsantrasyonunda
%62,74+10,30 olarak belirlenirken, 200 nM Dosetaksel ve 50 uM Kurkumin’in birlikte
uygulanan konsantrasyonunda, ortamdaki hiicrelerin sadece %36,49+13,12’si canli kald1 (Sekil

58).

96



140

" 72 Saat Kurkumin 1C;,+Dosetaksel
120
A4 100 A
-—
p—
= 80 A
<
O 60 -
X 40 *{ +
20 A
O T T T T T T T T 1
AN . . .
(\\J'\ ° \)&(\ \)6\\(\ 0§ 06\\(\ \)(Q\Q \}6\\(\ \)(Q\(\ \}6\\0
S & B & & &
N N N N N N N
o o¥ o o o¥ N o¥ o¥
&g D &g &g D &g o o
N A\ N N X A\ N A\
Gl i Gl il Cx & & ®
N N N N N N A\ NS
& & @ & & & & @
o’ o’ o’ & &’ oH X >’
< Q S Q Q Q Q Q
& & & R & & & &
2 ) < Q Q o S
Y < NS v ? S P ®©

Sekil 58. a. Kontrol b. 400 nM Dosetaksel + 50pM Kurkumin c¢. 200 nM Dosetaksel +

50pM Kurkumin d. 100 nM Dosetaksel + 50uM Kurkumin e. 50 nM
Dosetaksel + 50pM Kurkumin f. 25 nM Dosetaksel + 50uM Kurkumin g.
12,5 nM Dosetaksel + S0uM Kurkumin h. 6,25 nM Dosetaksel + S0nM
Kurkumin 1. 3,125 nM Dosetaksel + S0uM Kurkumin. DU 145 prostat
kanseri hiicre serisinde 72 saat siireyle Kurkumin’in ICso dozu ile
Dosetaksel’in  3,125-400 nM doz arahklarinda degisen 8 farkh
konsantrasyondaki dozunun birlikte uygulanmasinin hiicre canhligina

etkisi. MTT testi plagi, veriler % canlhilik ortalama * standart sapma.
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Calisma kapsaminda 72 saatlik, 50 uM Kurkumin ile Dosetaksel’in 3,125-400 nM
arasinda degisen 8 farkli konsantrasyondaki dozunun birlikte uygulanmasi sonucunda kontrole
gore yiizde canlilik degerleri kullanilarak, probit analizi yapildi ve DU 145 prostat kanseri hiicre

hatt1 tizerinde 72 saatlik uygulama sonrasi1 ICso degeri 11,23 nM olarak saptandi (Sekil 59).
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Sekil 59. Dosetaksel ve Kurkumin’in birlikte, DU 145 prostat kanseri hiicre
serisinde 72 saatlik uygulama sonrasinda MTT testi sonuglar:

kullanilarak yapilan probit analizi ve 1Cso degeri.

DU-145 Prostat Kanseri Hiicre Hattinda Kurkumin ve Dosetaksel’in Birlikte

Uygulamasimin Doz-Zaman liskisi

Yapilan ¢alismada, DU 145 hiicre hattina 24, 48 ve 72 saatlik siireler ile Dosetaksel’in
3,125-400 nM araliginda 8 farkli konsantrasyonunun her biri, Kurkumin’in ICso dozu ile
birlikte uygulanmistir. Uygulamalarda elde edilen kontrole kiyasla belirlenen % canlilik
oranlar1 ve bu oranlar kullanilarak yapilan korelasyon analizi sonuglar1t Tablo 16 ve Tablo 17°de
verilmistir.

Tablo 16 genel olarak degerlendirildiginde; DU 145 prostat kanseri hiicre hattinda,
Dosetaksel dozlarinin Kurkumin’in ICsg dozu ile kombinasyonunda 24, 48 ve 72 saat

sonrasinda doza bagimli bir diislis goriilmiistiir.
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Tablo 16. DU 145 prostat kanseri hiicre hattinda 24, 48 ve 72 saat siireyle 3,125-400 nM
doz araliklarinda Dosetaksel konsantrasyonlarinin S0uM Kurkumin ile birlikte
uygulanmasinin hiicre canhihgina etkisi.

DOSETAKSEL+KURKUMIN Doz-% Canh Hiicre Tablosu

Doz N 24 Saat 48 Saat 72 Saat
Kontrol 6 100,00+5,72%  100,00+4,46* 100,00+11,942
3,12 nM Dosetaksel+50 uM Kurkumin 6  96,55+1,98%  58,46+4,33°  62,74+4,20°
6,125 nM Dosetaksel+50 uM Kurkumin 6  97,03+2,89% 50,36+2,25°  54,60+3,91
12,5 nM Dosetaksel+50 uM Kurkumin 6  96,18+2,10®°  45,11+1,33%0 46,46+4,74"
25 nM Dosetaksel+50 pM Kurkumin 6 91,18+1,93%¢  41,99+1,31% 41,62+5,04°
50 nM Dosetaksel+50 uM Kurkumin 6  87,74+£2,92°  39,69+1,17%" 40,08+5,54°
100 nM Dosetaksel+50 pM Kurkumin 6  83,03+2,16%  35,73+1,36°" 38,25+5,99¢
200 nM Dosetaksel+50 uM Kurkumin 6 75,77+1,829  34,59+1,43%" 36,49+535¢
400 nM Dosetaksel+50 pM Kurkumin 6 79,07+1,77¢  33,63+0,917  36,65+6,19¢

Yapilan caligmada Dosetaksel dozlari, 400 nM konsantrasyondan baslanarak, seri
sulandirim ile yari yartya azaltilmistir. 50 pM Kurkumin dozu ise, sulandirilan her Dosetaksel
dozuyla kombinlenerek uygulanmastir.

Tablo 16 incelendiginde, 24 saatlik uygulamada belirgin bir sekilde doz etkinliginde

azalma goriildii ve bunu 48 saatlik uygulama takip etti. Canli hiicre sayisindaki en belirgin
diisiisiin ise 72 saatlik uygulama sonrasinda olustugu belirlendi.
Doza bagimh diisiis ile ilgili yapilan korelasyon analizinde en yliksek korelasyon -0,642
korelasyon kat sayist degeri ile 24 saatlik uygulamada belirlenirken, bunu -0,472 korelasyon
kat sayis1 degeri ile 48 saatlik uygulama ve -0,388 korelasyon kat sayisi ile 72 saatlik uygulama
takip etti (Tablo 17).

Sonug olarak veriler degerlendirildiginde, Dosetaksel dozlarinin ICsgp Kurkumin
dozuyla kombinasyonu prostat kanseri hiicre serisi olan DU 145 tizerinde doza bagimli olarak

bir 6liim olusturdu. En etkili uygulama siiresi ise 72 saat olarak belirlendi.
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Tablo 17. Dosetaksel ve Kurkumin’in birlikte uygulanmasinin doz-zaman iligkisine ait

Pearson Korelasyon tablosu.

Dosetaksel+Kurkumin Korelasyon Tablosu

24 Saat 48 Saat 72 Saat Dozlar
24 Saat  Pearson Korelasyon 1 ,559™ 527" -,642"
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000
N 54 54 54 54
48 Saat  Pearson Korelasyon ,559™ 1 ,825™ - 472"
Sig. (2-tailed) 000 ,000 ,000
N 54 54 54 54
72 Saat  Pearson Korelasyon 527" ,825™ 1 -,388"
Sig. (2-tailed) 000 000 004
N 54 54 54 54
Dozlar ~ Pearson Korelasyon -,642™ - 472" -,388™ 1
Sig. (2-tailed) 000 000 004
N 54 54 54 54

**Korelasyon 0,01 diizeyinde anlamlidir (2-tailed)

TALi GORUNTU TABANLI SITOMETRE ANALIZi

Calisma kapsaminda, prostat kanseri tedavisinde kullanilan kemoterapi ajan1 Dosetaksel
ile biyoaktif bir bilesen olan Kurkumin’in, DU 145 ve PC3 hiicre hatlar1 tizerinde yapilan MTT
testi sonucunda, sadece canli ve 6lii hiicre oranlar1 tespit edildi. Dosetaksel ve Kurkumin’in
hiicre hatlar1 tizerinde neden oldugu oOliimiin apoptoz kaynakli olup olmadigini anlamak
amactyla da TALI goriintii tabanli sitometre analizi yapild.

TALI goriintii tabanli sitometre analizi i¢in 25 cm?lik flasklarda bulunan hiicrelere
MTT testi sonucunda elde edilen siire ve dozlar uyguland1 ve 3 tekerriirlii ¢alisildi. Gruplar 35
nM Dosetaksel, 70 nM Dosetaksel, 50 pM Kurkumin 35 nM Dosetaksel + 50 uM Kurkumin,
70 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin seklinde olup DU 145 ve PC3 hiicre hatlarina uygulandi.
37°C’de % 5 CO2 igeren inkiibatorde 48 saat inkiibasyona birakildi. Annexin V-Alexa Fluor®
488 ve Propidium lodide ile Tali® Apoptosis Test Kiti kullanilarak boyanan hiicre
poplilasyonunda, 6lii veya ge¢ apoptotik hiicreler, kirmizi veya sari, apoptotik hiicreler yesil
floresan verdi.

35 nM Dosetaksel, 70 nM Dosetaksel dozu uygulanan DU 145 prostat kanseri hiicre
hattina ait, Annexin V, Propidyum Iyodiir (PI) floresan yogunlugu histogramlariSekil 60’da

verilmistir.
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Sekil 60. TALI goriintii tabanh sitometre analizde DU 145 prostat kanseri hiicre hattina
ait canly, 6lii ve apoptotik hiicre goriintiileri. Annexin V ve Propidyum iyodiir

(PI) floresan yogunlugu histogramlar1 a) Kontrol b) 35 nM Dosetaksel c) 70
nM Dosetaksel.

Yapilan calismada DU 145 prostat kanseri hiicre hattina 48 saat siireyle uygulanan 35
nM Dosetaksel dozunda % 26 6lii, %14,33 apoptotik hiicre goriiliirken, 70 nM Dosetaksel
dozunda % 13,66 6lii hiicre, % 33,66 oraninda ise apoptotik hiicre saptandi (Sekil 61 ve Tablo
18).
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Sekil 61. TALI goriintii tabanh sitometre analizinde, DU 145 prostat kanseri hiicre
hattinda saptanan canli, 6lii ve apoptotik hiicrelerin yiizdesi. Tiim veriler her
grup = SH icin yiizdelerin ortalama degerleri olarak verilmistir. n=3; Anova-

Duncan Test p<0.05

Tablo 18. DU-145 prostat kanseri hiicre hattina 48 saat siireyle 35 nM Dosetaksel ve 70
nM Dosetaksel uygulamasi sonucunda TALI goriintii tabanh sitometre analizi

ile belirlenen canli, olii ve apoptotik hiicre sayilar: ve yiizdeleri

n Kontrol 35 nM Dosetaksel 70 nM Dosetaksel
Canh (%) 3 79,66+1,85 60+12,12 53+1
Canl hiicre sayisi 3 15054 5387 5085
Olii (%) 3 20+1,52 26+4,50 13,66+0,66
Olii hiicre sayis1 3 3915 2736 1364
Apoptotik (%) 3 0,33+0,33 14,33+10,03 33,66+0,33
Apoptotik hiicre sayisi 3 135 1495 3307

50 uM Kurkumin dozu uygulanan DU 145 prostat kanseri hiicre hattina ait, Annexin V,
Propidyum Iyodiir (PI) floresan yogunlugu histogramlar1 Sekil 62°de verilmistir.
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Sekil 62. TALI goriintii tabanh sitometre analizde DU 145 prostat kanseri
hiicre hattina ait canhl, 6lii ve apoptotik hiicre goriintiileri.
Annexin V ve Propidyum Iyodiir (PI) floresan yogunlugu

histogramlari a) Kontrol b) 50 pM Kurkumin
Calismada, DU 145 prostat kanseri hiicre hattina 48 saat siireyle uygulanan 50 uM

Kurkumin dozunda, %9 oraninda 6lii hiicre %57,66 oraninda apoptotik hiicre saptandi (Sekil

63 ve Tablo 19).
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Sekil 63. TALI goriintii tabanh sitometre analizinde, DU 145 prostat kanseri hiicre

hattinda saptanan canl, 6lii ve apoptotik hiicrelerin yiizdesi. Tiim veriler her
grup = SH i¢in yiizdelerin ortalama degerleri olarak verilmistir. *, kontrole

kiyasla n=3; T-Test Pcann <0,0001, Psii =0,003, Papoptotik <0,0001.

Tablo 19. DU 145 prostat kanseri hiicre hattina 48 saat siireyle 50 pM Kurkumin
uygulamasi sonucunda TALI goriintii tabanh sitometre analizi ile belirlenen
canly, olii ve apoptotik hiicre sayilar1 ve yiizdeleri

n Kontrol 50 pM Kurkumin
Canh (%) 3 79,66+1,85 3443
Canl hiicre sayisi 3 15054 9706
Olii (%) 3 20+1,52 9+0,57
Olii hiicre sayis 3 3915 2512
Apoptotik (%) 3 0,33+0,33 57,66+3,84
Apoptotik hiicre sayisi 3 135 15427

35 nM Dosetaksel + 50 uM Kurkumin ve 70 nM Dosetaksel + 50 uM Kurkumin dozu

uygulanan DU 145 prostat kanseri hiicre hattina ait, Annexin V, Propidyum Iyodiir (PI) floresan

yogunlugu histogramlar1 Sekil 64’de verilmistir.
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Sekil 64. TALI goriintii tabanh sitometre analizde DU 145 prostat kanseri hiicre hattina
ait canh, 6lii ve apoptotik hiicre goriintiileri. Annexin V ve Propidyum Iyodiir
(PI) floresan yogunlugu histogramlar1 a) Kontrol b) 35 nM Dosetaksel + 50 pM
Kurkumin ¢) 70 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin

48 saat siireyle 35 nM Dosetaksel +50 uM Kurkumin kombinasyonu uygulanan DU
145 prostat kanseri hiicre hattinda, %21,33 oraninda 6lii hiicre % 30 oraninda apoptotik hiicre
saptandi. 48 saat siireyle 70 nM Dosetaksel + 50 uM Kurkumin kombinasyonu uygulanan

hiicrelerde ise % 31,33 6lii hiicre %35 apoptotik hiicre goriildii (Sekil 65 ve Tablo 20).
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Sekil 65. TALI goriintii tabanh sitometre analizinde, DU 145 prostat kanseri hiicre
hattinda saptanan canl, 6lii ve apoptotik hiicrelerin yiizdesi. Tiim veriler her
grup + SH i¢in yiizdelerin ortalama degerleri olarak verilmistir. n=3; Anova-

Duncan Test p<0.05

Tablo 20. DU 145 prostat kanseri hiicre hattina 48 saat siireyle 35 nM Dosetakel + 50 pM
Kurkumin ve 70 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin uygulamasi sonucunda
TALI goriintii tabanh sitometre analizi ile belirlenen canli, 6lii ve apoptotik

hiicre sayilari ve yiizdeleri

35 nM Dosetaksel 70 nM Dosetaksel

n  Kontrol +50 uMKurkumin  +50 pM Kurkumin
Canh (%) 3 79,66£1,85 48,66+2,02 33,66+0,66
Canl hiicre sayisi 3 15054 7126 9013
Olii (%) 3 20+1,52 21,33+6,35 31,33+9,93
Olii hiicre sayisi 3 3915 2888 7300
Apoptotik (%) 3 0,33+0,33 30+6,24 35+10,59
Apoptotik hiicre sayis1 3 135 4183 10784

Yapilan ¢alismada, DU 145 hiicre hattina 48 saat siireyle uygulanan 35 nM Dosetaksel
ve 70 nM Dosetaksel dozlari istatistik olarak dnemli bir seviyede, hiicreler iizerinde apoptotik
bir etki olusturdu ( Fag saat =8,321; sd=2-8; p=0,019 ). 50 uM Kurkumin dozu da hiicreleri
istatistik anlamda 6nemli 6l¢iide apoptoza gotiirdii (Fas saat = 220,76; sd=1-5; p<0,0001).
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Kombinasyon dozlarimiz olan 35 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin ve 70 nM Dosetaksel +
50 uM Kurkuminin de apoptotik hiicre sayisini istatistiksel olarak anlamli seviyede arttirdigi
goriildii (Fas saat =6,956; sd=2-8 p=0,027).

Sonug olarak tali sitometre analizinde, hiicreleri apoptoza gétiiren en etkili dozun 50
uM Kurkumin oldugu belirlendi. Bunu sirasiyla, 70 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin, 70 nM
Dosetaksel, 35 nM Dosetaksel + 50 uM Kurkumin, 35 nM Dosetaksel dozunun takip ettigi

belirlendi.
35 nM Dosetaksel, 70 nM Dosetaksel dozu uygulanan PC3 prostat kanseri hiicre hattina

ait, Annexin V, Propidyum Iyodiir (PI) floresan yogunlugu histogramlar1 Sekil 66’da

verilmistir.
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Sekil 66. TALI goriintii tabanh sitometre analizde PC3 prostat kanseri hiicre hattina ait
canl, 6lii ve apoptotik hiicre goriintiileri. Annexin V ve Propidyum Iyodiir
(PI) floresan yogunlugu histogramlar1 a) Kontrol b) 35 nM Dosetaksel c) 70
nM Dosetaksel.

Calismada, PC3 prostat kanseri hiicre hattina 48 saat silireyle uygulanan 35 nM
Dosetaksel dozunda %15,33 oraninda 6lii, %17,66 oraninda apoptotik hiicre goriildii. 70 nM
Dosetaksel dozunda ise % 20 oraninda 6lii hiicre, %25 oraninda apoptotik hiicre saptandi (Sekil

67 ve Tablo 21).
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CANLI oLo APOPTOTIK

Sekil 67. TALI goriintii tabanl sitometre analizinde, PC3 prostat kanseri hiicre hattinda

saptanan canli, 0lii ve apoptotik hiicrelerin yiizdesi. Tiim veriler her grup £ SH
icin yiizdelerin ortalama degerleri olarak verilmistir. n=3; Anova-Duncan Test

p<0.05

Tablo 21. PC3 prostat kanseri hiicre hattina 48 saat siireyle 35 nM Dosetaksel ve 70 nM

Dosetaksel uygulamasi sonucunda TALI goriintii tabanh sitometre analizi ile

belirlenen canli, 6lii ve apoptotik hiicre sayilari ve yiizdeleri

n Kontrol 35 nM Dosetaksel 70 nM Dosetaksel
Canh (%) 3 84,33+1,33 67+0,57 55,33+1,20
Canl hiicre sayisi 3 8775 5612 2332
Olii (%) 3 13,66+1,33 15,33+0,88 20+2,51
Olii hiicre sayisi 3 1513 1332 778
Apoptotik (%) 3 2,33+0,33 17,66+0,88 25+3,51
Apoptotik hiicre sayisi 3 222 1492 1145

50 uM Kurkumin dozu uygulanan PC3 prostat kanseri hiicre hattina ait, Annexin V,

Propidyum Iyodiir (PI) floresan yogunlugu histogramlar1 Sekil 68°de verilmistir.
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Sekil 68. TALI goriintii tabanh sitometre analizde PC3 prostat kanseri
hiicre hattina ait canli, 6lii ve apoptotik hiicre goriintiileri.
Annexin V ve Propidyum Iyodiir (PI) floresan yogunlugu

histogramlar a) Kontrol b) 50 pM Kurkumin
Yapilan ¢alismada PC3 hiicre hattina 48 saat siireyle uygulanan 50 pM Kurkumin

dozunda, % 14,33 oraninda 6li hiicre, %34 oraninda apoptotik hiicre saptandi (Sekil 69 ve

Tablo 22).
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Sekil 69. TALI goriintii tabanl sitometre analizinde, PC3 prostat kanseri hiicre hattinda
saptanan canli, 0lii ve apoptotik hiicrelerin yiizdesi. Tiim veriler her grup £ SH
icin yiizdelerin ortalama degerleri olarak verilmistir. *, kontrole kiyasla n=3;

T-Test Pcann <0,0001, Papoptotik<0,0001

Tablo 22. PC3 prostat kanseri hiicre hattina 48 saat siireyle 50 pM Kurkumin uygulamasi
sonucunda TALI goriintii tabanh sitometre analizi ile belirlenen canl, 6lii ve

apoptotik hiicre sayilar ve yiizdeleri

n Kontrol 50 puM Kurkumin
Canh (%) 3 84,33%1,33 51,33+2,84
Canl hiicre sayisi 3 8775 9205
Olii (%) 3 13,66+1,33 14,33+4,33
Olii hiicre sayisi 3 1513 3040
Apoptotik (%) 3 2,33+0,33 3442
Apoptotik hiicre sayisi 3 222 6068

35 nM Dosetaksel + 50 uM Kurkumin ve 70 nM Dosetaksel + 50 uM Kurkumin dozu
uygulanan PC-3 prostat kanseri hiicre hattina ait, Annexin V, Propidyum Iyodiir (PI) floresan
yogunlugu histogramlar1 Sekil 70°de verilmistir.
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Sekil 70. TALI goriintii tabanh sitometre analizde PC-3 prostat kanseri hiicre hattina
ait canli, 6lii ve apoptotik hiicre goriintiileri. Annexin V ve Propidyum Iyodiir
(PI) floresan yogunlugu histogramlar1 a) Kontrol b) 35 nM Dosetaksel + 50
pM Kurkumin ¢) 70 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin

Yapilan ¢aligmada PC3 prostat kanseri hiicre hattina 48 saat siireyle uygulanan 35 nM
Dosetaksel + 50 uM Kurkumin de %14,33 oraninda 6lii hiicre %42,66 oraninda apoptotik hiicre
gorildii. Diger dozumuz olan 70 nM Dosetaksel + 50 uM Kurkumin uygulamasinda ise %17,33
oraninda olii ve %47 oraninda apoptotik hiicre saptandi (Sekil 71 ve Tablo 23).
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Sekil 71. TALI goriintii tabanh sitometre analizinde, PC3 prostat kanseri hiicre hattinda
saptanan canli, 0lii ve apoptotik hiicrelerin yiizdesi. Tiim veriler her grup £ SH
icin yiizdelerin ortalama degerleri olarak verilmistir. n=3; Anova-Duncan Test
p<0.05

Tablo 23. PC3 prostat kanseri hiicre hattina 48 saat siireyle 35 nM Dosetaksel + 50 pM
Kurkumin ve 70 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin uygulamasi sonucunda
TALI goriintii tabanh sitometre analizi ile belirlenen canh, 6lii ve apoptotik

hiicre sayilari ve yiizdeleri

35 nM Dosetaksel 70 nM Dosetaksel

n Kontrol +50 puM Kurkumin  +50 pM Kurkumin
Canli (%) 3 84,33+1,33 4310 35+1,52
Canl hiicre sayisi 3 8775 1336 3368
Olii (%) 3 13,66+1,33 14,33+2,40 17,33£1,76
Olii hiicre sayisi 3 1513 467 1662
Apoptotik (%) 3 2,33+0,33 42,66+2,40 47+1
Apoptotik hiicre sayis1 3 222 1307 4411

Yapilan ¢calismada 48 saat siireyle PC3 prostat kanseri hiicre hattina uygulanan dozlarin
hiicreler iizerinde Oliime neden oldugu, Oliimiin biiyiik ¢ogunlugunun ise apoptozdan
kaynaklandig1 goriildii. PC3 prostat kanseri hiicre hattina 48 saat siireyle uygulanan 35 nM
Dosetaksel ve 70 nM Dosetaksel dozlarinin apoptotik hiicre sayisini istatiksel olarak anlamli

derecede arttirdig1 bulundu (Fas saat = 30,353; sd=2-8; p=0,001). Benzer sekilde 50 pM
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Kurkumin kontrole kiyasla etkili bir apoptotik etki olusturdu (Fag saat = 243,919; sd=1-5;
p<0,0001). Annexin V: PI boyama kombinasyon dozlarimiz olan 35 nM Dosetaksel + 50 uM
Kurkumin ve 70 nM Dosetaksel + 50 uM Kurkumin uygulamalar1 gii¢lii bir yesil sinyal
olusturdu ve PC3 hiicrelerinde kontrole kiyasla apoptoz miktarini istatistik olarak anlamli
seviyede arttirdi (F 48 saat= 264, 242; sd=2-8; p<0,0001).

Yapilan tali, analiz sonucunda, hiicreleri apoptoza gdtiiren en etkili dozun 70 nM
Dosetaksel + 50 uM Kurkumin kombinasyon dozu olarak belirlendi. Bunu sirasiyla 35 nM
Dosetaksel + 50 uM Kurkumin kombinasyon dozu, 50 uM Kurkumin, 70 nM Dosetaksel ve 35
nM Dosetaksel dozu takip etti.

Netice de, doza bagimli olarak Kurkuminin apoptotik yollarla baglantili sinyal
molekiillerini hedefledigi ve kemoterapdtik bir ajan olan Dosetaksel ile kombine edildiginde

DU 145 ve PC3 prostat kanseri hiicre hatlarinda apoptozu arttirdigi goriilmiistiir.

KURKUMIN UYGULAMASININ PROSTAT KANSER HUCRE
SERILERINDE ANJIYOGENEZ UZERINE ETKIiSININ BELIRLENMESI

Yara lyilestirme Deneyi

Yara iyilestirme deneyi, yetistirildikleri kiiltiir flasklarinda %80-90 yayilim gésteren tek
tabakal1 hiicreler lizerinde bir yara agilmasi ve agilan bu yaranin takibi esasina dayanmaktadir.
Yapilan caligmalarda bu yara {izerinde hiicrelerin karsidaki hiicreler ile haberlesebildigi ve
hiicrelerin kars1 ylizeye dogru hareket edebildigi belirlenmistir. Olugan bu hareketlilik, hareketli
hiicre sayisi, hareketin yonii ve harekete gegen hiicre miktar1 sirasiyla kanser hiicrelerinin
proliferasyon, anjiogenez, invasyon ve hiicre gocii kapasiteleri hakkinda onemli bilgiler
sunmaktadir.

Bu sebeple yapilan ¢alismada Kurkumin’in anjiyogenez lizerine etkisi, standart olarak
kabul edilebilen bu yontem kullanilarak yapilmistir.

Yapilan ¢alismada PC3 hiicre hattina ait kontrol, 35 nM Dosetaksel, 70 nM Dosetaksel,
50 nM Kurkumin, 35 nM Dosetaksel+50 nM Kurkumin, 70 nM Dosetaksel+50 nM Kurkumin

uygulamalari sonrasi deney sonuglar1 Sekil 72-77°de verilmistir.
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Sekil 72. Yara iyilestirme deneyinde PC3 prostat kanseri hiicre hattina ait tasit madde

uygulanan grubun 0.-12. ve 24. saatlerde hiicre gocii goriintiileri A) 2 boyutlu

B) 3 boyutlu
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Sekil 73. Yara iyilestirme deneyinde 0.-12. ve 24. saatlerde 35 nM Dosetaksel uygulamasi

yapilan PC3 prostat kanseri hiicre hattina ait, hiicre gocii goriintiileri A) 2

boyutlu B) 3 boyutlu

115



0. saat 12. saat 24, saat

Sekil 74. Yara iyilestirme deneyinde 0.-12. ve 24. saatlerde 70 nM Dosetaksel uygulamasi
yapilan PC3 prostat kanseri hiicre hattina ait, hiicre gocii goriintiileri A) 2

boyutlu B) 3 boyutlu

50 uM

0. saat 12. saat 24, saat

Sekil 75. Yara iyilestirme deneyinde 0.-12. ve 24. saatlerde 50 pM Kurkumin uygulamasi
yapilan PC3 prostat kanseri hiicre hattina ait, hiicre gocii goriintiileri A) 2

boyutlu B) 3 boyutlu
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Sekil 76. Yara iyilestirme deneyinde 0.-12. ve 24. saatlerde 35 nM Dosetaksel+50 uM
Kurkumin kombinasyonu uygulanan PC3 prostat kanseri hiicre hattina ait,

hiicre gocii goriintiileri A) 2 boyutlu B) 3 boyutlu
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7OnM+50uM

0. saat 12. saat 24. saat

Sekil 77. Yara iyilestirme deneyinde 0.-12. ve 24. saatlerde 70 nM Deosetaksel+50 pM
Kurkumin kombinasyonu uygulanan PC3 prostat kanseri hiicre hattina ait,

hiicre gocii goriintiileri A) 2 boyutlu B) 3 boyutlu
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Yapilan caligmada sirastyla sadece tasit madde uygulanan kontrol grubunda hiicre gogii
belirlenmis, bu hiicre gogiine ait degerler % 100 kabul edilerek, uygulama gruplarindaki hiicre

gOc¢ii miktarlar1 kontrole kiyasla saptanmustir (Sekil 78).

Hiicre gocii (%)
=)
o
|
(ox

Kontrol
Kontrol
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Sekil 78. Yara iyilestirme deneyinde, PC3 prostat kanseri hiicre hattinda goc eden
hiicrelerin yiizdesi. Tiim veriler her grup £ SH icin yiizdelerin ortalama

degerleri olarak verilmistir. N = 3; Anova-Duncan Test p<0.05

Yapilan c¢alismada kontrol grubunda % hiicre goc¢li 12 saat siirelik tasit madde
uygulamasi sonrasi 55,8949,64 olarak belirlenmis, bu oran 35 nM Dosetaksel uygulamasinda
45,60+10,29 seviyelerine gerilemis ancak yapilan istatistik analizde kontrol ile ayn1 grupta yer
almis ve aralarinda anlaml bir fark olusmamustir ( Fi2saat =13,198; sd=5-17; P<0,0001). Hiicre
gocii ancak yiiksek doz Dosetaksel (70 nM ) uygulandiginda, kontrole kiyasla istatistik olarak
anlamli seviyede azalmis ve 12 saat sonrasinda %17,65+£2,54 seviyelerine inmistir. Ayni
gruplarda 24 saatlik uygulama sonrasina % hiicre gocii oran1 35 nM ve 70 nM Dosetaksel
gruplar1 i¢in sirastyla 57,36+15,28 ve 27,94+2,94 olarak belirlenmis ve belirlenen bu fark
kontrole kiyasla istatistik diizeyde dnemli olarak bulunmustur.

Yapilan calismada kurkumin uygulanan gruplarda PC3 kanser hiicrelerinde hiicre gocii
ve anjiyogenez kapasitesi dramatik olarak azalmistir. Her iki uygulama siiresi ve gerek tek

basma Kurkumin uygulama grubu ( K12-24 saat: 7,35+2,94-10,29+3,89) ve gerekse Kurkumin
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ile birlikte kombine 35 nM ( 12-24 saat: 5,88+1,47-14,71+1,47) ve 70 nM ( 12-24 saat:
7,35+1,47-22,06+2,54) Dosetaksel uygulama gruplari, kontrol grubu ve tek basina Dosetaksel
uygulanan gruplara kiyasla istatistik olarak anlamli seviyede hiicre gociinii engellemistir.
Yapilan analizde bu fark istatistik olarak da 6nemli seviyede bulunmustur (F2ssaat=16,154;
sd=5-17; P<0.0001).

Yapilan galismada DU 145 hiicre hattina ait kontrol, 35 nM Dosetaksel, 70 nM
Dosetaksel, 50 nM Kurkumin, 35 nM Dosetaksel+50 nM Kurkumin, 70 nM Dosetaksel+50 nM

Kurkumin uygulamalar1 sonrast deney sonuglar1 Sekil 79-84°de verilmistir.

1 xontrol

0. saat 12. saat 24, saat

Sekil 79. Yara iyilestirme deneyinde DU 145 prostat kanseri hiicre hattina ait tasit madde
uygulanan grubun 0.-12. ve 24. saatlerde hiicre gogii goriintiileri A) 2 boyutlu
B) 3 boyutlu
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0. saat 12. saat 24. saat

Sekil 80. Yara iyilestirme deneyinde 0.-12. ve 24. saatlerde 35 nM Dosetaksel uygulamasi
yapilan DU 145 prostat kanseri hiicre hattina ait, hiicre gocii goriintiileri A) 2

boyutlu B) 3 boyutlu

70 nM

0. saat 12. saat 24. saat

Sekil 81. Yara iyilestirme deneyinde 0.-12. ve 24. saatlerde 70 nM Dosetaksel uygulamasi
yapilan DU 145 prostat kanseri hiicre hattina ait, hiicre gocii goriintiileri A) 2

boyutlu B) 3 boyutlu
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50 uM

0. saat 12. saat 24. saat

Sekil 82. Yara iyilestirme deneyinde 0.-12. ve 24. saatlerde 50 nM Kurkumin uygulamasi
yapilan DU 145 prostat kanseri hiicre hattina ait, hiicre gocii goriintiileri A) 2

boyutlu B) 3 boyutlu

350050 uM

0. saat 12. saat 24. saat

Sekil 83. Yara iyilestirme deneyinde 0.-12. ve 24. saatlerde 35 nM Deosetaksel+50 pM
Kurkumin kombinasyonu uygulanan DU 145 prostat kanseri hiicre hattina ait,

hiicre gocii goriintiileri A) 2 boyutlu B) 3 boyutlu
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Sekil 84. Yara iyilestirme deneyinde 0.-12. ve 24. saatlerde 70 nM Deosetaksel+50 pM

Kurkumin kombinasyonu uygulanan DU 145 prostat kanseri hiicre hattina
ait, hiicre gocii goriintiileri A) 2 boyutlu B) 3 boyutlu

Yapilan c¢aligmada uygulama gruplarindaki hiicre gocti miktarlar1 kontrole gore

kiyaslanmis ve kontrol grubundaki hiicre gogiine ait degerler % 100 kabul edilmistir (Sekil 85).
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Sekil 85. Yara iyilestirme deneyinde, DU 145 prostat kanseri hiicre hattinda go¢ eden
hiicrelerin yiizdesi. Tiim veriler her grup £ SH i¢in yiizdelerin ortalama

degerleri olarak verilmistir. N = 3; Anova-Duncan Test p<0.05

Yapilan ¢alismada DU-145 hiicre hattinda 12 saatlik tasit madde uygulamasi yapilan
kontrol grubunda % hiicre gocii, 78,80+8,58 olarak saptanirken 70 nM Dosetaksel
uygulamasinda 26,19+12,59 seviyelerine gerilemistir. 50 uM Kurkumin dozunda ise % hiicre
goclinde kontrole kiyasla 6nemli seviyede (7,14+4,12) azalma goriiliirken, 35 nM (9,52+6,29)
ve 70 nM (7,14+4,12) dosetaksel dozlariyla kombinasyonunda, istatistiksel analizde anlaml1 bir
fark olusturmamistir (F12saat=13,29; sd=5-17; P<0,0001).

24 saat siireyle 70 nM Dosetaksel uygulamasi yapilan grupta % hiicre gociiniin, kontrole
kiyasla 102,38+12,59 seviyelerinde arttig1 goriilmiis ancak istatistiksel analizde kontrol ile ayn1
grupta yer almistir. 35 nM Dosetaksel uygulamasinda ise % hiicre gocilinde (23,80+9,52) 6nemli
seviyede azalma belirlenmistir. 50 uM Kurkumin uygulamasinda kontrole kiyasla % hiicre
gogiinde (0,00+0,00) azalma goriiliirken, 35 nM (7,14+4,12) ve 70 nM (7,14+7,14) Dosetaksel
dozlariyla kombinasyonunda istatiksel analizde ayni grupta yer almis ve anlamli bir fark

olusturmamustir (F24saat=31,64; sd=5-17; P<0,0001).
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Gen Ekspresyon Analizleri

Calisma ile, sirastyla Dosetaksel, Kurkumin ve kombine uygulamalarinin PC3 ve DU
145 hiicre serilerinde angiyogenez yolagi lizerindeki hiicresel ve molekiiler etkileri, timor igi
hipoksi sinyalizasyonu, ¢ekirdek RNA transkripsiyon bagimli biiyiime faktorleri, sitokininler,
hiicreler aras1 matriks yeniden programlanma ve EGFR, VEGF ve IGFR bagimli proliferasyon
ve migrasyon sinyalleri arastirildi. Bu kapsamda, kapsamli bir transkriptomik bir array
olusturuldu, anjiyogenezis yolagindaki genlerin, gen ekspresyonlar1 belirlendi. Bu genler
baslica bilesen ve hiyerarsik smiflandirma analizlerine tabi tutularak sicaklik haritasi
olusturuldu. Son olarak her bir gene ait ekspresyon degerleri, relatif kat artis degerleri olarak
saptand1 ve tiim bu sonuglar Sekil 86-87 ve Tablo 24-25°de verildi.

Calismada oOncelikle anjiyogenez mekanizmasinda anahtar rol oynayan hipoksi
mekanizmasi incelendi. PC3 hiicre hatlarinda HIF-1a’nin diizenlenmesinden sorumlu PHD1
ekspresyonu 35 nM Dosetaksel uygulamasinda kontrole kiyasla anlamli seviyede azalmis (0,52
kat), yiiksek konsantrasyon Dosetaksel uygulamasinda istatistik olarak kontrol grubu ile ayni
grupta yer aldi. Tek basina ve 35 nM Dosetaksel ile kombine olarak uygulanan Kurkumin
grubunda ise PHDI1 ekspresyonu kontrole kiyasla yiiksek diizeyde belirlendi. HIF-1a ve HIF-
1P genleri tiim uygulama gruplarinda genellikle kontrol grubu seviyelerinde ya da daha diistik
belirlendi, buna bagli olarak HIF-1a ile tetiklenen CBP ve P300 relatif ekspresyon seviyeleri
70 nM Dosetaksel uygulamasi haricinde benzer bir seyir izledi. Bu iki genin ekspresyonu 70
nM Dosetaksel uygulama grubunda kontrole kiyasla anlamli seviyede yiiksek olarak bulundu.
Benzer sekilde IL6 ( 5,94 kat) ve VEGF (1,31 kat) ekspresyonlari yalniz bu uygulama grubunda
kontrole gore istatistik olarak anlamli seviyede yiiksek olarak belirlendi (Sekil 86 ve Tablo 24).
HIF-1a ile indiiklenen hipoksi yolaginda, HIF-1a+HIF-18+ CBP+P300 kompleksi ¢ekirdek
DNA’s1 iizerinde birleserek aktif oldugunda, hipoksi iliskili elementler olarak belirlenen bir
grup proteinin ifadesini artirmaktadir. Bu yolakla indiiklenen COX2, SMAD 3 ve PAI genleri
ozellikle her iki konsantrasyonda Dosetaksel uygulamasi yapilan gruplarda kontrole kiyasla
istatistik olarak anlamli seviyede yiikseldi, Kurkumin ve Kurkumin ile kombine olan dosetaksel
gruplarinda ise onemli bir fark bulunmadi. Yapilan ila¢ uygulamalarinda tiim uygulama
gruplarinda PI3K/AKT/MTOR sinyalizasyonu genellikle kontrol seviyelerine kiyasla disiis
gosterirken, yalniz 70 nM Dosetaksel ve tek bagina Kurkumin uygulamasinda istatistik olarak

onemli seviyede bir artig belirlendi.
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Renk skalasi
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Sekil 86. PC 3 prostat kanseri hiicre hattina 48 saat siireyle Dosetaksel, Kurkumin ve
kombine ila¢ uygulamalar1 sonucu, kontrole kiyasla belirlenen relatif gen
ekspresyon degerleri kullanilarak olusturulan ekspresyon skorlarina ait bashca
bilesen analizi, hiyerarsik siniflandirma analizi ve sicakhik haritasi. Gruplar D:
35 nM Dosetaksel, DD:70 nM Dosetaksel, C: 50 pM Kurkumin, CD:35 nM
Dosetaksel + 50 pM Kurkumin, CDD: 70 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin
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Tablo 24. PC3 prostat kanseri hiicre hattina 48 saat siireyle Dosetaksel, Kurkumin ve kombine ila¢ uygulamalari

sonucu, kontrole kiyasla belirlenen relatif gen ekspresyon degerleri

Gen Adi Kontrol 35nM 70 nM 50 pm 35 nM Dosetaksel + 70 nM Dosetaksel + P degeri
Dosetaksel Dosetaksel Kurkumin 50 pm Kurkumin 50 pm Kurkumin
ANJIYOGENEZ GENLERIi
PHD1 1,04 + 0,21 0,52+ 0.01 d 1,09+£001 > 263+007 1 1,41 0,02 0 0,94 + 0,09 - <0,0001
HIF-a 1,02£0,16 044+0,04 1 099+0,17 > 058+010 I 0,24 + 0,07 J 0,32+ 0,03 J 0,001
HIF-B 1,03£0,18 0,90+0,08 & 0,88+0,00 I 1,19+0,19 > 1,04£0,03 > 1,41 +0,07 1 0,093
CBP 1,00 + 0,03 035+0,03 4 307+1,62 41 176+049 > 2,87+ 0,44 > 2,84+ 0,59 > 0,12
P300 1,39+ 0,73 0,79+0,10 > 294+002 41 142+019 > 0,94 + 0,24 > 0,93 +0,27 > 0,009
1L-6 1,03+ 0,19 222+042 > 591,15 4 073008 > 0,63 + 0,02 > 1,35+ 0,45 - <0,0001
VEGF 1,01 £0,11 0,70£0,05 ¢ 1,31£037 1 059+008 0,74 + 0,03 N 0,52+ 0,03 N 0,049
VEGFR 1,00 + 0,06 1,LI1+£0,10 = 247+048 1 0,72+0,03 NA 0,55+ 0,01 J 0,18 + 0,02 4 <0,0001
FGFR 1,00 + 0,79 1,I0£0,12 > 291+032 4 324+006 1 3,84+0,18 ) 1,50+ 0,14 - <0,0001
IGFR 1,01+ 0,11 0,29+0,00 & 061014 L 1,05+£009 - 2,09+ 0,31 0 0,71 + 0,06 J  <0,0001
SRC 1,30 + 0,63 1,LIL£0,05 > 434+071 1 468+051 4 0,94 + 0,25 > 1,33+ 0,20 - <0,0001
INOS 2,87 £2,32 1082+6,61 1 060+033 L 1,14£025 - 2,39+ 1,81 > 1,49+ 0,14 > 0,22
FAK 1,00 £ 0,01 033+0,02 1 050+0,13 & 069+010 & 0,49 + 0,13 J 0,31+ 0,06 N 0,002
SMAD3 1,00 + 0,08 1,20+£0,02 1 1,34+023 4  057+005 ¢ 0,68 + 0,07 N2 0,77 + 0,06 N2 0,001
COX-2 1,01 +0,12 3,24+ 0,01 T~ 2,74+£026 1 0,14+£0,00 L 0,12 +0,00 N2 0,08 +0,00 J  <0,0001
PAI-1 1,02+ 0,14 5,80 +0,28 ™ 1624+£276 1 094+£0,09 > 1,75+ 0,12 > 1,32+0,13 - <0,0001
MMP3 1,00 + 0,05 0,67+0,03 > 121+£025 > 127021 = 1,32+0,16 > 1,02+ 0,34 > 0,322
PI3K 1,02+0,15 0,56+0,00 & 1,17+0,21 1 201x0,16 4 1,67+0,17 0 1,05 + 0,09 1 <0,0001
AKT 1,00 + 0,08 041+0,01 & 067+0,10 I 060+0,04 & 0,54 + 0,07 N2 0,35+0,03 J  <0,0001
MAPK3 1,00 + 0,06 0,59 + 0,01 J  1,36+020 1 1,18+£0,08 1 0,98 + 0,07 > 0,33 + 0,04 J  <0,0001
MTOR 1,00 + 0,07 0,46 + 0,01 v L16£021 41 1L,11£0,10 > 0,71 + 0,08 4 0,76 + 0,05 N 0,006
APOPTOZ GENLERI
P53 1,12+ 0,37 0,15£0,02 ¢ 084+038 L 1,04£022 - 0,47 + 0,08 N) 0,38+ 0,14 N2 0,092
BCL-2 1,01+ 0,11 1,58+ 0,11 1~ 1,21£026 >  082+0,11 L 1,19+ 0,27 > 1,06 + 0,32 > 0,303
Cyt-C 1,03 + 0,20 1,39+£0,00 - 332+040 1 662+0,17 4 2,44+0,19 0 3,22+0,28 1 <0,0001
Kaspaz 3 1,00 + 0,08 0,90+£0,00 - 122+024 4 2234020 4 1,18+ 0,30 T 1,67 +0,04 1t 0,002
BAX 1,07 £ 0,27 1,06+ 0,11 > 1,22+043 > 093+0,11 > 1,05£0,17 > 0,87+ 0,19 > 0,931
TNF-a 1,01 0,10 1,46+0,13 >  426+126 1 152+023 > 2,62+ 0,32 1 2,75+ 0,32 1 0,015
Kaspaz 8 1,01+ 0,11 0,66+0,03 4 124+023 4 200£020 1 0,93 + 0,05 > 1,13+0,10 > 0,001
PUMA 1,03+0,18 025+0,05 4 032£020 4 038+009 | 0,50+ 0,18 N2 0,46 + 0,17 NE 0,052
NOXA 1,00 + 0,09 0,44 + 0,01 J  057+050 > 015+007 0,77 + 0,46 > 1,50+ 0,11 1 0,074
ISI SOK PROTEINLERI
HSP70 1,29+ 0,61 0,06 + 0,01 4028+0,19 L 026004 | 0,11+ 0,04 NA 0,34+0,19 N2 0,074
HSP90 1,08 + 0,30 029+0,17 4 057+036 > 165+013 1 1,20 + 0,26 > 0,81 +0,24 > 0,035

PC3 HUCRE SERISi iSTATISTIKSEL OLARAK /M ARTAN J, AZALAN ->STABIL (ISTATISTIK OLARAK FARK YOK)
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Yapilan ¢alismada PC3 hiicre hatlarinda 35 nM Dosetaksel uygulamasinin apoptoz ve
Is1 sok ailesi gen ekspresyonlari iizerinde yalniz Bcl-2 ekspresyonunda bir artig olusturdugu,
Kaspaz 8 ve Puma ve Noxa gen ekspresyonlarini ise istatistiksel olarak anlamli seviyede
azalttig1 goriildi. Tiim uygulama gruplarinda 6zellikle Cyt-C, Kaspaz 3 gen ekspresyonlarinin
kontrole kiyasla anlamli bir seviyede arttig1, apoptoz mekanizmasinin son tirlinlerindeki bu
artisin hiicrelerde tek basina Kurkumin uygulama grubunda ve Kurkumin ile kombine edilerek
uygulanan her iki Dosetaksel uygulamasinda giiclii bir apoptoz sinyali olusturdugu
gozlemlendi. Calismada yapilan 1s1 haritasi analizinde belirgin bir x aksisi farkliligi olustu.
Ozellikle kombine uygulamalar ve tek basma Kurkumin uygulanan gruplar belirgin olarak
kendi iclerinde kluster olustururken, Dosetaksel uygulama gruplari belirgin olarak kendi
klusterina dahil oldu ve bu iki ana grup da yapilan hiyerarsik siniflandirmada birbirinden net
olarak ayrildi.

Calismada DU 145 hiicre hatt1 yapilan ilag uygulamalarinda, PC3 hiicre hattindan daha
farkli bir yanit olusturdu. DU 145 hiicre hatlarinda 48 saat siireyle uygulanan 35 nM Dosetaksel,
CBP (0,19 kat) ve P300 (0,42 kat) gen ekspresyon seviyelerini istatistiksel olarak anlamli
seviyede diigiirdii. Ayn1 doz uygulamasinda IL-6, IGFR, FAK ve MTOR gen ekspresyonlari
kontrolle ayn1 grupta yer aldi, bunun haricinde ¢alisilan anjiyogenez, hipoksi ve ekstraselliiler
matriks proteinlerinin sentezinden sorumlu gen ekspresyonlarinin tiimii kontrole kiyasla
istatistiksel olarak anlamli seviyede artt1 (Sekil 87 ve Tablo 25). Benzer durum tek basina
Kurkumin uygulamasinda gozlemlendi, ancak 70 nM Dosetaksel ve Dosetaksel + Kurkumin
uygulamalarinda diger uygulamalardan farkli olarak 6zellikle hipoksi faktdr genleri ve hipoksi
ile tetiklenen hiicre arasi matriks gen ekspresyonlarinda istatistik diizeyde anlamli bir degisim
gostermedi. Bununla birlikte PI3K/AKT/MTOR yolag: ile birlikte 6zellikle endotel hiicre
anjiyogenezinden sorumlu PAI-1 ve MMP3 tiim uygulama gruplarinda istatistiksel diizeyde
anlamli seviyede ifade oldu. DU 145 hiicre hatlarinda PC3 hiicrelerinden farkli olarak gii¢lii bir
mitokondriyal apoptoz sinyali belirlendi. 70 nM Dosetaksel uygulamasi hari¢ tiim uygulama
gruplarinda P53 overekspresyonu tespit edildi, bununla birlikte diisen Bcl-2 gen ekspresyonu,
tiim uygulama gruplarinda istatistiksel olarak anlaml1 seviyede artig gdsteren Cyt-C ve Kaspaz
3 gen ekspresyonlari, DU 145 hiicre serisinde giiclii bir apoptoz sinyali oldugunu gdsterdi.
Bununla birlikte yapilan analizde 6zellikle digsal apoptoz yolaginin kullanilan ilaglar, dozlar ve
48 saatlik uygulama siiresinde aktif olmadig gézlemlendi. Yapilan 1s1 haritast analizinde
Kurkumin ve 35 nM Dosetaksel uygulamasi, kendi iclerinde ayr1 bir hiyerarsik yerlesim

gosterdi ve diger tiim uygulama gruplarindan net bir sekilde ayrildi (Sekil 87).
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Sekil 87. DU 145 prostat kanseri hiicre hattina 48 saat siireyle Dosetaksel, Kurkumin ve

kombine ila¢ uygulamalar1 sonucu, kontrole kiyasla belirlenen relatif gen

ekspresyon degerleri kullanilarak olusturulan ekspresyon skorlarina ait bashca

bilesen analizi, hiyerarsik siniflandirma analizi ve sicaklik haritasi. Gruplar D:
35 nM Dosetaksel, DD:70 nM Dosetaksel, C: 50 pM Kurkumin, CD:35 nM
Dosetaksel + 50 pM Kurkumin, CDD: 70 nM Dosetaksel + 50 pM Kurkumin



Tablo 25. Du-145 prostat kanseri hiicre hattina 48 saat siireyle Dosetaksel, Kurkumin ve kombine ila¢ uygulamalari

sonucu, kontrole kiyasla belirlenen relatif gen ekspresyon degerleri

Gen Adi Kontrol 35nM 70 nM 50 pm 35 nM Dosetaksel + 70 nM Dosetaksel + P degeri
Dosetaksel Dosetaksel Kurkumin 50 pm Kurkumin 50 pm Kurkumin
ANJIYOGENEZ GENLERI
PHD1 1,05+ 0,23 1,85£025 4 063£002 > 085+028 - 0,41+0,13 > 0,93 + 0,06 > 0,004
HIF-a 1,00 + 0,07 2,15£0,05 4 1,140,115 > 097+026 > 0,72 + 0,07 > 0,77 £0,20 - <0,0001
HIF-p 1,03£0,18 1,49£0,02 1 063005 > 077+038 - 0,57 + 0,09 N2 1,29+ 0,26 > 0,049
CBP 1,04+ 0,21 0,19+£0,08 L 0,16£0,09 I 460050 1 0,42 + 0,07 Np 0,28 £0,09 J  <0,0001
P300 2,40 + 1,83 042+0,13 L 0,16+£003 I 435+1,71 4 0,17 £0,01 N2 0,24 +0,00 N2 0,065
IL-6 1,21+0,51 2,58+047 >  145+036 - 1322+303 4 2,29+ 0,10 > 1,11+0,13 > <0,0001
VEGF 1,04 + 0,22 2,40+£027 4 128+0,07 > 1,060,663 > 0,89 + 0,04 > 1,12+ 0,27 > 0,053
VEGFR 1,01 £0,14 553+£0,60 1 1,74+0,11 > 0,70+ 0,16 > 1,02+ 0,15 > 1,16 £ 0,40 - <0,0001
FGFR 1,00 + 0,09 6,05+1,56 1  408+038 4  475+09 1 3,13+£0,68 0 6,42 £ 1,09 0 0,014
IGFR 1,07+ 0,28 0,724+ 0,02 > 034+0,02 > 419+ 124 4 0,98 +0,14 > 1,17+0,16 > 0,003
SRC 1,00 £ 0,02 2,79+022 4 1,89+040 >  529+0,13 4 1,41 £0,30 > 1,66 £ 0,41 - <0,0001
FAK 1,19+ 0,48 1,41£054 > 135+035 = 105219271 - 1,29+ 0,34 > 2,10+ 0,71 > 0,345
SMAD3 1,03+ 0,19 7,73+£042 A 349+005 4 1,65+016 1 2,31+0,21 1t 2,58+ 0,76 1 <0,0001
COX-2 1,02+ 0,15 3,00£0,13 4 1,53+£0,05 > 1,36+0,09 > 1,28+ 0,21 > 2,66 + 0,67 0 0,002
PAI-1 1,00 £ 0,06 16,96+0,51 1 13,88+3,38 4  424+0,11 4 4,36 £ 0,02 0y 10,95 + 3,79 o) 0,001
MMP3 1,30 + 0,62 323+£0,01 1 222+049 4 1,99+£025 4 3,75+ 0,70 1 3,97+ 0,80 0 0,029
PI3K 1,10 + 0,34 2,19+£0,07 4 1,02£005 > 1,80£001 1 2,75+ 0,27 1 3,17£0,79 0 0,008
AKT 1,17 + 0,44 10,04+046 1  622+0,54 1  412+0,00 1 3,57+ 0,30 1t 727+1,78 1 <0,0001
MAPK3 1,00 £ 0,06 447+0,03 4 244+011 4 223+002 4 1,42+0,18 0y 2,94 + 0,65 1 <0,0001
MTOR 1,13+ 0,38 141£002 > 128007 > 134+002 - 0,93 + 0,08 y 2,11+ 0,60 N 0,179
APOPTOZ GENLERI
P53 1,00 + 0,06 81,06+ 11,14 4 1091+135 > 871,31+2545 4 166,81 + 105,12 1 36,34+ 7,72 1 <0,0001
BCL-2 1,11+ 0,35 0,22+0,00 4  028+0,03 & 0,780,117 I 0,36 £ 0,05 J 0,19 + 0,05 N 0,01
Cyt-C 1,00 + 0,06 13510+ 4,89 1 8322+16,76 1 1112,86+6,83 1 44,16 £ 581 1 169,26 + 33,14 1 <0,0001
Kaspaz 3 1,00 + 0,06 10,02+0,40 4  4,14+024 4 293+040 4 8,36+ 0,71 1t 8,58 £ 0,28 1 <0,0001
BAX 2,05+ 1,47 27,18+637 1 589 +£172 > 4371+13,44 4 3,80+ 2,58 -> 10,39 +3,57 ) 0,003
TNF-a 1,89 +1,29 0,08£0,00 L 007000 4 035005 I 0,05 =+ 0,00 N 0,15+ 0,06 N 0,178
Kaspaz 8 1,06 + 0,25 2,890+0,06 1 1,14£005 > 1,78+017 1 1,08 + 0,03 -> 2,26 +0,37 1 <0,0001
PUMA 1,16 + 0,44 0,48+0,00 L 131£037 > 331+1,60 1 0,55+ 0,20 N2 0,54 + 0,22 N2 0,106
NOXA 1,00 £ 0,03 131£1,03 >  1,07£007 > 052+048 - 0,83 + 0,03 > 1,56+ 1,17 > 0,907
ISI SOK PROTEINLERI
HSP70 1,02 + 0,15 022+0,00 4 0,19£010 4 1,03£029 > 0,07 £ 0,01 N2 0,25+ 0,04 N 0,001
HSP90 1,00 + 0,06 0,05£0,00 4  0,04+003 4 126£026 > 0,08 + 0,01 y 0,07+ 0,03 J  <0,0001

DU 145 HUCRE SERISI iSTATiSTIKSEL OLARAK 1 ARTAN J, AZALAN ->STABIL (ISTATISTIK OLARAK FARK YOK)
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Elisa Analizi

Calisma kapsaminda prostat kanseri PC3 ve DU 145 hiicre hatlarina, 48 saat siireyle 6
farkli dozda madde uygulamasi yapildi ve protein izole edildi. PC3 ve DU 145 hiicre hatlarinda,
VEGF-A ve HIF-lo. ELISA kiti kullamilarak enzime bagli bir immiinosorbent ydntem
yardimiyla VEGF-A ve HIF-1o’nin, kantitatif tespiti yapildi.

Prostat kanseri DU 145 hiicre hattinda VEGF-A protein miktari, 48 saat siireyle tasit
madde uygulanan kontrol grubuna kiyasla, 70 nM Dosetaksel dozunda 0,84 kat azaldig1 ve 35
nM Dosetaksel, 50 uM Kurkumin, 35 nM Dosetaksel + 50 uM Kurkumin ve 70 nM Dosetaksel
+ 50 uM Kurkumin dozlarinda sirasiyla 1,16, 1,08, 1,42 ve 1,46 kat artt1g1 belirlendi (Sekil 88).
HIF-1la protein miktari ise kontrol grubuna kiyasla, 70 nM Dosetaksel + 50 uM kombinasyon
dozunda 0,9 kat azalirken, 35 nM Dosetaksel, 70 nM Dosetaksel, 50 uM Kurkumin, 35 nM
Dosetaksel + 50 uM Kurkumin dozlarinda sirasiyla 1,05, 1,49, 1,16, 1,37 kat artmaktadir (Sekil
89).
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Sekil 88. DU 145 prostat kanseri hiicre hattina ait VEGF-A protein miktarlarinin relatif
kat artis grafigi.
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Sekil 89. DU 145 prostat kanseri hiicre hattina ait HIF-1a protein miktarlarinin relatif

kat artis grafigi

Yapilan ¢aligmada diger prostat kanseri hiicre hatti olan PC3’de ise, kontrol grubuna
kiyasla, 35 ve 70 nM Dosetaksel, 50 uM Kurkumin, 35 nM Dosetaksel + 50 uM Kurkumin ve
70 nM Dosetaksel + 50 uM Kurkumin dozlarinda VEGF-A protein miktarlar sirasiyla, 2,02,
1,94, 1,46, 2,19 ve 1,64 kat artarken (Sekil 90), HIF-1a protein miktarlari sirasiyla 0,95, 0,77,
0,71, 0,71 ve 0,75 kat azalmaktadir (Sekil 91).
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Sekil 90. PC3 prostat kanseri hiicre hattina ait VEGF-A protein miktarlarimin relatif kat
artis grafigi
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Sekil 91. PC3 prostat kanseri hiicre hattina ait HIF-1a protein miktarlarinin relatif kat
artis grafigi
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TARTISMA

Kurkumin, Zencefilgiller (Zingiberaceae) ailesine ait olan olan Zerdecal (Curcuma
Longa) bitkisinin rizomundan (Rhizoma Curcumae) elde edilen hidrofobik, sar1 renkli biyoaktif
bir bilesendir (136). Kurkumin, anti-inflamatuar, antioksidan, anti-diyabetik, anti-koagiilan,
anti-bakteriyel, anti-fungal ve anti-alerjik olan birgok biyolojik aktiviteye sahiptir (140). Diisiik
biyoyararlanima sahip olmasina ragmen, saglikli hiicrelerde toksik etki gdstermemesi, molekiil
agirhiginin diisiik olmasi ve tiimdr hiicrelerinin gelisimini engellemede yiiksek aktiviteye sahip
olmasi sebebiyle, kemoterapotik bilesiklerin gelistirilmesinde ideal bir molekiildiir (11).

Tez kapsaminda, ilk adimda Kurkumin’in insan prostat kanseri hiicre hatlar1 olan PC3
ve DU 145 iizerinde hiicre canliligina olan etkileri MTT testi yontemiyle arastirildi ve bu
kapsamda PC3 ve DU 145 prostat kanseri hiicre hatlar1 tizerinde 24, 48 ve 72 saatlik siireler ile
Kurkumin’in 1,5-50 uM doz araliklarinda degisen 6 farkli konsantrasyonu uygulandi. Yapilan
calisma sonucunda Kurkumin, PC3 hiicre hatti {izerinde zamana bagimli olarak bir 6liim
olusturdu ve en etkili uygulama siiresi 72 saat belirlendi. Bu stiredeki ICso degeri ise 20,73 uM
olarak saptandi (Sekil 32). DU 145 prostat kanseri hiicre hattinda ise PC3’den farkli olarak,
doza bagimli olarak bir 6liim olusturdu. En etkili uygulama siiresinin 48 saat oldugu belirlendi.
ICso degerinin ise 11,03 uM oldugu saptand: (Sekil 45). Insan kolon kanseri hiicre hatt1 olan
HT-29 iizerine Kurkumin uygulamasi yapilan bir ¢caligmada, ICso degerinin 15,98+1,96 uM
oldugu bildirilmektedir (155). Diger bir calismada ise Hela iizerine Kurkumin uygulamasi
yapilmis ve ICsg degerinin 16,52 uM oldugu tespit edilmistir (156). PC3 hiicrelerine 50 uM
Kurkumin dozunun 24 saat siireyle uygulandigi bir ¢aligmada ise, hiicrelerin % 34,8’ inin inhibe

edildigi bildirilmektedir (157). Yapilan bir diger ¢caligmada Kurkumin’in 72 saat siireyle
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uygulandigi A2780, SKOV-3, H1299,DU-145 ve MCF-7 hiicre hatlarinda ICso degerleri
sirastyla 10,5+3,2, 11,1£3,0, 14,7+3,0, 12,4+1,6 ve 12,0+1,2 uM olarak belirlenmistir (158).
Son yillarda yapilan bir ¢alismada HCT 116 insan kolon kanseri hiicrelerine 24 saat siireyle
uygulanan Kurkumin’in ICsg degeri 17,22 uM olarak saptanirken, NIH 3T3 hiicrelerinde ICso
degeri 27,59 uM olarak tespit edilmistir (159).

Calismanin ilk asamasinda MTT testi yontemiyle sadece canli ve 6li hiicre oranlari
tespit edildi. Ikinci asamasinda ise hiicrelerde meydana gelen Sliimiin apoptoz kaynakl1 olup
olmadigin1 anlamak amaciyla TALI gériintii tabanli sitometre analizi yapildi ve yapilan
analizde 48 saat siire ile PC3 ve DU 145 prostat kanseri hiicre hatlarina Kurkumin’in 50 pM
dozu uygulanarak canli, nekrotik ve apoptotik hiicre oranlar1 belirlendi.

PC3 hiicre hattinda 6li hiicre orani, 50 pM’hik Kurkumin dozunda %14,334+4,33,
kontrolde ise 13,66+1,33 olarak gozlemlenirken apoptotik hiicre orani sirasiyla 34+2 ve
2,33+0,33 olarak gozlemlendi (Tablo 22). Apoptotik hiicre oraninin artmasi sebebiyle PC3
hiicre hattinda 6liimiin nekroza bagli olmadigi, apoptotik yolla gergeklestigi diistiniildii. Benzer
sekilde DU 145 hiicre hattinda 6lii hiicreler 50 uM’lik Kurkumin dozunda % 940,57, kontrolde
ise % 20+1,52 olarak belirlendi, apoptotik hiicre orani sirasiyla % 57,66+3,84 ve 0,33+0,33
oldu (Tablo 19). 50 uM’lik Kurkumin dozu uygulanan DU 145 hiicresinde apoptotik hiicre
sayisinin kontrole kiyasla istatistik olarak anlamli seviyede artig sergilemesi, bu uygulamada
6lumiin apoptotik yolla gergeklestigini diislindiirdii.

Calisma kapsaminda, DU 145 ve PC3 hiicre hatlar1 lizerinde kemoterapétik bir ajan
olan Dosetaksel’in hiicre canliliina olan etkisi aragtirildi. Bu kapsamda PC3 ve DU 145 prostat
kanseri hiicre hatlar1 tizerinde 24, 48 ve 72 saatlik siireler ile Dosetaksel’in 3,125-400 nM doz
araliklarinda degisen 8 farkli konsantrasyonu uygulandi. Calismada Dosetaksel, PC3 ve DU
145 hiicre hatt1 lizerinde doza bagimli olarak bir 6liim olusturdu. En etkili uygulama stiresi iki
hiicre hatti i¢in de 72 saat olarak belirlendi. 72 saatlik uygulama sonras1 ICsp degeri, PC3 hiicre
hattinda 11,66 nM, DU 145 hiicre hattinda ise 23,31 nM olarak saptandi (Sekil 38 ve Sekil 53).
Kullandigimiz hiicre hatlarindan farkli olarak A549, HepG2 ve Hela hiicre hatlarina
Dosetaksel uygulamasi sonunda ICso dozlart sirasiyla 3,1, 9,2 ve 16,7 uM olarak tespit
edilmistir (160). Calisma bulgularimiz1 destekler sekilde Dosetaksel’in DU 145 ve PC3 hiicre
hatlarina 72 saat siireyle uygulandigi bir ¢alismada ise 1Csg degerleri sirastyla 30 ve 30,8 nM
olarak belirlenmistir (161). Prostat kanseri hiicre hatlar1 olan C4-2B ve DU 145 iizerine
Dosetaksel uygulamasinin yapildig1 calismada ise 1Cso degerleri sirasiyla 10 nM ve 31 nM
olarak saptanmistir (162).
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Calismada, canli ve Olii oranlart MTT testi ile belirlendikten sonra, meydana gelen
dliimlerin apoptoz aracili olup olmadigini tayin etmek amaciyla TALI analizi yapildi. Canli,
0l ve apoptotik hiicre oranlarini belirlemek amaciyla, belirlenen 35 nM ve 70 nM Dosetaksel
dozlar1 PC3 ve DU 145 hiicre hatlarina 48 saat siireyle uygulandi.

PC3 hiicre hattina 48 saat siireyle uygulanan Dosetaksel’in 35 nM ve 70 nM dozunda
sirastyla %15,33+0,88 ve %20+2,51 PI pozitif nekrotik 6lim gdsteren hiicre belirlendi.
Annexin V pozitif apoptotik hiicre ise sirastyla %17,66+0,88 ve %25+3,51 olarak gozlemlendi
(Tablo 21). Sonuglar g6z oniine alindiginda Dosetaksel’in PC3 hiicre serisinde hem apoptotik
hem de nekrotik yolla 6liim olusturabildigi ve bu sekilde bir etkinlik gdsterebildigi diisiiniildi.
DU 145 hiicre hattinda ise 48 saat siireyle uygulanan Dosetaksel 35 nM ve 70 nM dozunda
strastyla 9%26+4,50 ve %13,66+0,66 oOlii hiicre oran1 verdi. Apoptotik hiicreler ise sirasiyla
%14,33+£10,03 ve %33,66+0,33 oraninda belirlendi ve belirlenen bu oran istatistik olarak
anlamli bulundu (Tablo 18). Dosetaksel’in yiiksek dozunun hiicreyi apoptoza bagli bir sekilde
Olime gotiirdiigii ve bu nedenle apoptotik hiicre oranini arttirdig: diistintildii.

Calismada Kurkumin’in Dosetaksel ile kombinasyonunun PC3 ve DU 145 prostat
kanseri hiicre hatlarinda, hiicre canlilig1 iizerine etkisinin belirlenebilmesi i¢in, MTT testi
yapildi. Bu kapsamda 24, 48 ve 72 saatlik siireler ile 50 pM’lik Kurkumin dozu, Dosetaksel’in
3.125-400 nM arasinda degisen 8 farkli konsantrasyondaki dozuyla kombinlenerek uygulandi.
Calismada Dosetaksel dozlarinin 50 uM Kurkumin dozuyla kombinasyonu PC3 hiicre hatti
izerinde zamana bagimli olarak bir 6liim olusturdu. En etkili uygulama siiresi 72 saat olarak

belirlendi (

Tablo 10). DU 145 hiicre hatt1 {izerinde doza bagimli olarak bir 6liim olusturdu. En etkili
uygulama siiresi ise 72 saat olarak belirlendi. 72 saatlik uygulama sonras1 ICso degeri 11,23 nM
olarak saptandi (Sekil 59). Yapilan bir ¢alismada 48 saat siireyle uygulanan Dosetaksel ve
Kurkumin’in DU 145 hiicre hattindaki 1Cso degerleri sirasiyla 19,2 nM ve 32,3 uM olarak
belirlenirken, PC3 hiicre hattinda 46 nM ve 36,1 uM olarak tespit edildi. Calisma bulgularimizi
destekler sekilde PC3 ve DU 145 hiicre hattina 48 saat siireyle 10 nM Dosetaksel ve 20 pM
Kurkumin kombinasyonu uygulanan bir ¢alismada, tek basina Dosetaksel ve Kurkumin
uygulamalariyla karsilagtirildiginda kombinasyon uygulamalarinin hiicre proliferasyonunu
onemli seviyede azalttig1 rapor edilmistir (163).

TALI analizinde 48 saat siireyle, 35 nM ve 70 nM Dosetaksel dozlar1 50 uM Kurkumin
dozuyla kombinlenerek uygulandi. PC3 hiicre hattina 48 saat siireyle uygulanan 35 nM
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Dosetaksel+50 uM Kurkumin ve 70 nM Dosetaksel+50 uM Kurkumin dozunda 6lii hiicre orani
sirasiyla, % 14,33+2,40 ve % 17,33+1,76 belirlenirken, DU 145 hiicre hattinda % 21,33+6,35
ve %31,33+9,93 olarak belirlendi. Ayni1 uygulamalarda. PC3 hiicre hattinda apoptotik hiicre
orani sirastyla % 42,66+2,40 ve %47+1,0 oldu (Tablo 23), DU 145 hattinda ise % 30+6,24 ve
% 35+10,59 apoptotik hiicre orani belirlendi (Tablo 20). Kurkumin’in Dosetaksel dozlariyla
kombinasyonunun her iki hiicre hattindaki 6liim oranin1 6nemli seviyede arttirdigi, bu 6liimiin
apoptotik yolla oldugu diisiiniildii.

Kurkumin ve Dosetaksel kombinasyonlarinin antitimor ve antiproliferatif etkileri son
yillarda tizerinde ¢okca caligilan konulardan birisidir. Metastatik meme kanserli goniilliiler
lizerinde yapilan faz 1 galismasinda 100 mg / m? dozunda 1 saat intra vendz olarak uygulanan
Dosetaksel 500-8000 mg doz araliginda Kurkumin ile kombine edilmis ve ¢alisma sonucunda,
Dosetakselin metastatik tiimdr hiicrelerinde belirlenen en yiiksek etkisi olan % 40-68 oranindan
daha iyi bir sonu¢ alindig1, ancak asil basarinin kemoterapinin sebep oldugu yan etkilerde
istatistik anlamda 6nemli miktarda azalma oldugu belirtilmistir (164). /n-vitro kosullarda insan
anaplastik tiroid karsinoma hiicre hatlar1 olan 8505C, CAL62, ATC ve KTC hiicre serilerinde
1, 2,5, 10, ve 20 nM Dosetaksel ve 1, 5, 10, 25 ve50 uM Kurkumin uygulamalar1 ile kombine
ilag uygulamalar1 sonucu, tim hiicre serilerinde hiicre proliferasyonunun kontrole kiyasla
anlamli seviyede azaldig belirtilmis (165), yine ¢alisma sonuglarimizi destekler nitelikte insan
akciger kanser hiicre hattt A549 hiicrelerinde, 0.5-32 nM Dosetaksel ve 0.5-32 uM Kurkumin
uygulamalarinin tek basina Dosetaksel uygulamasma kiyasla hiicre canliligini istatistiksel
olarak anlamli seviyede azalttigi belirlenmistir (166). Yapilan ¢aligmalarda hiicre hatlari,
calismamizda kullandigimiz hiicrelerden farkli olmasina karsin, tiim hiicre serileri ve insan
calismalarinda Dosetaksel, Kurkumin kombinasyonunun birbirine ¢ok yakin sonuglar igermesi
ve antitimor kapasitesinin, Dosetakselin tek basina uygulamasina kiyasla anlamli seviyede
artmasinin ¢alisma bulgularimizi destekledigi diistiniildii. Sonug olarak 35 ve 70 nM Dosetaksel
dozlar ile kombine edilen 50 pM Kurkuminin, her iki prostat kanser hiicre serisi olan Du 145
ve PC3 hiicrelerinde giiclii bir antiproliferatif etkiye sahip oldugu belirlendi.

Caligmada 6zellikle Dosetaksel ve Kurkuminin kombine uygulandigi gruplarda, kontrol
ve Dosetakselin tek basina uygulandigi gruplara kiyasla giiclii bir mitokondriyal apoptozis
sinyali olustugu belirlendi. Bu etkinin 6zellikle diisen Bcl-2/Bax orani, yiiksek diizeyde
belirlenen Cyt-C mRNA seviyesi ve Kaspaz 3 aktivasyonu ile olustugu goriildii. Digsal apoptoz
yolak genlerinin ise uygulanan ilag siireleri ve dozlarda 6nemli diizeyde bir artis olusturmadigi

goriildi. Mitokondriyal apoptoz yolagi igsel yolak olarak da bilinir. Kanser hiicrelerinde
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programlanmis bir hiicre 6limii olusturan bu yolakta, en 6nemli protein mitokondriyal
membran yapisinin gegirgenliginden sorumlu Bcl gen ailesidir (167). Bcl biiyiik bir gen
tarafindan kodlanir ve bas kismi Bcl-2 proteinin kodlanmasindan sorumludur bu protein
apoptoz inhibitdr olarak gorev yapar. Bu protein kanser hiicrelerinde 6zellikle letal olmayan
ancak tamir edilemeyen bir DNA hasar1 olustugunda ve hiicreler kontrolsiiz olarak ¢ogalmaya
basladiginda overeksprese olan tiimor siipresor P53 geni ile yakin iligkilidir (168). Kanser
hiicrelerinde p53 aktivitesi i¢sel ve dissal apoptoz yolaklarimin her ikisinin de
tetikleyebilmektedir. Ancak mitokondriyal yolakta apoptoz gereksiniminde Bcl-2 geninin
aktivitesini baskilanir. Bu baskilama sonrasi Bel geninin son kisminda yer alan Bax geninin
ekspresyonu artmaya baslar. Bax proapoptotik bir proteindir ve artan yogunlugu mitokondriyal
membran potansiyelinin ve permeabilitesinin bozulmasina yol acar (167, 169). Bu durum
apoptoz mekanizmasin tetikler ve mitokondri i¢inde bulunan Sitokrom-C bozulan membran
potansiyeli nedeniyle hiicre sitozoliine akmaya baglar (170). Hiicre sitozoliinde miktar1 hizla
artan Sitokrom-C, hiicre sitozoliinde var olan ve apoptoz durumunda ekspresyonu artan APAF-
1 proteini ile birlesir. Bu protein yapiya daha sonra Kaspaz 9 katilir ve apoptozom ad1 verilen
apoptoz yapiciklarini olusturur (171, 172). Bu asamada apoptozomlar Kaspaz 3 proteinini
tetikler ve Kaspaz 3 eckspresyonundaki artis sonucu hiicre Olime gider. Bu sekilde
mitokondriyal apoptoz ¢emberi tamamlanmis olur. Yapilan ¢alismada gerek TALI hiicre
sitometresi analizi, gerekse gen ekspresyon analizi sonuglari Kurkuminin tek basina ve ayni
zamanda Dosetaksel ile birlikte uygulandigi gruplarda mitokondriyal apoptoz yolagi {izerinden
giiclii bir apoptotik etkiye sahip oldugu belirlendi. Calisma bulgularimiz1 destekler sekilde
Kurkumin'in apoptotik rolii HPV pozitif servikal kanser hiicre serileri, HeLa, SiHa ve CaSki'de
arastirtlmis, yapilan kurkumin uygulamalarinin Bax ekspresyonunu yiikselttigini, Sitokrom C
salinimini arttirdigini ve Bel-2 ve Bel-xL'yi asagi yonde diizenledigini gostermistir. Kurkumin
tedavisi ayrica Kaspaz-3 ve 9'u tiim servikal hiicre serilerinde giiclii bir sekilde aktive etmistir
(173). Benzer bir ¢alisma akciger kanser hiicre serileri olan A549 and H1299 hiicre serilerinde
yapilmig ve Kurkumin uygulamasi bu hiicre serilerinde Bcl-2 ve Bcl-xL gen ekspresyonlarini
baskilarken, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 ekspresyonlarmi istatistik olarak anlamli seviyede
arttirmustir (174). Kurkuminin apoptotik etkisi beyin timorleri, 6sefagal kanser, kemik kanseri,
prostat kanserlerinde in vitro ve in vivo deney modellerinde gosterilmistir (175). Literatiir
bilgileri calisma bulgularimizla paralellik gostermektedir.

Prostat kanseri basta olmak iizere kanser tlimorlerinin asil dldiiriicii etkisi anjiyogenez

olusumu ve sonrasinda goriilen metastazdir. Anjiyogenez, tiimor proliferasyonu, genislemesi
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ve metastazinda pro-anjiyojenik hem de anti-anjiyojenik faktorlerin ekspresyon dengesinin
bozulmasi ile ortaya ¢ikar. Denge malignitede bozulur, bu bozulma sonucu en basta hipoksi
ortam ve bu ortamla ilgili HIF ailesi genleri aktif olur, bu aktivasyon genellikle VEGF, VEGF
reseptorleri FLT-1 ve FLK-1, plazminojen aktivator inhibitorii-1 (PAI-1), anjiyopoietinler
(ANG-1 ve -2), platelet dahil olmak iizere bir dizi pro-anjiyojenik faktoriin ekspresyonunu
dogrudan aktive eder (176). Bu aktivasyon sonucu artan TIE-2 reseptorii ve matriks
metalloproteinazlart MMP-2 ve 9 (177), HIF ile indiiklenen tiim proanjiyojenik faktorlerden
VEGF'nin anjiyojenik siire¢te merkezi bir rolii oldugu bilinmektedir (174). Calismamizda 48
saat siireyle, 35 nM ve 70 nM Dosetaksel doz uygulamasi yapilan PC3 hiicre sersinde PHDI,
HIF-1a ve HIF-1B genlerinde diisiik konsantrasyonda istatistik olarak anlamli seviyede bir
diisiis gosterirken, 70 nM uygulamasinda bu gruplardaki ekspresyon seviyeleri kontrolle ayni
seviyede kald1 (Tablo 24). DU 145 hiicre serisinde ise diisiik konsantrasyon Dosetaksel
uygulamalar1 PC3 hiicre hattinin aksine PHD1, HIF-1a ve HIF-1f genlerinde kontrole kiyasla
1,49-2,15 katlik bir artis olusturdu (Tablo 25). 48 saat siireyle, 35 nM ve 70 nM Dosetaksel
dozlart 50 uM Kurkumin uygulamas: PC3 hiicre serisinde PHD1 gen ekspresyon trendini
tersine ¢evirdi ve Kurkuminin yer aldigi tim gruplarda anlamli diizeyde bir gen ekspresyonu
belirlendi. Ayn1 kosullarda Du 145 hiicre serisinde bu genlerin ifadesi kontrole kiyasla anlamli
bir degisim gostermedi. HIF-1 ailesi hipoksi kosullarinda aktif olan protein grubunu
icermektedir. Hipoksi sirasinda HIF-1a stabilize olur ve sitoplazmadan niikleusa translokasyon
yapar, burada HIF-1b ile dimerizlenir ve HIF hedef genlerinin diizenleyici elemanlari i¢inde
yer alan HRE'lere baglanir. Bu baglanma transkripsiyon aktivatorleri p300 ve CBP ile
gerceklestigi bir¢ok in vitro kanser hiicre hatlarinda gosterilmistir. Tiim bu siireg birlikte aktif
oldugunda hipoksi ile indiiklenen faktorlerle ilgili genler aktive oldugu ve basta VEGF, MMP
ailesi, COX-2 ve IL-6 da olmak iizere bir¢ok sitokininin sentezinin ger¢eklestigi yapilan in vitro
caligmalarla ortaya konmustur (174, 178). Bunun yaninda PHD gen ailesinin, irettigi {iriinler
ile oksijen sensorii olarak gorev yaptigi ve dogrudan HIF-la ekspresyonunu etkiledigi
bilinmektedir (179, 180).

Calismamizda PC3 hiicre hattina 48 saat siireyle uygulanan Dosetaksel’in 35 nM
dozunda HIF-1a yolagini tetiklemedigi, 70 nM dozunda ise HIF1 ailesi genlerinde istatistiksel
olarak anlamli seviyede artig olugturmazken basta CBP ve P300 kofaktdrlerinin ekspresyonunu
tetikledigi ayrica ozellikle hipoksi ile indiiklenen elementler olarak belirtilen VEGF, SMAD3
ve COX-2 ekspresyonunda anlamli diizeyde bir artis olusturdugu belirlendi. Ayrica 6zellikle
PI3BK/MTOR aksisinde istatistik diizeyde 6nemli bir artis saptandi. Yine ayni hiicre serisinde
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50 uM Kurkumin uygulamasi HIF-1a yolagi genlerinin tiimiinii Dosetaksel uygulamalarina
kiyasla istatistik olarak anlamli seviyede diislirdii. Bununla birlikte ¢aligmada PC3 hiicre
serilerinde yapilan hiicre gog¢ii denemesinde Dosetaksel uygulamalarinda Kurkumin
kombinasyonlarina kiyasla hiicre gogiiniin daha yiiksek oldugunu belirlendi (Sekil 78). Tiim bu
sonugclar birlikte degerlendirildiginde PC3 hiicre serisinde tek basina 48 saat siireyle uygulanan
Dosetaksel’in 35 nM ve 70 nM dozlarinda anjiyogenez mekanizmasini kontrole kiyasla
nispeten baskilayabildigi, ancak Kurkumin uygulamasinda gerek HIF-1o/HIF-1p/CBP-P300
aksisindeki gen ekspresyonlarinda belirlenen anlamli seviyedeki azalma, gerekse hipoksi ile
indiiklenen FAK, SMAD3, IL6, COX-2 ve MMP2 ekspresyonundaki Dosetaksel uygulamasina
kiyasla asag1 yonde diizenlenen ekspresyon seviyeleri nedeniyle giiglii bir anti-anjiyogenik etki
olustugu diisiiniildii.

Calismada DU 145 hiicre hatlarinda Dosetakselin tek basina 35 nM uygulandigi
gruplarda giiclii bir HIF-1a sinyalizasyonu belirlendi, bu sinyalizasyon HIF-1o/HIF-1p/CBP-
P300 aksisi ile birlikte tiim hipoksi ile indiiklenen element ekspresyonlarina yansidi. Yapilan
hiicre gocii analizinde 6zellikle 35 ve 70 nM tek basina uygulanan Dosetakselin hiicre go¢iinii
Jkombine uygulanan ila¢ gruplarina kiyasla istatistik diizeyde anlamli bir sekilde daha az
onledigi belirlendi (Sekil 85). Bununla birlikte DU 145 hiicre hatlarinda PC3 hiicre hatlarina
kiyasla anjiyogenez yolagi genlerinin ila¢ uygulamasi yapilmasina ragmen kontrole kiyasla
ayni diizeyde kaldigi, 6zellikle COX-2, PAI-1, MMP3 genleri ve PI3K/AKT/ MTOR yolag:
genlerine ait ekspresyon degerlerinin kontrole kiyasla anlamli diizeyde arttig1 belirlendi. Bu
bilgiler 15181nda DU 145 hiicrelerinde tek basina yapilan Dosetaksel uygulamalarinda invazyon
deneyinde belirlenen yiliksek diizeydeki hiicre gogiiniin HIF-la yolag: ile ilgili oldugu
diistiniildii. Bununla birlikte Kurkumin uygulamasi ve Kurkumin+Dosetaksel kombine
gruplarinda goriilen hiicre gdcli inhibisyonunun, istatistiksel diizeyde artan hipoksi ile
indiiklenen elementler olarak bilinen hiicrelerarasi matriks proteinleri COX2, MMP3 bunun
yaninda aktif olan PI3K/AKT/MTOR aksisi sebebiyle HIF-1a yolaginin baskilanmasi ile
olusmadig1, bagka bir mekanizma iizerinden hiicre migrasyonunun baskilanmis olabilecegi bu
konuda yapilacak yeni c¢aligmalarin mekanizmanin aydinlatilmast i¢in gerekli oldugu

diistinildii.
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SONUCLAR

Dosetakselin hiicre canliligi iizerine etkisinin arastirildigi, 3,125-400 nM doz araliklarinda
degisen 8 farkli konsantrasyonunun 24, 48 ve 72 saat siireyle hiicrelere uygulandigt MTT
testi sonucunda, PC3 ve DU 145 hiicre hatlarinda 24 ve 48 saatlik uygulamalarla
kiyaslandiginda, hiicre sayisinin diisiisiinde en etkili olan uygulamanin 72 saatlik siire
sonunda olustugu belirlendi. PC3 ve DU 145 hiicre hatlarinda ICso degerleri sirasiyla 11,66
ve 23,31 nM olarak saptandi. MTT sonuglar1 degerlendirildiginde, ¢alisma icin belirlenen
48 saatlik 35 nM ve 70 nM Dosetaksel uygulamasinin, hiicrelerde meydana getirdigi
oliimiin apoptoz veya nekroz kaynakli olup olmadigini anlamak amaciyla yapilan TALI
analizi sonucunda, 35 nM ve 70 nM dozlarinin PC3 hiicrelerini hem apoptotik hem de
nekrotik yollarla 6liime gotiirdiigli, DU 145 hiicrelerinde ise sadece yliksek Dosetaksel
dozunun apoptotik yolla hiicreleri 6liime gotiirdiigii saptandi.

PC3 hiicre hattina 35 nM ve 70 nM dozlarinda uygulanan Dosetakselin; RT-gPCR gen
ekspresyonu analizi sonuglar1 ile TALI analizi sonuglari birlikte degerlendirildiginde,
Sitokrom C ve Kaspaz 3 gen ifadesini arttirmas: hiicreleri apototoza gotiiriirken, ayni
zamanda 35 nM Dosetaksel uygulamasinda, Bcl-2’yi arttirmasi ve Puma, Noxa genlerinin
gen ekspresyon seviyelerini azaltmasimin hiicreleri nekroza gotiirdiigli diistiniildii. PC3
hiicrelerinde 35 nM Dosetaksel uygulamasi, HIF1 gen ailesine ait genlerde gen ifadesini ve
hipoksi ile indiiklenen pro-anjiyogenik faktorler olan VEGF, IGFR niin de gen ekspresyon
seviyesini azaltmaktadir. 70 nM Dosetaksel uygulamasi ise PC3 hiicrelerinde PI3K/MTOR
sinyalizasyonunu, CBP ve P300 kofaktorlerini de etkileyerek indiiklenen VEGF, IL6,
SMAD3,COX2 gen ifadesini arttirmaktadir. Gen ekspresyonu sonugclari,
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3)

4)

5)

degerlendirildiginde, PC3 hiicre hattinda Dosetaksel dozlarmin kontrole kiyasla
anjiyogenez mekanizmasini nispeten engelledigi diisiiniildii. Invazyon analiz sonuglarinda
ise, PC3 hiicre hattina uygulanan Dosetaksel dozlarinda hiicre gociiniin, Dosetaksel’in
Kurkuminle olan kombinasyon dozlariyla kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu saptandi.
DU 145 hiicre hattina uygulanan 35 nM Dosetaksel dozunun, mitokondriyal apoptoz yolag:
genlerinin ifadesini arttirmasi sebebiyle hiicreleri igsel apoptoz yolagiyla, apoptoza
gotiirdiigii belirlendi. DU 145 hiicre hattina uygulanan 35 nM Dosetaksel dozunda HIF1
gen ailesine ait genlerin gen ekspresyonu seviyelerindeki artigin, hipoksik kosullar
sonucunda gerceklesmeyip PI3K/AKT/MTOR sinyalizasyonundaki artisa bagli oldugu
diisiiniildi. DU 145 hiicre hattinda gerceklesen hiicre gogiiniin; Dosetaksel uygulanan
gruplarda anjiyogenezi tetikleyen, yiiksek seviyede eksprese olan HIF-1a gen ekspresyonu
ile ELISA analizinde artan HIF-1a protein miktar1 sonucunda gergeklestigi diisiiniildii.
Kurkuminin 1,5-50 uM arasinda degisen 6 farkli konsantrasyonunun 24, 48 ve 72 saat
stireyle hiicrelere uygulandigi MTT testi sonucunda, PC-3 hiicre hattinda dozlar arasindaki
en belirgin fark 72 saatlik uygulama sonrasinda olustu. Doza bagimli olarak hiicre sayisinda
diistis goriildii ve 72 saatlik uygulamada 1Cso degeri 20,73 uM olarak saptandi. PC3 hiicre
hattiyla ayn1 konsantrasyon ve siirelerde uygulama yapilan DU 145 hiicre hattinda ise, doz-
zaman iligkisine bagli olarak en yiiksek hiicre 6liimii 48 saatlik uygulamada gerceklesti ve
ICso degeri 11,03 uM olarak belirlendi. MTT’1 verileri bir biitlin olarak degerlendirildiginde
calisma i¢in belirlenen 48 saatlik 50 uM Kurkumin uygulamasinin, hiicreleri 6liime ne
sekilde gotiirdiigiiniin belirlenebilmesi icin TALI analizi yapildi. TALI analizi sonuglarina
gore her iki hiicre hattinda hiicre 6liimiiniiniin apoptotik yolla gerceklestirildigi saptandi.
RT-qPCR c¢alismasi sonucunda, 50 pM Kurkumin uygulamas: yapilan DU 145
hiicrelerinde, azalan Bcl-2 ve artan p53, Sitokrom-C, Kaspaz 3 gen ekspresyonu seviyeleri
ile PC3 hiicrelerinde belirlenen Sitokrom-C, Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 gen ekspresyonu
seviyelerindeki artigin, TALI analizinde her iki hiicre hattinda da saptanan apoptotik
sinyalle iligkili oldugu ve bu artis1 mitokondriyal apoptoz yolagi iizerinden gergeklestirdigi
diigtiniildii.  Anti-anjiyogenik etki olusturdugu disiiniilen tek basina Kurkumin
uygulamasmin PC3 hiicre hattinda Dosetaksel uygulamalarina kiyasla HIF-la yolag:
genleri ile birlikte FAK, SMAD3, IL6, MMP2 genlerinin gen ekspresyon seviyelerini
disiirdiigt, ve bu sekilde anjiyogenezi engelledigi belirlendi.

50 uM Kurkumin dozunun Dosetaksel’in 3,125- 400 nM arasinda degisen 8 farkl

konsantrasyonuyla kombinasyonunun 24, 48 ve 72 saat siireyle hiicreler iizerinde
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6)

7)

olusturdugu etkinin belirlenebilmesi i¢in yapilan MTT testi sonucuna goére, PC3
hiicrelerinde kombinasyon dozlar zamana bagli bir 6liim olustururken, DU 145 hiicrelerinde
doza bagimli 6lim olusturdu. En etkili siire her iki hiicre hatti i¢in de 72 saat olarak
belirlendi. DU 145 hiicre hattina ait Dosetaksel+Kurkumin kombinasyon dozunun ICsg
degeri 11,23 olarak saptandi. Yapilan MTT testi sonuglart degerlendirildiginde, ¢alisma igin
ideal dozlar olarak; 35 nM Dosetaksel+50 pM Kurkumin ve 70 nM Dosetaksel+50 uM
kombinasyon dozlari belirlendi. Kombinasyon dozlarinin 48 saat siireyle uygulandigi PC3
ve DU 145 hiicre hatlarma yapilan TALI analizi sonucunda, her iki hiicre hattinda da hiicre
oliimiiniin apoptotik yolla ger¢eklestigi saptandi.

RT-gPCR sonucunda, 35 nM Dosetaksel+50 uM Kurkumin ve 70 nM Dosetaksel+50 uM
Kurkumin uygulamasi yapilan PC3 ve DU 145 hiicre hatlarinda, artan i¢sel apoptoz yolagi
genleri, gliclii apoptotik sinyal verdi. HIF-1 gen ailesinin ekspresyonunda degisim
goriilmemesi ancak PI3K/AKT/MTOR aksisindeki gen ifadelerinde artis saptanmasi
izerine, hiicre gocliniin HIF-1 gen ailesinin inhibe edilmesiyle olusmadigi baska bir
mekanizma lizerinden gerceklestirildigi diistiniildii

Sonug olarak, Kurkumin PC3 ve DU 145 hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonunu inhibe
ederek ve apoptozisi indiikleyerek, Dosetakselin terapotik etkinligini arttirdi. PC3 hiicre
hattina yapilan tek basina Dosetaksel uygulamasi anjiyogenezi nispeten baskilarken
Kurkuminle olan kombine tedavisinde dnemli seviyede anti-anjiyogenik etki gosterdi. DU
145 hiicre hattinda ise Dosetakselin 35 ve 70 nM dozlarinin 50 pM Kurkumin dozuyla olan
kombinasyonlar1 invazyonu 6nemli seviyede engelledi. Ancak DU 145 hiicre hattinda RT-
gPCR analizi sonucunda, anjiyogenezi tetikleyen HIF-1a yolagi ve PI3K/AKT/MTOR
genlerinin artan gen ekspresyon seviyeleri, hiicre gociiniin bagka bir mekanizma iizerinden
baskilanmis olabilecegini diisiindiirdii. Bu sebeple, mekanizmanin aydinlatilmasi igin
anjiyogenez mekanizmasinda etkili oldugu bilinen Jak/Stat, Notch ve TGF- gibi sinyal

yolaklarinin lizerinde yapilacak olan yeni ¢alismalara, ihtiya¢ duyuldugu diistintildii.
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OZET

Prostat kanseri erkeklerde akciger kanserinden sonra oliimle sonuglanan kanser
vakalarinda ikinci sirada yer almaktadir. Dosetaksel prostat kanserinde kullanilan mikrotiibiil
stabilize edici kemoterapétik bir ajandir. Halen kanserle savasta en etkili yol kemoterapidir.
Dogal bilesiklerle kemoterapi ajanlarinin kombinasyonu, ila¢ etkinligini arttirici ve saglikl
hiicrelerde yan etkileri azaltict potansiyeli sebebiyle dnemli bir secenektir Bu amagcla tezde,
antikanser dogal bir bilesik olan Kurkumin ile Dosetakselin kombine terapide kullanilabilirligi
ve PC3 ve DU 145 hiicre hatlarinda anjiyogenez {izerine olan etkisi arastirildi.

Tez kapsaminda, PC3 ve DU 145 prostat kanseri hiicre hattina uygulanan Dosetaksel
ve Kurkuminin tek basina ve kombinasyon dozlarinin hiicre proliferasyonu {iizerine etkisi ve
bilesiklerin IC50 degerleri MTT testi ile, apoptotik ve nekrotik 6liim Annexin V:PI tali apoptoz
kiti ile Tali Image sitometresi ile, invazyon yara iyilestirme deneyi ile, gen ekspresyonlari
gRT PCR yontemi ile ve protein miktarlart ELISA yontemi kullanilarak belirlendi.
Dosetaksel’in IC50 degeri, PC3 ve DU 145 hiicre hattinda sirasiyla 11,66 ve 23,31 nM olarak
belirlendi. Kurkumin uygulamasinda ise PC3 ve DU 145 hiicre hattinda IC50 degerleri sirasiyla
20,73 ve 11,03 uM olarak saptandi. Dosetaksel+Kurkumin uygulamalarinda PC3 hiicre
hattinda zamana bagl 6liim olusurken, DU 145 hiicre hattinda doza bagimli 6liim olustu. TALI
analizi sonucunda PC3 hiicre hattinda 35 ve 70 nM Dosetaksel dozlarinin hiicreleri hem
apoptotik hemde nekrotik yolla 6liime gotiirdiigli DU 145 hiicre hattinda ise sadece yiiksek
Dosetaksel dozunun hiicreleri apoptotik yolla 6liime gétiirdiigii saptandi. PC3 ve DU 145 hiicre

hattina tek basina ve Dosetaksel ile kombinasyon halinde uygulanan Kurkumin dozlar1
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hiicrelerde apoptotik sinyal verdi. PC3 hiicre hattina uygulanan 35 nM Dosetaksel+50 uM
Kurkumin ve 70 nM Dosetaksel+50 uM Kurkumin kombinasyonlari, VEGF (0.74-0,52
kat), VEGFR (0,55-0,18 kat), FAK (0,49-0,31 kat), SMAD3 (0,68-0,77 kat), COX-2 (0,12-0,08
kat) gen ekspresyonu seviyelerini azaltarak anjiyogenezi engelledi. DU 145 hiicre hattina
uygulanan 35 nM Dosetaksel+50 uM Kurkumin ve 70 nM Dosetaksel+50 pM Kurkumin
kombinasyonlar1 invazyon deneyinde hiicre gociinii engelledi. Ancak PAI-1 (4,36-10,95 kat)
MMP3 (3,75-3,97 kat), PI3K (2,75-3,17 kat), AKT (3,57-7,27 kat) gen ekspresyon seviyeleri
arttt. Bu sebeple Du 145 hiicre serisinde anjiyogenezin baska bir mekanizma {izerinden
engellendigi diistiniildii. Sonug olarak, Dosetaksel Kurkumin kombine terapisinin prostat
kanseri hiicre hatlarinda anjiyogenezi engellemekte etkili oldugu ve prostat kanserinde
Kurkuminin aday bir molekiil olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bu sonucu desteklemek i¢in

in-vivo yapilacak olan daha ileri ¢alismalara gerek duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Dosetaksel, kurkumin, DU 145, PC3, kanser, anjiyogenez
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THE EFFECT OF DOCETAXEL AND CURCUMIN ON PC3 AND
DU 145 PROSTATE CANCER CELL LINE ANGIOGENESIS

SUMMARY

Prostate cancer is the second most common cause of cancer death behind lung cancer in
male. Docetaxel is a microtubule stabilizing chemotherapeutic agent, is mostly used in prostate
cancer. Chemotherapy is still the most effective way of fighting with cancer. Because of its
potential to increase drug efficacy and reduce side effects in healthy cells, the combination of
natural compounds and chemotherapy agents is an important choice. For this purpose in this
thesis, properties of combination therapy of Curcumin and Docetaxel and the effect on
angiogenesis in PC3 and DU 145 cell lines were investigated.

The effect on cell proliferation and 1C50 value of, both individually and combination
treatment of Docetaxel and Curcumin were determined by MTT assay, apoptosis and necrosis
were investigated by TALI image cytometer with Annexin V:PI staining, invasion assay were
performed with wound healing assay, gen and protein expressions were detected gRt-PCR and
ELISA assay in PC3 and DU145 cells. The 1C50 values of Docetaxel were 11.66 and 23.31 nM
in PC3 and DU 145 cell lines, respectively. And also the IC50 value of Curcumin were 20.73
uM and 11.03 uM in PC3 and DU 145 cell lines, respectively. In combination treatment, while
time depended death was determined in PC3 cells, the dose dependent death occured in DU 145
cell line. The result of TALI analysis showed that 35 and 70 nM doses of Docetaxel in the PC3
cell line resulted in both apoptotic and necrotic deaths, whereas in DU 145 cell line only high

doses of docetaxel caused cell death via apoptotic pathway.
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Both individual and combination application with curcumin significantly induced apoptotic
signals in PC3 and DU 145 cell lines. The combination of 35 nM Docetaxel+50 uM Curcumin
and 70 nM Docetaxel+50 uM Curcumin applications inhibited angiogenesis by decreasing
VEGF (0.74-0.52-fold), VEGFR (0.55-0.18-fold), FAK(0.49-0.31-fold), SMAD3 (0.68-0.77-
fold), COX-2 (0.12-0.08-fold) gene expression levels. In the wound healing assay 35 nM
Docetaxel+50 uM Curcumin and 70 nM Docetaxel+50 uM Curcumin combinations inhibited
cell migration. But gene expression levels of angiogenesis members PAI-1 (4.36-10.95 fold),
MMP3 (3.75- 3.97-fold), PI3K (2.75-3.17-fold), ACT (3.57-7.27-fold) significantly incerased.
For this reason, it may be thought that, the angiogenesis inhibited by another signalling
mechanisms in DU 145 cell lines. In conclusion, it is thought that Docetaxel and Curcumin
combination is effective agent in inhibiting angiogenesis of prostate cancer cell lines, and
Curcumin may be a candidate molecule for combination chemotherapy regimes. However,

further in-vivo studies are needed to support our results.

Key words: Docetaxel, curcumin, DU 145, PC3, cancer, angiogenesis
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Kimyasal Sarf ve Diger Malzemeler

Malzeme Ad1
DMEM

EMEM

HAM’S F-12
%0.25 Tripsin-Edta
L-Glutamin
Penicillin Streptomycin
Fetal Bovine Serum
Etanol

Dimetil Siilfoksit
Dimetil Siilfoksit

Dnase/Rnase Icermeyen Su

25 cm?’lik Hiicre Kiiltiir Kabi1

75 cm?’lik Hiicre Kiiltiir Kabi

96 Kuyucuklu Hiicre Kiiltiir Kab1
6 kuyucuklu Hiicre Kiiltiir Kab1
96 Kuyucuklu Reaksiyon Plakasi

Kryojenik Vial

5 mI’lik Serolojik Pipet
10 m1’lik Serolojik Pipet
Curcumin

Dosetaksel

Hiicre Proliferasyon Olgiim Kiti (MTT)

PCR Strip Tiipleri (0.2 ml)
cDNA Reverse Transcription Kit

EKLER

Marka

Multicell (319-020-Cl)

Multicell (320-02g-Cl)

Multicell (318-010-Cl)

Gibco

Gibco

Gibco

Gibco

Merck (603-002-00-15)

Merck (67-68-5)

Santa Cruz Biotechnology, ABD
Invitrogen By Life Technologies,
ABD

Nest, Cin

Nest, Cin

Ultra Cruz, ABD
Ultra Cruz, ABD
Applied Biosystems
Technologies, ABD
Nest, Cin

Nest, Cin

Nest, Cin

By Life

Santa Cruz Biotechnology, ABD
Kocgak Farma, Tirkiye

Biomatik (A-3338-56)

Axygen Biotechnology, ABD
Applied Biosystems By Life
Technologies, ABD



RNA Izolasyon Kiti

Cyber Green Master Mix

15 mI’lik Falkon Tiipler

50 mI’lik Falkon Tiipler

1.5 ve 2 mI’lik Tiipler

PBS

Tali® Apoptosis Kit—Annexin

V AlexaFluor® 488 and Propidium lodide

Human HIF-1a (Hypoxia Inducible Factor 1
Alpha) ELISA Kit

Human VEGF-A Platinum ELISA Kit

Ambion By Life Technologies,
ABD

Applied Biosystems By Life
Technologies, ABD

Nest, Cin

Nest, Cin

Eppendrof, Almanya

Life Technologies, ABD

Life Technologies, ABD

Elabscience, Cin

Affymetrix eBioscience, Avusturya





