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AMPK
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ATP
AR
Atg
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cDNA
DMEM
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ECM
EGF
EDTA
EMT
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FBS
FGF

SIMGE VE KISALTMALAR

. Protein kinase B veya PKB

: AMP-activated protein kinase

: American Type Culture Collection

: Adenozin Tri Phosphat

: Androjen Reseptoru

: Autophagy-related gene

: BCL2 antagonist/killer

: BCL2 associated X

: B cell ymphoma 2

: BH3 interacting domain death agonist
: Bone Morphogenic Protein

: Complementary DNA

: Dulbecco’s modification of eagle’s medium
: Dimetil Sulfoksit

: Deoksiribonukleik Asit

. Extracellular Matrix

. Epidermal Growth Factor

. Etilendiamin Tetraasetikasit

. Epithelial Mesenchymal Transition

: Endoplazmik Retikulum

. Extracellular signal-regulated kinase
. Fetal Bovin Serum

. Fibroblast Growth Factor



FOXO : Forkhead family of transcription factors

GAPDH : Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
IC50 - inhibition Concentiration 50

IGF > Insulin like Growth Factor

IL . Interldkin

JNK : ¢c-Jun N-terminal kinases

LNCaP : Lymph Node Prostatic Cancer

PIP3 : Phosphatidylinositol (3,4,5) trisphosphates
PKC : Protein kinase C

PLC : Phospholipase C

MAPK : Mitogen Active Protein Kinaz

MMP : Matriks Metallo Proteinase

MRNA : Messanger Ribonucleic Acid

mTOR : Mechanistic Target of Rapamycin

MTT : 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
NF-xB : Nuclear Factor-x

PBS : Phosphate Buffered Saline

PC-3 : Prostate Cancer Cell

PCa : Prostate Cancer

PCR : Polymerase Chain Reaction

Pl : Phosphoinositide

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase

PI3P : Phosphoinositide -3-Phosphate

PIP : Phosphoinositide 4 Phosphate

PSA . Prostate Specific Antigen

PTEN : Phosphatase and tensin homolog

RB . Retinoblastoma protein

RNA : Ribonucleic Acid

RNaz . Ribonuclease

RT-gPCR : Revrese transcriptase quantitative real time polymerase chain reaction

TGF-B : Transforming Growth Factor-Beta
RTK . Receptor tyrosine kinases
TNFR : Tumor Necrosis Factor Receptor

TNF-a : Tumor Necrosis Factor-alpha



ULK : UNC-51-like kinase
Wnt :Wingless



GIRIS VE AMAG

Kanser, dinya genelinde insanlarda 6lim nedenleri arasinda 6n siralarda yer
alan 6nemli bir halk sagligi sorunudur. GLOBOCAN verilerine gore (2012) yilda 14
milyon yeni kanser teghisi konulmakta ve bu hastaliga bagli 8 milyon insan hayatini
kaybetmektedir (1). Yapilan tahminlere gore kanser vakalari 2030 yilinda en az % 70
oraninda artmis olacaktir. Prostat kanseri ise erkeklerde kanserle iligkili mortalitenin
en sik ikinci sebebidir (2). Glinumuizde tedavi ydntemleri arasinda androjen ablasyon
terapisi, girisimsel cerrahi mudahale, radyoterapi, immunoterapi ve kemoterapi
bulunmaktadir (3). Kastrasyon direngli prostat kanseri i¢in gelismis bir tedavi
secenegi henlz yoktur. Prostat kanseri hastalarinin ¢ogu timér metastazindan
yasamini yitirmektedir. Bu nedenle, tedavi i¢in yeni yaklasimlara ihtiyag vardir.

Prostat kanseri tedavisinde paklitaksel/dozetaksel, sisplatin ve doksorubisin
gibi kemoterapdtik ilaglar oligometastatik kemik kanserinin tedavisi igin dnemli bir
stratejidir (4). DNA topoizomeraz 2 enziminin aktivasyonunu bloke ederek DNA
sentezini ve hlicre déngusunu durdurarak hicre bélinmesini engelleyen ve apoptozu
uyaran doksorubisin hidroklorlr prostat kanseri tedavisinde en etkili ajanlardan biridir
(5). Ancak tedaviden sonra ciddi yan etkiler ve metastaz gelisimi kullanimini
kisittamaktadir. Bu gibi sorunlarin agilabilmesi i¢cin dogal bilegikler ile kombine tedavi
stratejileri glinumuzde arastirma alanlarini olusturmaktadir. Biyoaktif dogal
bilesiklerin kemoterapoétik ajanlar ile kombinasyonu sinerjik veya aditif etki

sergileyebilir ve onlarin biyoyararlanimini énemli 6l¢ctde arttirabilir (6, 7).



Hint lotusu bitkisinin tohumunda bulunan alkaloit yapidaki neferin, anti-
inflamatuvar, anti-oksidan ve anti-kanser aktivite gosterir (8, 9). Neferin bazi kanser
cesitlerinde hucre proliferasyonu ve dongusunun inhibe ettigi, apoptozu uyardigi ve
migrasyonu baskiladigi rapor edilmigtir (10-12). Ancak prostat kanseri tedavisindeki
etkinligi bilinmemektedir. Bu yuksek lisans tezinde androjen-direngli prostat kanseri
hicrelerine neferin tedavi etkinligi ve doksorubisin ile kombine kullanilabilme
potansiyeli arastirildi. Tek ve doksorubisin ile kombine uygulamanin hucre
proliferasyonu, migrasyonuna etkisi ve molekuler mekanizmalari arastirildi. Elde
edilen verilere gore kombinasyon terapi, doksorubisinin tedavi etkinligini artirabilecek
potansiyeldedir, ancak ileri arastirmalar ile sonuglarin desteklenmesi gerektigi

dusunulmektedir.



GENEL BILGILER

Prostat bezi erkeklerde abdomenin ventralinde bulunan, mesanenin altinda
seminal vezikll ve bulbouretral bez ile komsu, duktus deferense agilan, testisten
salinan androjenler tarafindan uyarilan, semenin olusumundan sorumlu bir ekzokrin
bezdir (Sekil 1B). Hipotalamus-hipofiz-testis uyari aksi (GnRH-FSH/LH-testosteron)
tarafindan uyarilan bu bez ekzokrin salgisini gergeklesir (Sekil 1A). i¢ yiizeyi yalanci
cok tabakali epitel doku ile ortlli olup, bezleri zengin fibromuskiler stroma ile
cevreler ve disaridan saglam bir bag dokudan olusan diz kas lifleri bakimindan
zengin fibroelastik bir kapsulle sarilidir (13). Disaridan 6n yuzu facies anterior, arka
yuzU facies posterior, sag ve sol yan yuzeylerinde ise facies inferolateralis bulunan
prostat bezi, androjenlerden aldigi sinyaller araciligiyla ejekulat olusturmasinin
yaninda, yas ile baglantii olarak ve/veya sinyallerde meydana gelebilecek
degisikliklerden dolayr buyume (hipertrofi veya hiperplazi) ve kanserlesme
gOsterebilmektedir(14) .

Ergenlik 6ncesine kadar testosteron etkisinde buylyen bez, ergenlik ¢caginda
belirli bir buyuklige ulasir ve buyumesi durur. Genellikle 50 yasindan sonra
fibroadenoma gorilebilen bez, benign olarak buylimeye devam edebilir (hipertrofi).
Prenatal donemde plasentadan salinan insan koryonik gonadotropin hormonu ile
postnatal donemde testosteron ile buylyup gelisen bezin 50 yas sonrasinda
testosteron etkisiyle blyudugu dustntlmemektedir (13). Prostat bezi prostat sivisini

uretir ve ejekllasyon sirasinda firlatma glcinu saglamak Uzere bunu biriktirir. Tubuli



alveolar yapida bir bez olan bu bez hacim bakimindan ejakulatin en buyuk kismini
olusturur. igcinde spermin olarak isimlendirilen kendine 6zgi keskin bir kokusu olan
maddeyi barindirir (13). Prostatin yapisi ve iglevi testosteron duzeyleriyle iligkilidir. 50
yasindan sonra benign olarak en ¢ok L. medius’u blyur ve sertlesir. Bundan dolayi
icinden gecgen Uretranin pars prostatica’sini sikigtirir, idrar yapmakta guglik cektirir

ve bu durum cerrahi yontemlerle giderilebilir (13).

Hipotalamus «— Bobrek

GnRH

Hipofiz

Ureter 7

——> FSH/LH

Testis —,l,—) Prostat

Androjenler

Uretra

Sekil 1. Hipotalamus-hipofiz-testis aksi ve prostat bezinin konumu

Prostat bezi histolojik olarak periferik, merkezi ve gecis bolgesi olarak ayrilir,
gegcis bolgesinde benign tipte hipertrofik veya hiperplazik blyumeler sonucu
semptomlar meydana gelebilir. Periferik bolgede ise malign tipte buyime olarak
bilinen adenokarsinomalar meydana gelebilmektedirler. 50 yas Uzeri erkeklerin %
50’sinde 70 yas Uzeri erkeklerin ise % 95’'inde benign prostat hipertrofisi gérulirken
malign prostat tumoru erkeklerde en sik gorulen kanser turtudur (3). Erken evredeki
adenokarsinomanin testosteron etkisiyle maling hale donustigu bilinmektedir. Bu
durumda kastrasyon ve Ostrojen tedavisi ile adenokarsinomanin ileri evreye gegisi
engellenebilir(15) .

Prostat kanseri lenf dugumlerine metastaz yapan erken evre ile beyin ve
kemige metastaz yapan ileri evre olarak ayrilabilmektedir. Lenf nodullerine metastaz
yapan neoplastik hicreler androjene duyarli olduklari i¢in bu evrede kastrasyon ve

Ostrojen tedavisiyle hucrelere gelen androjen uyarilarina bir blokaj yapilabilmekte ve
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kanser gelisiminin ilerleyisi durdurulabilmektedir(15). Ancak beyine ve kemige
metastaz yapan prostat kanser hucrelerinin kastrasyon ve hormon tedavisiyle
ilerleyiginin durdurulmasi mumkun degildir. Teshiste ise bu kanser turinde en iyi

belirte¢ olan prostat spesifik antijeni analizi yapilmaktadir (15, 16).

ANDROJENLER VE OSTROJENLER

Steroid yapidaki androjenler Dbelirli dizeyde erkek ve kadinlarda
bulunmaktadirlar. Lipofilik 6zelliklerinden dolayr hedef hlcrelerin membranindan
kolayca gecebilir ve reseptérine baglanabilirler. Kolesterolden kdken alan
androjenler, kolesteronun pregnenolona ve progesterona dontsmesi Uzerinden
farklilagsarak olusturulur ve aromataz araciligiyla 6strojenleri verirler (15) (Sekil 2A-B).
Androjenler testosteron, dihidrotestosteron ve androstenedion olarak bilinmektedirler.
Fizyolojik kosullarda prostat bezinin gelisiminde ve fonksiyonunda rol alan
androjenler, hicre igerisinde androjen reseptériine (AR) baglanarak gen anlatiminin
kontrolinde sorumludur (17, 18) (Sekil 3A). Prostat kanserinin erken evrelerinde
kanser hucreleri c¢ogalabilmeleri icin androjen sinyaline ihtiyag duyarlar (5).
Ostrojenler ise prostat bezinin buyiylp gelismesi ve farklilasmasinda androjenlerin
oldugu gibi hlcre zarindan gecerek sitozoldeki reseptorune baglanir ve gen
anlatimini diizenlemektedirler. Ostrojenler hiicre igerisinde Ostrojen reseptorlerine
(ER alfa ve ER beta) baglanirlar ve prostat bezinde androjenler gibi énemli rol
ustlenirler (19) (Sekil 3B).

A Kolesterol B  Androstenedion——>Testosteron
v | J
Pregnenolon > Progesteron
Aromataz
v v
17-a hidroksipregnenolon 17-a hidroksiprogesteron { l
v ¥ Ostron Ostradiyol
Dehidroepiandrosteron ————> Androstenedion \ /
il Ostriyol
Testosteron

Sekil 2. Testosteron ve ostrojenin biyosentezi
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A
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p—

Niikleus Ostrojen
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aaat

Ostrojen «———
reseptorii

Prostat hiicresi

Niikleus

Ostrojen Ostrojen Ostrojen | Ostrojen
reseptori reseptori

Sekil 3. Androjen ve Ostrojenlerin prostat epitel hiicrelerindeki rolii

KANSER VE KANSER GELISIMi

Hucreler bulunduklari dokuya goére bolunar, farklilagir, bolinmesini durdurur

veya doku butunligunu saglamak igin olebilirler. Tumor baskilayici genler ve proto-

onkojenler, fizyolojik sartlarda hicresel buyime ve bdlinme igin gereklidir (20).

Ancak, bazi genlerdeki ardisik mutasyonlar timér baskilayici genlerde inaktiflesme,

proto-onkogenlerde aktiflesme ve DNA tamir mekanizmalarindaki bozulmalar sonucu

hiicre dongusi kontrolden gikarak kanser gelisebilmektedir (14, 21). Ornegin genom

koruyucusu olan p53 genindeki bir mutasyon hucre dongusu, hucresel farkhlasma,

DNA onarimi ve apoptoz mekanizmalari bozulur (22). Farkh anjiyojenik, invaziv ve

metastatik 6zelliklere sahip kanser hucreleri heterojen hicre topluluklarini meydana

getirebilmektedirler (23).

Bu hdcrelerin  tumor olusturduktan sonra metastaz

yapabilmeleri icin, tumor hdcrelerinin biyume, invazyon, dolasimda ya da immun

sistemden kagma ve saklanma, ekstravazasyon ve hedef organda yerlesme gibi

zorlu basamaklari gegmesi gerekmektedir (14).

Hlcre dongusu, bolunmeye hazirhk G1, S, G2 (interfaz) ve M (mitoz)

fazlarindan meydana gelmektedir (24). Hicre dongusu, hicrenin bir fazdan digerine

gegisi icin cesitli faktorlerin uygunlugunun kontrol noktalari ile denetlendigi bir

surectir. Hucrenin bir sonraki faza gecisi i¢cin kosullarin uygun olup olmadigini,

icerisinde bulundugu fazin tamamlanip tamamlanmadidi bu noktalarda kontrol edilir.

G1 fazindaki kontrol noktasi hucrenin bolinmeye devam edebilmek icin S fazina

gecip gecmeyecegine karar verdigi nokta olan CDK4 (siklin bagimli kinaz 4) ve siklin



D proteinlerinin olusturdugu kompleks bolinmeye devam sinyalini uyarir (25). CDK
inhibitort p16 ya da p21 proteinleri ise CDK4’d inhibe ederek hucresin S fazina
gegisini engeller ve bdylece hicreler yasam doéngusinin G1 fazinda duraksatiimis
olur (24, 25). Ayrica hlcre bu noktada GO dinlenme fazina gegisi de uyarabilir. G2
fazindaki kontrol noktasinda ise hucrenin mitoza gegis icin uygunlugu kontrol edilir
(26). Eger hucrenin DNA’sI hasarlanmig ise siklin bagimli kinazlari aktiflestiren mitoz
baslatici faktor inhibe edilir ve bdylece hicre déonglisu G2 fazinda duraksar (27).
Benzer sekilde p21 proteini de G1 fazinda oldugu gibi G2 fazinda da p53 Uzerinden
DNA hasari ile uyarilarak siklin/CDK kompleksini inhibe eder ve hicre déngusunu
duraklatir (28). Programli hicre o6lumu olarak da bilinen apoptozun kontrol
mekanizmalarinda bulunan p53 gibi, hicre blyimesi ve ¢ogalmasindan sorumlu
PTEN gibi hiicre membranin da bulunan reseptor tirozin kinazlar, sitokin reseptorleri,
integrinler, hucre yuzey belirtecleri gibi yapilardan sinyal alip ileten PI3K gibi dnemli
sinyal molekullerini kodlayan genlerin anlatimlarinda meydana gelen degisimler
sonucunda hicrelerdeki kontrol mekanizmalari bozulup hucreler kontrolden
cikabilmektedirler (Sekil 5).

wnt, TGF-B, FGF, EGF, BMP sinyal yolaklari embriyonik gelisim sirasinda
hicre proliferasyonu, buyumesi ve farklilasmasinda énemli rol oynar (29, 30). Ancak,
ileri yaslarda bu yolaklarda olasi degisim ve mutasyonlar kanser geligsiminin
temelinde yatan mekanizmalari olusturabilir (31). Onemli sinyal yolaklarinin reseptdr
tirozin kinaz (RTK) aracili veya sitokin reseptdrlerinin uyarilmasi sonucu janus
kinas’lar (JAK) capraz fosforillenerek signal tranducer acivator tanscription’lari,
(STAT) da nukleusa transloke olarak gen anlatimini dizenler (32). Boylece hucresel
farklilasma, hayatta kalma, biylime ve patojenlere karsi direncg diizenlenir. Ornegin
IL-6, B lenfositlerde JAK-STAT yolagini tetikleyerek cogalma ve farkhlasmayi
duzenler (33). RTK aracili uyarilan RAS, RAF aktivasyonu sonucu MAP kinaz
yolagini etkinlestirir. Bu sinyal Myc gibi proliferasyonla ilgili genlerin anlatimina neden
olur (34). Dogrudan reseptorlerde meydana gelen mutasyonlar veya RAS, RAF,
MAPK gibi reseptor tirozin kinazdan aldigi sinyali hucre g¢ekirdegine ileten sinyal
molekullerinde olabilecek mutasyonlar, hucrelerin kontrolsiz ¢ogalmasina neden
olarak kanserlesmeye neden olabilmektedir (35). ERK sinyal yolagi ise tirozin kinaz
reseptorinin uyariimasiyla MEK tarafindan fosforile edilerek transkripsiyon

faktorlerinin aktivasyonuna yol agan bir kinazdir (Sekil 4B) (2, 28).



PISK/AKT/PTEN (36, 37), MAPK (38) ve NF-kB (39) sinyal yolaklari
kemoterapi ilaglarina karsi direng gelismesi, hlicre blyumesi, sagkalimi ve gog¢iunde
onemli rol oynar. Wortmanin ile PI3K/AKT sinyal yolunun inhibisyonu, hucre
proliferasyonunu baskilar ve apoptozu uyarir (40). Tumor baskilayict PTEN geni ise
PISK/AKT sinyal yolunu negatif dizenleyici role sahiptir (41). PTEN'in derin silinme
veya mutasyonla inaktivasyonu, prostat kanseri hastalarinin yaklasik % 30'unda
tanimlanmistir (Sekil 4A) (42).

A | )

AL EibS PDK1

< mTORC1 _

Otofaji

MAP! NEK

Hucre ¢cogalmasi

Sekil 4. Kanser ile iligkili sinyal ileti yollar. A: PIK3/AKT aracili kontrol
mekanizmalan, B: JAK-STAT, MAPK, ERK aracili kontrol
mekanizmalari.



PROSTAT KANSERI

Prostat kanseri, Ozellikle gelismis Ulkelerde yasayan 70 yasin Uzerindeki
erkeklerde ¢ok yaygin gorulen ciddi ve 6lumcil bir saglhk sorunudur (43). Prostat
kanseri, erkeklerde en sik gorulen ikinci kanser gesididir ve toplam erkek kanser
mortalitesinin % 6.6'sini olusturur. 2030 yilina kadar yilda yaklasik 1.7 milyon PCa
vakas! ve buna bagh olarak 499 bin 6lumun gergeklesecedi ongorulmektedir (44).
Prostat kanserinin ilerlemesinin altinda yatan molekiler mekanizmalar henuz tam
olarak ortaya cikarilamamistir, ancak genetik yatkinlik, yaslanma ve batili diyetin
major risk faktorleri oldugu bilinmektedir (45).

Hastaligin erken donemlerinde, ¢ogu hasta prostatektomi, hormonal tedavi,
radyoterapi ve kemoterapi gibi mevcut tedavi stratejilerine yanit vermektedir. Her ne
kadar metastatik prostat kanseri hastasinin ¢cogu baslangigta androjen deprivasyon
tedavisine yanit verse de, hastalarin ¢gogunda androjen reseptérinin (AR) farkli
mutasyonlari ortaya c¢ikarak kastrasyona direngli prostat kanseri (KDPK)
gelismektedir. Ote yandan, KDPK icin terapi segenekleri sinirli kalmaktadir.
Enzalutamid (Xtandi®) prostat kanseri tedavisi icin gelistirilmis bir AR inhibitéradur
(46). Enzalutamid, androjenlerin AR'ye baglanmasini, AR'nin  nikleer
translokasyonunu ve AR-aracili DNA baglanmasini bloke eder. Boylece KDPK’nin
ilerlemesini engeller ve tedavi sonrasi hasta 6mrind plaseboya gore ortalama 4.8 ay
artirir (47). Ancak, androjen deprivasyon tedavisinin sonunda enzalutamid veya diger
anti-androjen ajanlarina karsi direng gelisir (18). Malignitenin agresif ve metastatik
evresi olan androjen-bagdimsiz hastalari tedavi etmek gugctur (48).

Preklinik ¢alismalardan elde edilen verilere gore, timor supresor genlerden
PTEN kaybinin prostat kanserinin KDPK'ye gegcisi ile pozitif bir korelasyon tespit
edilmistir (49). Buna gore PTEN mutasyonun hastalarin sagkalim yuzdesinin
dismesine ve abirateron tedavi agsamasinin kisalmasina neden olmaktadir (50).
Ayrica, p53 tumodr supresor genindeki mutasyonlarin KDPK'ye gegiste AR-disi
degisikliklerde yuksek oranda iligkili bulunmustur (51). PI3K/AKT/mTOR yolu, timor
baskilayici PTEN kaybina bagli olarak ileri prostat kanserinde siklikla aktive olur (52).
Bununla birlikte, PI3K yolunun tek basina inhibe edilmesi, geri besleme doéngulerinin
varligindan ve Ras/Raf/MEK/ERK (53, 54) ve androjen de dahil olmak Uzere diger

yolaklarla capraz etkilesimden dolayl prostat kanserinin tedavisi igin yetersiz
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oldugunu kanitlamigtir. Bu nedenle, PI3BK/AKT/mMTOR ve Ras/MEK/ERK yollarinin
kombine hedeflenmesi, multipl miyelom, melanom ve prostat kanseri dahil olmak

Uzere bir dizi farkl kanserde alternatif bir yaklasim olarak énerilmigtir.

METASTAZ, SEKONDER TUMOR ODAKLARI VE iLiSKiLi HUCRESEL

OLAYLAR

Migrasyon, invazyon, ekstravazasyon ve metastaz kanser gelisimi ve dokulara
yaylliminda onemli rol oynayan hucresel hareketlerdir (28). Kanser hucrelerinin
cogalip yayilabilmeleri icin dncelikle bulundugu dokunun hicre disi matriksini (ECM)
yikimlayip kendine alan agmasi gerekmektedir. Bunun igin kanser hicreleri matriksi
yikimlayici enzimlerin (MMP, matriks-metallo proteinazlar) aktivasyonunu artirirlar.
Boylece hucreler bulunduklari dokudaki bazal membrani ve hicre digi matriksi
parcalayip invazyon ve migrasyon yapabilirler (26). Daha sonra en yakin kan
damarina girerek (ekstravazasyon) dolasim sistemine katilip bulunduklari dokudan

cok farkh ve uzak dokulara sigrayabilirler (metastaz) (Sekil 5) (28).

Primer TUmor '

Migrasyon intravazasyon

BAG DOKU

Metastaz

Sekil 5. invazyon, migrasyon, ekstravazasyon ve metastaz siiregleri
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EPITELYAL MEZENSIMAL GEGIS (EMT) VE KANSERLE iLiSKiSi

Epitelyal mezengimal gecis, epitel kokenli hucrelerin embriyonik kok hucre gibi
davranmasina neden olan baskalasim, bunun sonucunda bu hicrelerin yayilip
metastaz yapmasiyla kanserlesmeye neden olan hucresel olaylardan biridir. Kanser
gelisiminde EMT etkisi oldugu kadar mezensimal epitelyal (MET) gecisinde 6nemi
vardir (55).

Embriyonik kék hicre 06zelligi kazanan hilcreler metastaz yaptiktan sonra
yerlestikleri dokuda epitelyal hucrelere donuserek burada kontrolsuz ¢ogalmaya
devam ederler. Bu transformasyonlar kanserin gelismesinde, nuks etmesinde ve
ilaca karsi direng kazanmada kilit 6nem tasimaktadirlar (56). Gelisim surecinin bir
pargasi olan organizasyon, hucrelerin farklilagsmasi, gé¢ etmesi, cogalmasi, apoptoza
ugramasi gibi temel olaylar ile meydana gelirken; kanserlesmede ise bu temel
olaylarda bozukluklar meydana gelir.

EMT’ye neden olan Snail, Slug, Twist genlerinin anlatimlarinin artmasi epitel
hicresini embriyonik kdok hlicre benzeri yapar. Sonrasinda bazal membrani delip
gecerek go¢ etmeye baglar. Ya bulundugu dokuda mezensimal kok hucreye donusup
metastaz yaparak sigradigl bolgede ¢cogalir ya da mezengimal kok hucre haline gelip

cogalir sonra metastaz yapar ve sigradigi bolgede ¢ogalir (57).

HUCRE OLUMU: APOPTOZ, NEKROZ VE OTOFAJI

Apoptoz, nekroz ve otofaji organizma buatinliganin korunmasi ve
homeostazda dnemli rol oynayan olaylardan bazilaridir. Apoptoz htlicre blylimesinin
kontroliinde rol alan, 6zel bir sinyal sonucu hucrenin programl bir sekilde dlmesini
saglayan bir hicre olum seklidir (58). Apoptoz kromatin yogunlagsmasi, nikleus
parcalanmasi gibi morfolojik degisimlerle ve kaspazlarin aktivasyonu, DNA ve
proteinlerin yikimlanmasi ve hicrenin fagositler tarafindan yutulmasini saglayan zar
yuzey modifikasyonlari gibi kimyasal degisimlerle karakterize, genlerle kontrol edilen
bir mekanizmadir (59).

Apoptoz mekanizmasindaki bozukluklar hicrenin yasam ve olumu arasindaki
dengeyi bozup kanserlesmeye neden olabilmektedir. Apoptoz, olum sinyallerinin
olim reseptorlerine baglanmasiyla gergeklesen dissal ve hicre igi toksisitenin neden

oldugu igsel yolak olmak Uzere baslica iki yolakla tetiklenmektedir. Ayrica apoptoz
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genetik olarak duzenlenmis ve ¢ok hucreli organizmalarin embriyogenez, gelisim ve
doku homeostazi asamalarinda buyuk 6neme sahip olan bir hiicresel bir suregtir.

Mitokondriyal hasar apoptozu aktive eder veya reseptdr aracili apoptotik
yolaklari arttirabilir. Mitokondri kaspaz kofaktorlerin, prokaspaz 2-3 ve 9, sitokrom ¢
ve endonukleaz G (Endo G) ve AlF (apoptoz indukleyici faktor) salinimi, apoptozom
olusumu ve apoptoz igin hucrenin garantiienmesi ile sonuglanan igsel apoptoz
yolaginin kontrol noktasidir (60). Genel olarak apoptozun dizenlenmesinde
kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi molekuller, p53, kaspazlar, sitokrom c gibi
proteinler ve mitokondriler rol oynar (61).

Nekroz, fiziksel veya kimyasal stres sonucunda hulcrelerin parcalanarak,
eriyerek Olmesidir. Bu 06lim esnasinda olen hucrelerin etraflarindaki saglikli
hlcrelerinde hasar gormesi sonucunda doku kaybi meydana gelebilmektedir. Bu
Olum sekli hacrelerin bulundugu dokuda bir iltihaplanmaya veya inflamasyona neden
olabilmekle beraber hucrelerin bulundugu dokuda agir tahribat meydana getirebilir
(62). Inflamasyon durumunda salinan sitokinler nekroz veya apoptoz sonucu bir
inflamasyonun olabilecegi sinyalini vermektedirler.

Otofaji ise hucrelerde stres olusmasi, ATP yoksunlugu, hdcre batunligundn
korunmasi ve nekrozdan kaginmak gibi zorlu kosullarda hucrenin kendi yapilarini ve
hatta kendisi de yikimlamasi olayidir (63). Otofaji, apoptoza ve nekroza alternatif bir
hicre o6lum yolagl olarak gorulmektedir. Hucreler kendi lizozomlarini kullanarak
organellerini, kendi yapisindaki bilegenlerini bir vakuol ile sararak kendi kendini
yemesi olarak tanimlanabilir.

Otofaji, embriyonik gelisimde, apoptotik hlcrelerin ve organellerin
sindirilmesinde, antijen islenmesinde, toksinlere karsi korunmada, ¢okmeye meyilli
proteinlerin ve bulasici ajanlarin yikilmasinda, hicresel bilesenlerden enerji elde
edilmesinde ve hucresel acliga karsi tampon gibi rol oynadigi bilinen hicresel bir
mekanizmadir. En ¢ok bilinen otofaji genleri arasinda Atg7, Beklinl, ULK1/2, ATG13
ve LC1-3 sayilabilir (28).
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DOKSORUBISIN VE NEFERIN

Antrasiklin antineoplastik dogal bir antibiyotik olan doksorubisin (Sekil 7A),
kanser tedavilerinde kemoterapi amach yaygin kullaniimaktadir. Doksorubisin
prostat, meme, karaciger ve kuguk hucreli olmayan akciger kanserleri, gastrik
karsinoma, osteokarsinoma, losemi ve lenfoma gibi kanserlerin tedavisinde
kullaniimaktadir (64).

Etkilerini topoizomeraz 2 inhibisyonu, htcre i¢i anti-oksidan kaybi ve reaktif
oksijen tarlerinin artisiyla tetiklenen oksidatif stres aracili gergeklestirir. Bu etkileri ile
mitokondri membran butinliglu bozulur ve apoptoz tetiklenerek sitotoksite gelisir
(65). Doksorubisin TNF-a, bazi sitokinler ve interferon gibi inflamatuvar ajanlari
etkinlestirir (66).

Doksorubisin PC3 prostat kanser hucrelerinde c-FLIP gibi anti-apoptotik
proteinleri baskilayip Apo2L/TRAIL gibi 6lim reseptorlerini aktive ederek kaspaz 3, -
6, -8 aracih apoptozu uyarir (67). CDC25C, CDC2 inhibisyonu Chkl ve Chk2
aktivasyonu araciligiyla DU145 hicrelerinin de blUylimesini bloke ettigi bildirilmistir
(68).

Doksorubisin prostat kanseri ve osteosarkoma hucrelerinde katalaz,
superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimleri inhibe ederek
ROS duzeylerini artinr (69). Hucrelerde DNA kiriklari, apoptotik cisimciklerin
olusumu, sitokrom c’nin sitoplazmaya salinimi, ferritin ve metallotionin birikimi
sonucunda JNK, p38 MAPK, ERK sinyal yolaklari aracili apoptoz tetiklenir (65).
Bununla birlikte, doksorubisinin primer hicre 6lim mekanizmalarini i¢csel ve dissal
apoptoz yolaklari ile otofajiyi de tetikleyerek kardiyotoksisiteye neden olarak
istenmeyen yan etkiler de olusturur.

Uzun yillar farkli kanser tirlerinin tedavisi igin dogal bitkiler de alternatif olarak
kullaniimakta ve arastirmalara konu olmaktadir (70). Son yillarda artan kanitlar,
fitokimyasallarin ihmal edilebilir yan etkileri olan 6nemli birer terapodtik aktivite
sergiledigini gostermistir.

Neferin (Sekil 7B), lotus (Nelumbo nucifera) bitkisinin tohumunda bulunan anti-
hipertansif, anti-aritmik, anti-koagulan, antioksidan, anti-inflamatuvar, vaskuler duz
kas gevsetici, anti-diyabetik ve anti-kanser etkili bisbenzilisoqunolin alkoloid bir
biyoaktif bilesendir (71). Guney Asya Ulkelerinde sinirsel hastaliklarda, uykusuzluk,
kardiyovaskuler ve KOAH gibi hastaliklarda kullaniimaktadir (72).
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Neferin ile liensinin, isoliensinin, daurisin, tetrandrin kimyasal yapilari
birbirlerine ¢ok benzemektedir. Bu bilesenlerin yapilarindaki iki benzilisoqunolin
Unitesi bir veya daha fazla karbon-karbon zinciri ile birbirlerine baglanabilmekte ve
genellikle bu alt Uniteler yapisinda hidroksil ve metoksil aromatik halkali gruplar
tasimaktadirlar (73, 74).

Neferin, sisplatin gibi kemoterapi ajanlariyla birlikte kullanildiginda bobrek
tubdl hicrelerinde AMPK/mTOR vyoladi tzerinden otofajiyi tetikler, hicrelerde anti-
oksidan havuzu azaltip ROS dlzeyini artirarak mitokondriyal membran butlinlGganu
bozup sitoplazmaya sitokrom c birakilmasi ile apoptozu i¢sel yolaktan uyarir (75).

Neferinin insan osteokarsinoma hucrelerinde hicre dongusinu p38 MAPK ve
JNK vyolaklari tGzerinden p21 araciligiyla G1 fazinda durdurdugu belirtilmistir (73). Bu
molekulln, doksorubisin ile insan akciger adenokarsinom hucrelerinde NF-xB
inhibisyonu ve MAPK aktivasyonu ile ROS aracili apoptozu tetikledigi belirtilmigtir
(64). Ayrica hucre igerisinde doksorubisin birikimine neden olarak kalsiyum birikimi ve
oksidatif stres Gizerinden apoptozu tetikledigi rapor edilmistir (65).

insan akciger adenokarsinom hiicrelerinde neferinin sisplatinle Beklin 1
aracihgiyla PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaklarini baskilayarak otofajiyi tetikledigi de
bilinmektedir (71). Neferin, karaciger kanser hlcrelerinde hicre igi kalsiyum birikimini
arttirarak mitokondriyal membran butinliguniu bozup hicreyi strese sokmasi ve Bax,
Bak, Bad, kaspaz -3 ve -8 gibi apoptotik genlerin ifadesini ylkseltirken Bcl 2 gibi anti-
apoptotik genlerin ifadesini ise azaltir (76). Bununla birlikte neferin tedavisinde AKT,
TNF-a, p38, ERK1/2, MAPK sinyalleri inhibe edilirken PTEN ve p53 gibi timor
supresor genlerin anlatimi artinllir (72). Bu alkaloid hepatoselller karsinomada
endoplazmik retikulum (ER) stresi aracili apoptozu kaspaz 3, -6, -7, -8, PARP, Puma,
bak, bax, bim, bid, kalpain 2, kalneksin ve bip molekdllerini aktive ederek artirdigi c-
Myc, cyclin D1, D3, CDK4, E2F-1 molekullerini baskilayarak hucre dongusunu
durdurdugu aktarilmigtir (Sekil 6) (76).

Neferin periferik kan hicreleri gibi saglikli normal hicrelerde ise TNF-a, IL-6
ve IL-8 gibi inflamatuvar molekdlleri baskilar, antioksidan kapasiteyi guglendirir,
oksidatif hasari azaltir veya onler (77). Sasirtici olarak diyabet aracili kardiyovaskuler
hastaliklarin tedavisinde olumlu etkilerinin oldugu da gdsterilmistir (78). Yuksek
seviyedeki glikozun vaskuler endotel hicrelerinde meydana getirdigi DNA hasari ve
ROS artigi nedeniyle apoptozun aktive olmasini baskiladigi rapor edilmistir (79).
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Prostat kanserinde doksorobusinin kemoterapotik etkinligi ve yan etkileri
biliniyor iken, bu kanserde neferinin terapotik amaglh etkinligi ve doksorubisin ile
birlikte kullanim potansiyeli ise henuz ortaya konulmamistir. Kardiyomiyoblast
hicrelerinde neferin ile doksorubisin birlesik uygulandiginda LC3B, Beclin 1, Atg7,
ULK 1 aktivasyonuyla otofajinin indiklendigi belirtimektedir (78). Insan hepatoseliler
karsinomasinda yapilan bir ¢alismada, neferin ile okzaliplatin tedavisinde invazyon
ve migrasyondan sorumlu TGF-B1’in inhibe edildigi, Snail, Slug, Twist, Zeb-1, N-
kaderin ve vimentinin baskilandigi, E-kaderin’in aktive edildigi ve matriks
metalloproteinaz (MTT) gibi ekstraselller matriksi yikimlayici enzimlerin aktivitelerinin
ise baskilandigi belirtilmistir (80). Ayrica neferin, doksorubisin tedavisinde gelisen
kardiyotoksisitenin dnline gecgebildigi de belirtiimigstir (78).

Belirtilen bu gerekgelerden dolayi, mevcut calismada insan androjen-direngli
ve sinirh dizeyde de androjen-duyarl insan prostat kanser hicrelerinde neferin
etkinligi ve doksorubisin ile kombine kullanim potansiyeli in vitro sartlarda analiz

edilmesi amagclandi.
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Sekil 6. Kanser hiicrelerinde doksorubisin ve neferin tedavisinin etkinligi.
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GEREG VE YONTEMLER

Bu calisma Trakya Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarlar’'nda gergeklestirildi. Hucre kaltiri uygulamalarinda biyoglvenlik
kabini (Heraeus, Almanya), karbondioksitli inkibator (Thermo Fisher Scientific, ABD),
santrifij (Centurion Scientific, UK) ve invert mikroskop (Nikon, Japonya) kullanildi.
Otomatik pipet seti (Gilson, Fransa), mikroplaka okuyucu (Thermo Fisher Scientific,
ABD), sogutmali santriflij (Hettich, Almanya), nanodrop (Optizen, Glney Kore),
termal sayklir cihazi (Applied Biosystems, ABD), gergcek zamanli PCR sistemi
(Applied Biosystems, ABD), +4 ve -20 °C buzdolaplan (Vestel, Turkiye), -80 °C derin
dondurucu (Wisd, Giiney Kore), vorteks (isolab, Tiirkiye), ultra saf su cihazi ve saf su
(TKA, ABD), Tali sitometre (Initrogen, ABD), hassas terazi (Radwag, Polonya) ve

florasan miroskop (Zeiss, Almanya) analizlerde farkli amaglar igin kullanildi.

HUCRE HATLARI

Yapilan galismada insan prostat kanser serisinden androjen-duyarli LNCAP
(CRL-1740) ve androjen-direngli PC3 (CRL-1435) hiicre hatlari kullanildi (American
Type Culture Collection, ATCC, ABD). LNCaP hicre serisi kiltir 1X Dulbecco’s
Modification of Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco, ABD), 1X RPMI, % 10 Fetal Sigir
Serumu (FBS) (Gibco, ABD) ve % 1 Penisilin/Streptomisin (Gibco, ABD) igeren
ortamda cogaltildi. PC3 hdcreleri ise Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium
(DMEM F12), % 10 FBS, % 1 Penisilin/Streptomisin bulunan ortamda gogaltildi ve
uygulamalarda kullanildi.
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HUCRE DONDURMA, COZDURME VE PASAJLAMA

Kriyojenik vial i¢erisinde donmus olarak temin edilen hicreler 37 °C sicakliga
getirilmis su igerisinde 2 dk iginde ¢ozundurulip 15 ml santriflj taplerine alindi.
Cozunen hucrelerin Uzerlerine tam besi ortami eklendi ve 150 g de 5 dk santrifi;
edildi. Santriflj sonucu dimetil sulfoksit (DMSO) (Santa Cruz Biotechnology, ABD)
iceren besiyeri uzaklastiriimig oldu. Hucre peletinin Gzerine 3 ml besiyeri eklenerek
suspanse edildi ve 25 cm? flasklara (Nest, ABD) ekimleri yapilarak 37 °C'de % 5 CO
iceren steril inkUbatdrde kalttre alindi.

Yeterli yogunluga ulasan PC3 ve LNCaP hicrelerinin pasajlanmasi igin flaskta
bulunan besiyeri uzaklastirildi ve 37 °C sicakliktaki tripsin-EDTA (etilendiamin
tetraasetikasit) (Gibco, ABD) sollisyonundan 1 - 3 ml eklendi ve etuvde PC3 hucreleri
10 dk,LNCaP hucreleri 3 dk bekletilerek besi kabinin tabanindan kalkmalari saglandi.

Hucreler birbirlerinden ve zeminden ayrildiktan sonra eklenen tripsin miktari
kadar medyum eklendi, 15 ml santriflij tlplerine aktarilarak 150 g’de 5 dk santrifij
edildi ve supernatant uzaklastirildi. Hicre peletinin Gzerine 12 ml medyum eklenerek
yeni T75 flasklara (Nest, ABD) ekildi ve invert isik mikroskobunda yogunlugu kontrol
edildi. Hucrelerin ¢gogalip besi kaplarinin tabanini doldurmalari igin 3-4 glin inkibe
edildi ve her iki gunde bir besi yeri yenisi ile degistirildi.

Hucrelerin dondurulmasi igin tripsinizasyon sonrasi PBS ile yikanan hucre
pelleti Gzerine % 10 FBS ve % 5 DMSO igeren besiyeri eklenilerek stispanse edildi.
Hicre suspansiyonu 2 ml kriyojenik viyallere boélinerek 6nce 2-3 saat -20 °C’de
bekletildi, sonra -80 °C derin dondurucuya, daha sonra da sivi azot tankina alinarak

kullanilincaya kadar saklandi.

DOKSORUBISIN VE NEFERIN CALISMA STOKLARININ HAZIRLANMASI

Doksorubisin (Sigma Aldrich, 85622-93-1) (Sekil 7A) liyofilize 5 mg olarak
temin edilip +4 °C buzdolabinda saklandi. Once, 5 mg (izerine 919 pl steril saf su
eklenerek 10 mM stok hazirlandi. Daha sonra stoktan 10 pl alinip 9.990 ul medyum
eklenerek 10 yM calisma stogu elde edidi. Bundan hucrelere 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625,
0,312, 0,156, 0,078 ve 0,039 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde uygulandi.

Neferin (10236-47-2) (Sekil 7B) liyofilize 25 mg olarak temin edilip +4 °C’de

saklandi. Stok hazirlamak igin ¢dziclu olarak 1,6 ml DMSO kullanildi. Son
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konsantrasyon 25 mM olacak sekilde neferin stok solusyonu hazirlandi. Hucrelere
100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12 1,56 0,78 ve 0,39 uyM konsantrasyonlarda uygulandi.

HUCRE SAGKALIM ANALIZLERI: MTT TESTI

Hucrelerin  pasajlanmasi bolumunde anlatildigi sekilde tripsinize edilen
hicreler besiyeri ile karigtirilarak 96 kuyucuklu hucre kultirt plakalarinin her bir
kuyucugunda yaklasik 1x10* hiicre olacak sekilde 100 pL hiicre karisimi ekildi.
Hucrelerin plaka tabanlarina yapismasi igin 16-20 saat bekletildi, ardindan
doksorubisin ve neferin uygulamalari yapilarak 24, 48 ve 72 saat inkube edildi.
Kontrol grubuna sadece tasit uygulamasi yapildi.

Tedaviler sonrasi kalan hicre sayisini belirlemek igin MTT (triazolyum blue
tetrazolyum bromid) sagkalim testleri yapildi. Bunun igin 96-kuyucuklu besi kaplarina
MTT’nin PBS (fosfat bafir tuz) icindeki 1 mg/ml ¢ozeltisinden ¢ok kanalli pipet ile 50
Ml eklendi. MTT solisyonunun canli hucrelerin mitokondriyal suksinat dehidrogenaz
enzimiyle ylkseltgenerek formazan kristallerine déntismesi icin plakalar hicre kalttri
kosullarinda 3 saat inkibasyona birakildi.

inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklardaki MTT igeren cozelti dokilerek
uzaklastirildi ve metabolize olarak ortaya c¢ikan mor renkli boyanin ¢ézinerek
gorunlir hale gelmesi icin kuyucuklara 200 uyl DMSO pipetlendi. Yukseltgenme
sonucu olugsan formazan kristalleri DMSO tarafindan ¢ézinmesi i¢in 10 dk beklendi
ve absorbanslar mikroplaka okuyucuda (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific,
ABD) 570 nm dalga boyunda belirlendi. Hesaplamada OD (optik deger) érnek / OD

kontrol x 100 formulasyonu kullanildi.

RNA iZOLASYONU

Bir giin 6nce 25 cm? flasklara (T25) ekilen hiicrelerin medyumlari alinarak,
Uzerlerine 2 ml icerisinde 0,625 uyM doksorubisin, 40 uM neferin ve ikisinin
kombinasyonu uygulandi ve 48 saat inkibe edildi. Sire sonunda medyumlari
alinarak iki kez soguk PBS ile yilkanan hucrelerden ticari RNA izolasyon kiti (Gene
Jet Purifycation RNA Kiti, Life Technologies, ABD) kullanilarak total RNA’lari izole
edildi.

Flasklara % 2 oraninda 2-merkaptoetanol igeren lizis tamponundan 600 pl
eklenerek oda isisinda 30 dk inkibe edildi. Membrani yikimlanan hucreler 1,5 ml

steril santrifij tuplerine alindi ve Uzerine 1:1 oraninda % 70 etanol eklendi.
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Beklenmeden vortekste karistirildiktan sonra spin kolonlara aktarilarak 12.000 g’de 1
dk santrifuj edildi. Altta biriken sivi uzaklastirilarak kolon tGzerine 700 pl birinci yikama
tamponu eklendi ve 12.000 g’de 1 dk santriflj edildi. Santriflij sonrasi spin kolonlarin
altta biriken sivi tekrar uzaklastirildi. Kolon Uzerine 500 ul ikinci yikama tamponu
eklenerek 12.000 g’'de 1 dk santriflj edildi ve sonrasi altta kalan sivi uzaklastirildi.
Kolon Uzerine 500 pl ikinci yilkama tamponu eklenerek 12.000 g'de 2 dk santrifij
edildi ve santrifij sonrasi altta kalan sivi tlple birlikte atildi. Kolon Uzerindeki
membranin kurumasi igin 2 dk 12.000 g'de santriflj edildi, kuruyan kolon 1,5 ml
hacminde steril toplama tuplerine alindi.

Kolonun tam merkezine 50 pl RNaz icermeyen su pipetlenerek oda 1sisinda bir
dakika bekletildi. Daha sonra 12.000 g'de 1 dk santrifij edilerek tlpun dibinde
toplanan RNA 30-40 yl DNaz, RNaz iceren su ile ¢ézdurilerek Nanodrop cihazinda
(Optizen, Nano Q, Guney Kore) miktarlari ve safliklar belirlendi ve kullanilincaya

kadar -80°C derin dondurucuda saklandi.

TAMAMLAYICI DNA (cDNA) SENTEZi

izole edilen RNA érneklerinden tamamlayici DNA (cDNA) sentezi icin Hight
Capacity cDNA reverse transkription kiti (Applied Biosystems, ABD) kullanildi. cDNA
sentezi icin 200 pl PCR striplerine, 10 ul iginde 1 ng RNA, 10 pyl cDNA ana
karisimindan pipetlendi. 10X ters transkripsiyon tamponu (2 ul), 25X dNTP karigimi
(0,8 ul), 10X ters transkripsiyon rastgele primerleri (2 ul), ters transkriptaz (1 pl),
nikleaz icermeyen su (4,2 ul) bilesenleri kullanildi. Karisim PCR cihazinda (Applied
Biosystems, ABD) 25 °C’de 10 dk 37 °C’de 120 dk ve 85 °C’de 5 dk inkube edilerek
cDNA sentezlendi. Elde edilen cDNA’lar daha sonraki analizlerde kullaniimak Gzere -

20 °C derin dondurucuda saklandi.

KANTITATIF GERGEK ZAMANLI PCR (qPCR) ANALIZLERI

PC3 hicre hattinda doksorubisin ve neferin uygulamalari sonucunda
apoptozdan sorumlu kaspaz 3, kaspaz 8 Bax, Bcl 2, Bcl-XL, p53, livin, survivin,
sitokrom-c hucre dongusunden sorumlu genler olarak p21, p27, CDK2, Cdk4, CDKG6,
epitelyal mezensimal gegisten sorumlu genler olarak Snail, Slug, Twist otofajiden
sorumlu genlere ise Beklin 1, ATG7 genlerin anlatimindaki degisimler RT-gPCR

yontemi ile analiz edildi. Kalibrasyon ve dizeltme faktdri olarak ise GAPDH
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(glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase) geninin  anlatimi kullanildu.
Calismalarda kullanilan primer dizgelerinde ileri primerler igin F, geri primerler R
kisaltmasi  kullanildi. GAPDH (F: TTGGTATCGTGGAAGGACTCA, R:
TGTCATCATATTTGGCAGGTTT), Bax (F: CATGGGCTGGACATTGGACT, R:
AAAGTAGGAGAGGAGGCCGT), kaspaz 3 (F: CAAACTTTTTCAGAGGGGATCG, R:
GCATACTG TTTCAGCATGGCA), p53 (F: CACGAGCGC TGCTCAGATAGC, R:
ACAGGCAC AAACACGCACAAA), Beclin 1 (F: GAGTGGATCCG CCGACGAGTA,
R: GGCTGAGA GACTGGATCAGG), ATG7 (F: ACCCAGAAGAAGCTGAACGA, R:
CTCATTTGCTGCTTGTTCCA). CDK 2 (F: GTACCTCCCCTGGATGAAGAT, R:
CGAAATCCGCTTGTTAGGGTC), CDK 4 (F: CTGGTGTTTGAGCATGTAGACC, R:
GATCCTTGATCGTTTCGGCTG), CDK 6 (F: AGACCCAAGAAGCAGTGTGG, R:
AAGGAGCAAGAGCATTCAGC PTEN (F: GCGGAACTTGCAATCCTCAGT, R:
AACTTGTCTTCCCGTCGTGT), Snail (F: CAACCCACTCAGATGTCAA, R:
CATAGTTAGTCACACCTCGT), p21 (F: GGCGTTTGGAGTGGTAGAAA, R:

GACTCTCAGGGTCGAAAACG), TRAIL-R (F:
TAGAGAAGGAAGGGCTTCAGTGACCG, R:
TCCTCTGGTCCCAGTTATGTGAGCTG), Bcel-XL (F: GTAAACTG

GGGTCGCATTGT, R: TGGATCCAAGGCTCTAGGTG), Survivin (F:
GACGACCCCATAGAGGAACA, R: GACAGAAAGGAAAGCGCAACQC), kaspaz 8 (F:
CTGCTGGGGATGGCCACTGTG, R: TCGCCTCGAGGACATCGCTCTC), Sitokrom
¢ (F: TGGGCCAAATCTCCATGGTC, R: AGGCAGTGGCC AATTATTACTCA).
RT-gPCR analizinde daha dnce cDNA eldesi bélumunde anlatilan sekilde elde
edilen cDNA’lar kullanildi. 96 kuyucuklu reaksiyon plakasinda, her bir kuyucuga
toplam hacim 12 pl olacak sekilde primer, su, SYBR green ve cDNA pipetlendi. RT-
gPCR cihazinda reaksiyon; 1 dongu 2 dk 50 °C ve 10 dk 95 °C, bunu takiben, 40
dongu denaturasyon (95 °C 15 sn) ve primer eslesmesi (annealing) ve zincir uzamasi

(elongasyon) (60 °C’de 1 dk) olacak sekilde baglatildi.

SITOMETRIK APOPTOZ ANALIZLERI

Tali goruntu tabanli sitometre ile apoptoz analiz ¢aligmalari Tali Apoptoz Kiti-
Anneksin V (AlexaFluor 488) ve Propidyum iyodur (Life Technologies) kiti kullanilarak
kit prosedurine gore vyapildi. Anneksin V vyalnizca apoptotik hucrelerdeki

fosfatidilserin fosfolipidine baglanan (normal saglikli hlcrelerde sitozole bakan
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yuzeyde olan fosfatidilserin apoptoz esnasinda hicre digina bakan yuzeye geger) ve
Tali sitometre cihazinda yesil floresanda i1sima yapan bir molekuldir. Propidyum
iyodid ise yalnizca Olu hucrelerin zarlarindan gegen ve nukleusdaki kirllmig olan DNA
parcaciklarina baglanarak igima yapan Tali sitometre cihazinda kirmizi isima veren
bir molekuldur.

Tali sitometre ile apoptoz analizi igin T25 flasklara 3 ml besiyeri ile birlikte
yaklasik 7.5x10° hiicre olacak sekilde ekimleri yapildi. Ekimi yapilan hiicrelere 0,625
MM doksorubisin,40 uM neferin uygulamalari yapildi. 48 saat inklbasyona birakilan
hicreler bu sure sonunda TALI apoptoz kit protokoline goére isleme tabi tutuldu;
kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilip tripsinize edilen htcreler 150 g’de 5 dk santrifij
edilerek ¢okturuldl. Sonrasinda PBS ile sispanse edilerek yikandi ve tekrar santrifij
edildi.

Coken hacrelerin Gzerine 100 pl 1X Annexin baglanma tamponu eklendi. Bu
karisimin her 100 pl’si icin 5 pul Annexin V ilave edilerek vortekste karistirildi. Karanlik
oda 1sisinda 20 dk inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda hiicre karisimi 1.500
g'de 2 dk santrifij edildi ve slpernatan uzaklastirildi. Peletlerin Gzerine 100 pl 1X
Annexin baglanma tamponu eklenerek tekrar karistirildi. Bu karigima 1 pl Propidyum
iyodir soliisyonu eklenerek karanlik ortamda 5 dk inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonrasinda tupler igerisindeki hucre karisgimindan 25 pul alinarak Tali kiti ile alinan
O0zel lamlara pipetlendi ve Tali sitometre cihazi (Invitrogen, Tali Image Based

Cytometer) ile analizi yapildi.

HOECHST APOPTOZ ANALIZLERI

Hoechst boyama apoptotik hiucreleri mikroskobik olarak goruntileyebilmek igin
T25 flasklara ekilen hiicreler bir gece inkiibasyonda birakildi. inkiibasyon sonrasinda
doz uygulamalar gergeklestirildi. 48 saat sonunda flasklardaki medyum uzaklastirilip
PBS ile yikandiktan sonra 1 mg/ml PBS’de ¢6zdurllen Hoechst boyasindan 2 ml
miktarinda flasklara eklenildi, 5 dk sonrasinda fluorasan invert mikroskopta DAPI

filtresiyle 40X buyutmede gorintilendi.
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SITOMETRIK HUCRE DONGUSU ANALIZLERI

Sitometre ile hucre dongusu analizi apoptoz analizine benzer sekilde T25
flasklara 3 ml besiyeri ile birlikte yaklasik 7.5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilarak
bir gece inkUbatorde bekletildi. Hucre sivi medyumlarina 0,625 pM doksorubisin,40
UM neferin eklenerek 48 saat inkilbasyona birakildi. inkiibasyonlar sonunda
flasklardaki besiyeri uzaklastirilip tripsinize edildi ve sonrasinda ayrisan hucreler 150

g’'de 5 dk santrifuj edilerek ¢okturulda.

PBS ile yikanan hucreler % 70 etil alkol ile bir gece inkibasyona birakildi. Bir
gecelik inkibasyonun ardindan hicreler PBS ile yikanip santriflij edildikten sonra
uretici firmanin belirtmis oldugu hlicre déngusu analiz kiti protokolline goére sispanse
edilerek 30 dk inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda tiipler icerisindeki hiicre
karisimindan 25 ul alinarak Tali 6zel lamlarina pipetlendi ve Tali sitometre cihazi

(Invitrogen, TALI Image Based Cytometer) ile analizi yapildi.

HUCRE MIGRASYON ANALIZLERI

Yara iyilesmesi deneyi icin T25 flasklara ekilen hlcreler, ¢ogalip, yapistiklari
zemini tamamen doldurabilmeleri igin ekildikten sonra inkibasyonda birakildi. Flask
tabanini dolduran hacrelerin bulundugu zemine 200 pl'lik pipet ucuyla iki ayri gizik
atildi ve PBS ile yikandi, sonrasinda serumsuz besi yeri ile neferin ve doksorubisin
uygulamalari yapildi. Kirk sekiz saat suresince belirli araliklarla fotograflari cekilerek
olusturulan yaranin acgikhg! bilgisayar ortaminda geniglikleri Olgulerek santimetre

cinsinden kayit altina alind1.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME
Calismamizda elde edilen verilerin istatistiksel analizi, Trakya Universitesi
lisansli SPSS 20 (IBM, ABD) programi ile yapildi. Tali analizinde yazilim ile elde
edilen canl hlcre, 6lu hicre ve apoptotik hiicre degerleri ve qRT- PCR gergek
zamanli gen ifadesi calismalarinda AACt metodu ile elde edilen ekspresyon
degerlerinin arasindaki farklar tek yonli ANOVA analizi (Tukey, Duncan ve LSD
testleri yapildi) ile karsilastinidi. % 50 inhibisyon konsantrasyonu degerleri
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(IC50) GraphPad Prism v6.0 (GraphPad Yazilimi, Inc., La Jolla, CA, ABD)

kullanilarak belirlendi. Elde edilen "p” de@erleri 0.05’den kiguk oldugunda istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

HUCRELERDE SAGKALIM ANALIZLERI

Yuratilen bu g¢alismada androjen-direngli (PC3) ve androjen-duyarli (LNCaP)
hicrelerin sagkalimlarina doksorubisin ve neferin uygulamalarinin ayri ve kombine
etkileri degerlendirildi. Doksorubisin ve neferinin hicrelerde % 50 inhibisyon dozu
(inhibition consantration 50: ICsg) belirlendi.

Doksorubisin PC3 hiicrelerine 0,07-10 uM konsantrasyonlarinda 24, 48 ve 72
saat slresince uygulandi. inkiibasyonlar sonrasinda MTT testi ile hicre canlihg
belirlendi (Sekil 8). Yapilan ¢alismalar sonucunda hicre canliliginda kontrole gore 48
saatlik uygulamada ICsy degeri 0,6253 (0,08013 - 63,82) uM olarak saptandi
(p<0,05). Sonuglar bar (A) ve ¢izgi (B) grafiklerinde verildi.
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Sekil 8. Doksorubisin uygulanan PC3 hicrelerinde inklibasyon siiresi ve
doza bagh hiuicre sagkalimina etkisi. *p<0,05 kontrol grubu.

Neferinin PC3 hucrelerinde konsantrasyon ve inkibasyon suresine gore hicre
sagkalimina etkisi belirlendi. Bu molekul hicrelere 0-100 uM konsantrasyonlarinda

24, 48 ve 72 saat suresince uygulandi. Her bir tedavi sonrasinda MTT testi ile hiicre
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canlihg tespit edildi (Sekil 8). Yapilan analizlere gore hicre canliliginda kontrole gére
48 saatlik uygulamada ICsy degeri 39,842 uM (25,33 - 62,65) olarak hesaplandi

(p<0,05). Elde edilen sonuglar bar (A) ve ¢izgi (B) grafiginde verildi.
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Sekil 9. Neferin uygulanan PC3 hicrelerinde inklibasyon siresi ve
konsantrasyona baglh hiicre sagkalimina etkisi. *p<0,05 kontrol
grubu.
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ICs0 konsantrasyonlar 48 saat icin belirlenen doksorubisin ve neferin PC3
hdcrelerinde ayri ayri ve birlikte kullanilarak kombine tedavi etkinligi belirlendi. Elde
edilen verilere gére kombinasyon her bir farmakolojik ajanin ayri kullanimina goére
daha ylUksek oranda PC3 hucrelerini dldirda (Sekil 9). Neferin hicrelerde % 35,810
oraninda, doksorubisin % 39,6+0 oraninda hucre 6lumine neden olurken; ki
farmakolojik ajanin birlikte kullanimi htcrelerde % 58,510 oraninda viyabilite kaybina

yol acti.
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Sekil 10. Neferin, doksorubisin ve kombinasyonun PC3 hicre
sagkalimina etkisi. Nef: neferin, Doxo: doksorubisin. *p<0,05
kontrol,**p<0,05 neferin ve doksorubisin.

Doksorubisin  androjene duyarli prostat kanseri LNCaP hacrelerinde
konsantrasyon ve inkubasyon suresine gore hucre sagkalimina olan etkisi analiz
edildi. Hucreler farkli konsantrasyonlardaki doksorubisine (0,039 - 10uM) 48 saat
suresince maruz birakildi ve bu sure sonunda hucre viyabilitesi MTT testi ile saptandi
(Sekil 10). Sonugclar bar (A) ve ¢izgi (B) grafiginde verildi. Hicre canhliginda kontrole
gore en belirgin azalma saptandi. PC3 hucreleri igin belirlenen doksorubisinin 1Cso0

konsantrasyonu bu hicrelerde de uygulandi.
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Rolatif LNCaP sagkalim orani (%)

Rolatif LNCaP sagkalim orani (%)

Bunun igin hicreler 48 saat suresince 0,39 - 100 uM konsantrasyonlarinda neferin ile
inkiibe edildi. Sure sonunda spektrofotometrik MTT testi ile hicrelerde sagkalim
oranlari belirlendi (Sekil 11). Veriler bar (A) ve c¢izgi (B) grafiginde verildi.

hucreleri igin belirlenen neferinin ICs0 konsantrasyonu bu hiicreler icin de uygulandi.
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Sekil 11. Doksorubisin terapisinin LNCAP hicrelerinde konsantrasyona
bagh hiicre sagkalimina etkis. *p<0,05 kontrol grubu.

LNCAP hicre sagkalimina neferinin olasi oldurict etkisi degerlendirildi.
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Rolatif LNCaP sagkalim orani (%)

Rélatif LNCaP sagkalim orani (%) %

LNCaP hiucrelerinde fizyolojik dizeyde dihidrotestosteron ile birlikte kullanilarak
etkinligi belirlendi. Elde edilen verilere gore 1 nM DHT hucre sagkalimini yaklagik %
16+0 duzeyinde artirmaktadir (Sekil 12). Kombinasyon terapisi DHT'ye goére %
96,710 oranda, neferine gére % 21,410 doksorubisine gore % 2210 oranda LNCaP
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Sekil 12. Neferinin LNCaP hicrelerinde konsantrasyona bagl hicre

sagkalimina etkisi. *p<0,05 kontrol grubu.

Yuzde 50 konsantrasyonlari 48 saat igin belirlenen doksorubisin ve neferin

hucrelerini 6ldarda (Sekil 12).
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Sekil 13. LNCaP hicrelerinde neferinin ve doksorubisin tedavi
etkinligietkisi. Nef: neferin, Doxo: doksorubisin, DHT:
dihidrotestosteron. *p<0,05 kontrol, **p<0,05 DHT, ***p<0,05
DHT+neferin ve DHT+doksorubisin.

SITOMETRIK APOPTOZ ANALIZLERI

Tedavi amacgh yapilan uygulamalarin hucre olumundeki etkileri hucre-tabanli
sitometre cihazi kullanilarak degerlendirildi. Bunun i¢in 40 pM neferin, 0.625 yuM
doksorubisin ve ikisinin kombinasyonu PC3 hucrelerine uygulanarak 48 saat inkube
edildi. inkiibasyon sonrasi canli, dlii ve apoptotik hiicre yiizdeleri 6zel kit kullanilarak
Tali sitometrede belirlendi. Verilere gore doksorubisin ve neferin gruplarinda olu
hdcre orani kontrole gore sirasiyla % 24,33+7,8 ve % 21+5,3 olarak anlamli dizeyde
yuksekti (Sekil 13). Kombinasyon terapisi ayri uygulamalara goére % 37,8315,5
oraninda olu hucre oraninda anlamli bir artis olusturdu. Tek ve kombine doksorubisin
ve neferin gruplarinda apoptotik hlicre oranlarinda kontrole goére istatiksel olarak
anlamli bir artis oldugu belirlendi. Kontrole kiyasla en ylUksek apoptotik hlicre orani
sirasiyla kombinasyon, doksorubisin ve neferin uygulamasi olarak siralandi. Verilere
gore doksorubisin, neferin ve kombinasyon gruplarinda apoptotik hicre orani
kontrole gore sirasiyla % 4,83+4,1, % 6,83+2,7, % 7,5+4,1 olarak anlaml duzeyde
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artirdi. Doksorubisin, neferin ve kombinasyon uygulanan PC3 hucrelerinde 48 saat
sonra elde edilen sitometrik sonuglar (A) da verildi (Sekil 13).
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Sekil 14. A: PC3, B: LNCaP hiicresi. PC3 ve LNCAP hiicrelerinde neferin
ve doksorubisin tedavisinin hiicre olimiu ve apoptoz lizerine
etkisi. Nef: neferin, Doxo: doksorubisin. **p<0.01 kontrol,
**p<0.01 neferin ve doksorubisin.

LNCaP hucrelerinde 0,625 uM doksorubisin, 40 yM neferin ve kombinasyon

gruplarinda 6l hicre orani kontrol grubuna goére neferinin % 10+1,4 oraninda,
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doksorubisinin % 9,25+0,6 oraninda ve kombine terapinin % 9,511 oraninda istatiksel
olarak anlamli bir artista bulundu. Kombinasyon grubundaki apoptotik olmayan hicre
olumua neferin ve doksorubisin gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir artig
gOstermedi.

Yapilan analizlere gore tek ve kombine doksorubisin ve neferin tedavi
gruplarinda apoptotik hicre oranlarinda kontrole goére neferinin % 10,75+1,2
oraninda doksorubisinin % 23,5+4,5 oraninda ve kombine terapinin % 27,5+2,2
oraninda istatiksel olarak anlaml bir artig oldugu belirlendi. Kontrole kiyasla en
yuksek apoptotik hiucre orani sirasiyla kombinasyon, doksorubisin ve neferin
uygulamasi olarak siralandi. Doksorubisin, neferin ve kombinasyon uygulanan
LNCaP hicrelerinde 48 saat sonra elde edilen sitometrik sonuglar (B) de verildi (Sekil
14).

SITOMETRIK HUCRE DONGUSU ANALizi

Prostat kanser hucrelerinin tedavisinde kullanilan doksorubisin ve neferin ile
birlesik kullanimlarinin hicre dongusu fazlarina etkisini belirlemek igin Tali gorinti
tabanl sitometrik hiicre dongtisu analizleri yapildi.

Neferin PC3 hucrelerinde G1 evresindeki hlicre ylzdesini kontrol grubuna
gore % 18+0,3 duzeyinde artirmaktadir. Doksorubisin ise G1 evresindeki hicre
yuzdesini kontrol grubuna gore % 18%1,1 azalmistir. Kombinasyon tedavisi G1
evresindeki hicre sayisini kontrol grubuna goére % 5,71+0,6 artmistir. Ancak
kombinasyon grubunda gorilen G1 evresindeki hicre ylzdesi neferin tedavisine
gOre anlamli bir artis oldugu gorulmemigstir. Buna gore kontrole kiyasla en yuksek G1
evresindeki hicre yuzdesi sirasiyla neferin ve kombinasyon tedavileri sonrasinda
doksorubisin tedavisi gelmektedir.

Doksorubisin, neferin ve kombinasyonun 48 saat tedavileri PC3 hucrelerinde
G1, S ve G2/M hucre yuzde dagilimlar grafik (Sekil 15A)’'da verildi.
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Sekil 15. A: PC3, B: LNCaP hiicresi. PC3 ve LNCAP hicrelerinde neferin
ve doksorubisin terapisinin hiicre dongusiine etkisi. Nef:
neferin, Doxo: doksorubisin. *p<0.01 kontrol, **p<0.01
doksorubisin.

LNCaP hicrelerine uygulanan 40 puM neferin G1 hlcre ylzdesini kontrol
grubuna goére % 21,25+0,8 oraninda anlamli dizeyde arttirmaktadir. Doksorubisin ise
G1 evresindeki hucre ylzdesini kontrol grubuna goére % 2,25+0,4 oraninda
artirmaktadir. Kombinasyon tedavisi G1 evresindeki hicre sayisini kontrol ve
doksorubisin gruplarina gére % 20,75+0,2 oraninda anlamli dizeyde artirmaktadir.
Kombinasyon grubunda goérilen G1 evresindeki hicre yuzdesi neferin tedavisine
g6re anlamli bir artis oldugu goérulmemistir. Buna gore kontrole kiyasla en yuksek G1
evresindeki hucre ylzdesi sirasiyla neferin ve kombinasyon tedavileridir (Sekil 15).
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GEN ANLATIMI ANALIZLERI

PC3 hucreleri 40uM neferin ve 0,625 uM doksorubisine 48 saat suresince
maruz birakildi. 48 saatlik inkiibasyon sonunda elde edilen RNA &rneklerinde dnce
cDNA sentezi sonrasinda kantitatif PCR analizleri uygulandi. Bu analizlerde Bcl-XL,
Bax, kaspaz-3, kaspaz-8, p21, p53, CDK 2, CDK 4, CDK 6, genlerini mRNA
ifadelerindeki degigiklikler belirlendi. Analizler iki farkh RNA 6rneginde ve ug tekrarh

olarak uygulandi, elde edilen verilerde istatistiksel analizler yapildi.

Bcl-XL Gen ifadesi

Yapilan tedavi uygulamalari sonunda gergeklesen hucre olumlerinin sebepleri
yapillan RT-gPCR analizleri ile belirlenmeye calisildi. Buna goére Bcl- XL mRNA
ifadesi 40 uyM neferin tarafindan kontrole gore 0.1 kat azalis gosterirken, 0,625 yM
doksorubisin tedavisi BCL-XL gen ifadesinde kontrole gore 0.2 kat artis gostermistir.
Kombinasyon tedavisinde ise BCL-XL gen ifadesinde kontrol grubuna gore 0.6 kat
neferin tedavisine gore 0.5 kat ve tek basina doksorubisin tedavisine gore ise 0.8 kat
dusirdu (Sekil 16).
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Kaontrol Neferin Doksorubisin Nef+Dox
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Sekil 16. Neferin ve doksorubisin tedavi uygulamasinin Bcl-XL mRNA
anlatimina etkisi. Nef: neferin, Doxo: doksorubisin. *p<0.05
kontrol, **p<0.05 doksorubisin.
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Survivin Gen ifadesi

Doksorubisin, neferin ve kombinasyon tedavileri uygulamalari ardindan RT-
PCR analizleri ile hiicrelerin 6lim sebepleri arastirildi. 40 uM neferin tedavisi survivin
MRNA ifadesinde kontrole gore 0.3 kat azalis gdsterirken, 0,625 uM doksorubisin
tedavisi survivin gen ifadesindeki kontrole gore 0.1 kat azalig goOstermigtir.
Kombinasyon tedavisinde ise survivin gen ifadesinde kontrol grubuna gore 0.4 kat
azalig gorulurken doksorubisin tedavisine gore 0.1 kat ve neferin tedavisine gére 0.3
kat azalis goruldu (Sekil 17).
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Kontrol Neferin Doksorubisin Nef+Dox
(40 uM) (0,625 uM)

Sekil 17. Neferinin ve doksorubisin tedavisinin Survivin gen anlatimi
tizerine etkisi. Nef: neferin, Doxo: doksorubisin. *p<0.01 kontol,
**n<0.01 doksorubisin.
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BAX Gen ifadesi

PC3 hucre serilerinde 48 saatlik doksorubisin, neferin ve kombinasyon
tedavileri uygulandi. 40 uM neferin tedavisi BAX gen ifadesini kontrole goére 0.1 kat
arttirrken 0,625 uM doksorubisin tedavisi BAX gen ifadesini kontrole gore 0.5 kat
artirmistir. Kombinasyon tedavisi ise BAX gen ifadesini kontrol grubuna gore 0.5 kat
artirmistir (Sekil 18).
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Kontrol Neferin Doksorubisin Nef+Doxo
(40 M) (0,625 uM)

Sekil 18. Neferinin ve doksorubisinin Bax gen anlatimi lizerine etkisi. Nef:
neferin, Doxo: doksorubisin. *p<0.01 kontrol, **p<0.01
doksorubisin.
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Kaspaz-3 Gen ifadesi

0,625 yM doksorubisin, 40 uM neferin ve kombinasyon tedavileri uygulamalari
sonunda RT-PCR analizleri ile hicre olumlerinin sebepleri belirlenmeye c¢alisildi.
Kaspaz-3 mRNA ifadesini kontrole gore 0.2 kat azaltirken doksorubisin tedavisi
kaspaz-3 gen ifadesini kontrole gore 0.3 kat artirmistir. Kombinasyon tedavisi ise
kaspaz-3 gen ifadesini neferin tedavisine gore 0.2 kat arttirmaktayken doksorubisin

tedavisine gore ise 0.2 kat azaltmistir (Sekil 19).
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Kontrol Nef Doxo Nef+Doxo
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Sekil 19. Neferinin ve doksorubisinin kaspaz-3 gen anlatimina lizerine
etkisi. Nef: neferin, Doxo: doksorubisin. *p<0.01 kontrol,
**p<0.01 neferin ve doksorubisin.
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Kaspaz-8 Gen ifadesi

40 uM neferin Kaspaz-8 mRNA ifadesini kontrole gore 0.8 kat arttirmaktayken
0,625 pM doksorubisin tedavisi kaspaz-8 gen ifadesini kontrole gore 0.8 kat
arttirmistir. Kombinasyon tedavisi ise kaspaz-8 gen ifadesini kontrol grubuna goére
0.6 kat arttirmisg neferin ve doksorubisin tedavilerine gore 0.2 kat azaltmistir (Sekil
20).
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Kontrol Neferin Doksorubisin Nef+Dox
(40 uM) (0,625 uM)

Sekil 20. Neferinin ve doksorubisinin kaspaz-8 gen anlatimi lzerine
etkisi. Nef: neferin, Doxo: doksorubisin. *p<0.01 kontrol,
**p<0.05 neferin, **p<0.01 doksorubisin.
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Sitokrom-c (Cyc-c) Gen ifadesi

40 uM neferin tedavisi Sitokrom ¢ mRNA ifadesini kontrole gére 3.5 kat
arttirirken 0,625 yM doksorubisin tedavisi Sitokrom ¢ gen ifadesini kontrole goére 0.8
kat arttirmistir. Kombinasyon tedavisi ise Sitokrom ¢ gen ifadesini kontrol grubuna

gore 3.5 kat arttirirken doksorubisin tedavisine gore 1.70 kat arttirmistir (Sekil 21).
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Sekil 21. Neferinin ve doksorubisinin Sitokrom ¢ gen anlatimina etkisi.
Nef: neferin, Doxo: doksorubisin. *p<0.01 kontrol, **p<0.01
doksorubisin.
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p53 Gen ifadesi

40 uM neferin tedavisi p53 mRNA ifadesini kontrole gore 0.3 kat arttirmigken
0,625 uM doksorubisin tedavisi p53 gen ifadesini kontrole gore 2.80 kat arttirmigtir.
Kombinasyon tedavisi ise p53 gen ifadesini kontrol grubuna goére 3 kat arttirirken
neferin tedavisine gore 2.5 kat, doksorubisin tedavisine gore 0.2 kat artmistir (Sekil
22).
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Kontrol Neferin Doksorubisin Nef+Doxo
(40 pM) (0,625 M)

Sekil 22. Neferinin ve doksorubisinin P53 gen anlatimi lizerine etkisi. Nef:
neferin, Doxo: doksorubisin. *p<0.01 kontrol, *p<0.01 neferin ve
doksorubisin.

41



p21 Gen ifadesi

40 uM neferin p21 mRNA ifadesini kontrole gore 1.20 kat artmigken 0,625 yM
doksorubisin tedavisi p21 gen ifadesini kontrole goére 5 kat arttirmistir. Kombinasyon
tedavisi ise p21 gen ifadesini kontrol grubuna gore 6.5 kat arttirmisken doksorubisin

tedavisine gore 1 kat, neferin tedavisine gore 5.8 kat arttirmistir (Sekil 23).
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Sekil 23. Neferinin ve doksorubisinin p21 gen anlatimi Gzerine etkisi. Nef:
neferin, Doxo: doksorubisin. *p<0.01 kontrol, **p<0.01 neferin ve
doksorubisin.
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CDK 2 Gen ifadesi

40 pM neferin CDK 2 mRNA ifadesini kontrole gore 0.3 kat azaltirken 0,625
MM doksorubisin tedavisi CDK 2 gen ifadesini kontrole goére 0.2 artirmigtir.
Kombinasyon tedavisi ise CDK 2 gen ifadesini kontrol grubuna goére 0.2 kat

azaltirken doksorubisin tedavisine gore 0.4 kat azaltmistir (Sekil 24).
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Kontrol Neferin Doksorubisin Nef+Dox
(40 M) (0,625 puM)

Sekil 24. Neferinin ve doksorubisinin Cdk 2 gen anlatimi uzerine etkisi.
Nef: neferin, Doxo: doksorubisin. *p<0.01 kontrol, **p<0.01

doksorubisin.
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CDK 4 Gen ifadesi

40 pM neferin tedavisi CDK 4 gen ifadesini kontrole gore 0.3 kat azaltirken
0,625 uM doksorubisin tedavisi CDK 4 gen ifadesini kontrole gore 0.2 kat artirmistir.
Kombinasyon tedavisi ise CDK 4 gen ifadesini kontrol grubuna goére 0.3 kat

azaltmisken doksorubisin tedavisine gore 0.5 kat azaltmistir (Sekil 25).
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Kontrol Neferin Doksorubisin Nef+Dox
(40 uM) (0,625 puM)

Sekil 25. Neferin ve doksorubisinin Cdk 4 gen anlatimi lizerine etkisi. Nef:
neferin, Doxo: doksorubisin. *p<0.01 kontrol, **p<0.01
doksorubisin.
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CDK 6 Gen ifadesi
40 pM neferin CDK 6 mRNA ifadesini kontrole gore 0.4 kat azaltirken 0,625

MM doksorubisin tedavisi CDK 6 gen ifadesini kontrole gére 0.2 kat arttirmigtir.
Kombinasyon tedavisi ise CDK 6 gen ifadesini kontrol grubuna goére 0.2 kat

azaltirken doksorubisin tedavisine gore 0.4 kat azaltmistir (Sekil 26).
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Sekil 26. Neferinin ve doksorubisinin CDK 6 gen anlatimi lizerine etkisi.
Nef: neferin, Doxo: doksorubisin. *p<0.01 kontrol, **p<0.01
neferin ve doksorubisin.
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Beklin 1 Gen ifadesi

40 pM neferin beklin 1 mRNA ifadesini kontrole gore 7 kat arttirirken 0,625 yM
doksorubisin tedavisi Beklin 1 gen ifadesini kontrole gére 11 kat artirmistir.
Kombinasyon tedavisi ise Beklin 1 gen ifadesini kontrole gére 10 kat, neferin
tedavisine gore 3 kat arttirmaktayken doksorubisin tedavisine gore ise 0.1 kat
azalmistir (Sekil 27).
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Kontrol Neferin Doksorubisin Nef+Doxo
(40 um) (0,625 uM)

Sekil 27. Neferinin ve doksorubisinin Beklin 1 gen anlatimi lizerine etkisi.
Nef: neferin, Doxo: doksorubisin. *p<0.01 kontrol, **p<0.01
neferin ve doksorubisin.
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ATG7 Gen ifadesi

40 pM neferin tedavisi ATG7 mRNA ifadesini kontrole gore 7 kat arttirmigken
0,625 yM doksorubisin tedavisi ATG7 gen ifadesini kontrole goére 8 kat arttirmigtir.
Kombinasyon tedavisi ise ATG7 gen ifadesini kontrol grubuna gore 7.5 kat, neferin
tedavisine gore 1 kat artirmaktayken doksorubisin tedavisine gore 0.5 kat azaltmistir

(Sekil 28).
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Sekil 28. Neferinin ve doksorubisinin ATG7 gen anlatimi lizerine etkisi.
Nef: neferin, Doxo: doksorubisin. *p<0.01 kontrol, **p<0.01
doksorubisin.
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Snail Gen ifadesi

40 uM neferin tedavisi Snail mRNA ifadesini kontrole gore 0.1 kat azaltirken,
0,625 puM doksorubisin tedavisi Snail gen ifadesini kontrole gére 0.3 kat arttirmistir.
Kombinasyon tedavisi ise Snail gen ifadesini kontrol grubuna goére 0.5 kat
azaltmaktayken, doksorubisin tedavisine gore 0.8 kat azaltmig, neferin tedavisine
gore 0.4 kat azaltmigtir (Sekil 29).
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Sekil 29. Neferinin ve doksorubisinin snail gen anlatimi Uzerine etkisi.
Nef: neferin, Doxo: doksorubisin. *p<0.05 kontrol, **p<0.01
doksorubisin ve neferin.
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TRAIL-R Gen ifadesi

40 pM neferin tedavisi TRAIL-R mRNA ifadesini kontrole gore 0.2 kat
azaltmisken, 0,625 uM doksorubisin tedavisi TRAIL-R gen ifadesini kontrole goére 2
kat arttirmistir. Kombinasyon tedavisi ise TRAIL-R gen ifadesini kontrol grubuna goére
1.7 kat arttirmisken, doksorubisin tedavisine gore 0.3 kat azaltmis, neferin tedavisine
gore 1.8 kat arttirmistir (Sekil 30).
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Sekil 30. Neferinin ve doksorubisinin TRAIL-R gen anlatimi lzerine
etkisi. Nef: neferin, Doxo: doksorubisin. *p<0.01 kontrol, **
p<0.01 neferin ve doksorubisin.
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PTEN Gen ifadesi

40 pM neferin tedavisi PTEN gen ifadesini kontrole gore 0.5 kat arttirmisg,
0,625 pM doksorubisin tedavisi ise PTEN gen ifadesini kontrole gore 4 kat artirmigtir.
Kombinasyon tedavisi PTEN gen ifadesini kontrol grubuna gére 11 kat artirmigken
neferin tedavisine gore 10 kat, doksorubisin tedavisine gore 7 kat artirmigtir (Sekil
31).
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Sekil 31. Neferinin ve doksorubisinin PTEN gen anlatimi Uzerine etkisi.
Nef: neferin, Doxo: doksorubisin. *p<0.01 konrol,**p<0.01 neferin ve
doksorubisin.
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MORFOLOJIK ANALIzZ

Kaltdr besi ortamina ekilen PC3 ve LNCAP hicrelerine ertesi gin 40 yM
neferin, 0,625 pM doksorubisin ve ikisinin kombinasyonu uygulandi ve 48 saat
suresince inklbe edildi. Uygulama sonrasi hlicre medyumlari alinarak PBS ile
yikandi ve invert mikroskopta (x20) goruntilendi.

Elde edilen goruntulerdeki hicre sayilarini MTT ve Annexin § analizlerinde
saglanan verilere benzer oldugu saptandi. Buna gore kombine tedavi ayni

kullanimlara gore daha yuksek diizeyde hicre dlumune sebep olmaktadir (Sekil 32).

Kontrol Neferin

Neferin + Doksorubisin

o

Sekil 32. Uygulamalar sonra hiicrelerin mikroskobik goriintlisu.
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HUCRE DUZEYINDE APOPTOZ ANALIZi

Hlcresel dlzeyde apoptoz analizi androjen-duyarli LNCaP ve androjen-
direncli PC3 hucrelerinde gercgeklestirildi. 48 saatlik tedavi uygulamalari sonrasi PBS
ile yikanan hucreler Hoecsth 33342 boyasi ile boyanarak florasan mikroskop ile

apoptoz cisimcikleri ve kromatin kondenzasyon alanlari belirlendi.
Goruntulere gore neferin dlsuk dizeyde, doksorubisin orta diizeyde apoptoza

yol acarken, kombine tedavide apoptoza ugrayan hidcre sayisinin arttigi
gozlenmektedir (Sekil 33).

Kontrol Neferin
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Sekil 33. Floresan mikroskopta Hoecsth 33342 ile apoptoz gorintiisu.



YARA iYILESMESi (MiGRASYON) DENEYi

Uygulanan tedavi yontemleri ve kombine terapinin kanser hiicre migrasyonuna
olas! inhibe edici etkileri yara iyilesmesi deneyi ile incelendi. Serumsuz ortamda
yapilan uygulamalara gore kontrol grubu hucreleri ylksek dizeyde go¢ ederek 24
saatte huicre migrasyonu meydana geldigi gorulda (Sekil 34).

40 pM neferin uygulanan deney grubunda 24. saatte agik alanin yaklasik %
41,2 kapandigi, 0,625 pM doksorubisinde ise tamamen kapandigi belirlendi.
Kombine uygulamanin ise 24. saatte neferin etkisiyle % 50,5 kapandidi belirlendi
(x20) (Sekil 34).
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Sekil 34. Tedavi uygulamalarinin hiicre migrasyonuna etkisi.
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TARTISMA

Prostat kanseri, erkeklerde sik gelisen malignitelerden biridir (81). Hastalarin
¢ogunda tani esnasinda klinik olarak lokalize tumdr vardir ve bunlar cerrahi ve
radyasyon tedavisi gibi yontemler ile basariyla yonetilmektedir. Bununla birlikte,
baslangicta lokal tanisi olan erkeklerin yaklasik % 10'u metastatik evre ile nikseder
ve hastalarda de novo metastatik prostat kanseri de gelisebilir (82).

Metastatik prostat kanseri, androjen deprivasyon tedavisi ile siklikla taksan-
bazli kemoterapi veya potent androjen reseptdr blokorl (6rn. abirateron asetat arti
prednizon, enzalutamid) ile kombinasyon halinde ydnetilir (47, 83). Ancak hastalik
kastrasyona direncli prostat kanserine (KDPK) donusebili. KDPK hastalarinin
tedaviye yanit oranlari kanser hucrelerinin artan plastisitesine bagli olarak oldukga
degiskendir (84).
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Hint lotusu Nelumbo nucifera’nin yesil tohum embriyolarinda bulunan neferin
bisbenzilizokinolin yapida bir alkaloittir. Farkli kanser hucrelerinde daha 6nce yapilan
calismalara gore neferin, antikanser etkinligi ylUksek dogal bir molekildir. Bu
calismalardan bazilarina gére neferin, osteosarkoma hucrelerinde hicre déngusinu
durdurmakta (85), ¢oklu ila¢ direngli kanser hucrelerinin proliferasyonunu etkin bir
sekilde inhibe edebilmekte (8), akciger kanseri ve néroblastoma hucrelerinde
apoptozu ve otofajiyi uyarmakta (10, 86) ve ovaryum sarkomasinda angiyogenezi
inhibe edebilmektedir (87). Bilinen etkilerine ragmen bu alkaloidin prostat kanseri
hucrelerindeki potansiyel kullanilabilirligi hentuz aydinlatiimamigtir. Bu molekul doza
badli benzer anti-proliferatif etkisini HepG2 karaciger kanser hicrelerinde hucrelerde
mitokondriyal membran batinltgind bozarak, p38, ERK/MAPK sinyal yolaklarini
etkinlestirerek, hicre igi kalsiyum ve ROS dizeyini artirarak, antioksidan rezervi
tuketerek ve lipid peroksidasyona neden olarak gerceklestirmektedir (10, 12, 72, 88).

Neferin Mcf-7 meme kanser hucrelerinde anti-proliferatif etkinligini mitokondri
aracili apoptozun uyarilmasi ve hucre dongusunun duraklatilmasi Uzerinden de
geligtirebilir (89). Neferin akciger kanser hucreleri (65), osteosarkoma (85) ve
ovaryum (90) kanser hucrelerinde hucre dongusunu duraksatarak ve otofajiye (10)
neden olarak da hucre dlumune yol agmaktadir.

Son yillarda biyoaktif bilesikler Gzerine yapilan arastirmalar, kanser dahil
olmak uUzere cesitli hastaliklara kargi terapotik etkilere odaklanmaktadir. Apoptoz,
antimetastatik, antiproliferatif ve antianjiyojenik gibi etki mekanizmalari ile farkli
biyoaktif bilesikler antikanser aktivite gosterir.

Doksorubisin kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir ilagtir. Bu
kemoterapétik ajan prostat kanserinde de belirgin bir aktivite géstermekle birlikte,
kullanimi miyelosupresyon ve kardiyotoksisite gibi dnemli sistemik yan etkileri ve ilag
direnci geligsimi kullanimini sinirlandirmaktadir (91, 92).

Biyoaktif bilesiklerin gerek tek gerekse doksorubisin gibi farmakolojik ajanlar
ile birlesik kullanimi kemoterapdétiklerin yan etkilerini azalttigi gibi, terapotik cevabi da
ust seviyelere ¢ikarabildikleri rapor edilmistir (93), Bu sebeple, yapilan bu ¢aligmada
doksorubisin ile alkaloid neferin kombine kullanilarak prostat kanser hicrelerindeki
tedavi potansiyeli arastirildi.

Yuratulen bu ¢alismadan elde edilen sonuglara gore neferin tedavisi androjen-

direncli ve androjen-duyarli prostat kanseri hicrelerinde konsantrasyon artigi ve
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inkiibasyon suUresine paralel olarak o6nemli duzeyde antiproliferatif etki
g6stermektedir. Onceki literatiir verilerini destekler ydnde 40 uM neferine 48 saat
maruz birakilan PC3 hicrelerinde apoptoza yol agarken, apoptoz-digi hicre 6lumana
de belirgin duzeyde artirmaktadir.

Neferin kaspaz-8 ve sitokrom ¢ mRNA ifadelerini belirgin dizeyde artirdi, Bcl-
XL ve Survivin ifadelerini ise dusurdiu. 25 yM neferine 24 saat maruz birakilan
hepatoselluler karsinoma hucrelerinde Bim, Bid, Bax, Bak, PARP, kaspaz-8, -3, -6, -7
gibi apoptotik protein ve gen ifadelerinin yukseldigi, anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-XL
protein anlatim seviyelerini ise azaldi§i rapor edilmistir (76). llging olarak
calismamizda kullanilan PC3 prostat kanser hicrelerinde neferin Bax, p53 ve
kaspaz-3 ifadesini degistirmeden apoptoza yol acgti. Bu sonu¢ neferinin PC3
hlcrelerinde apoptoza kaspaz-digi yoldan neden olabilecegini dugundurmektedir.

Mitokondriden sitoplazmaya salinan apoptoz uyarici faktor (AlF), endonukleaz
G (Endo G), sitokrom c ve ikinci mitokondri-tirevli kaspaz aktivatoria/dogrudan I1AP-
badli protein (second mitochondria-derived activator of caspase/direct inhibitor of
apoptosis-binding protein, SMAC/DIABLO) gegisi ile kaspazlar aktive edilmeden de
DNA kiridi olusarak da apoptozun gelisebildigi bilinmektedir (94, 95). Bir IAPs Uyesi
olan Survivin‘in neferin tarafindan asagi yonde regile edilmesi, bunun kaspaz-3 ve
kaspaz-7'yi inhibe edici etkinliginin de ortadan kalkarak apoptozun uyariimasi
anlamina gelebilir (89).

Kuguk hucreli olmayan akciger kanseri hucre hattinda yapilan bir calismada
10 uM neferin ile 10 uM sisplatin kombinasyonu PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi, Beklin
1 gen ifadesi ve ROS artisi ile ER stresine yol actigi belirtiimistir (71). Akciger kanser
hicre serisine 48 saat stresince uygulanan 20 uM neferin otofajiyi tetiklemektedir
(10).

Mevcut arastirmamizda da neferin uygulanan PC3 hucrelerinde otofajiyi
dizenleyen genlerden Beklin-1 ve ATG7 mRNA ifadesinin artisi hiicre dlimlerinin en
azindan bir kisminin otofaji aracili  olabilecegini gdstermektedir.  Ayni
konsantrasyonda neferin uygulanan hucrelerin farkli yanit olusturmalari ise neferine
karsi duyarhligin hicre-spesifik olduguna isarettir.

Hucre dongusundn duraklatiimasi genom stabilizesini korumak igin hucreler
tarafindan gelistirilen dnemli bir mekanizmadir. Dongudeki duraklatma DNA hasarina

ugramis hucrelerin gelisen mutasyonlarin onarimina izin verir (96). Hucre
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doéngusunun bozulmasi kanser progresyonuna yol agabilir (97). Simdiye kadar, bir¢ok
dogal bilesigin, htucre dongusunu bloke ederek malign buylime inhibisyon aktivitesine
sahip oldugu bildirilmistir (98-100).

Kanser hucrelerinde hicre dongusinin G1 veya G2/M fazindaki tutulmasi,
neferin tedavi etkinliginin bir kismini olusturuyor olabilir (12, 85). Bu ¢alismadan elde
edilen sonuglara gore neferin PC3 ve LNCaP hucre proliferasyonunu gugliu bir
sekilde dusurmektedir. Tedavi ile birlikte hiicre cogalmasindaki bu azalma, G1 hicre
donguslinde duraklamadan da kaynaklaniyor olabilir. Nitekim insan osteokarsinoma
hdcrelerinde yapilan bir ¢alismada 10 yuM neferinin p38 MAPK ve JNK yolaklari
uzerinden p21 ifadesindeki artisla hicre dongusunin G1 evresinde durdugu
belirtiimistir (73). A549 akciger kanser hucrelerinin disik doz neferin tedavisi p53 ve
bunun efektor proteinini p21 ile hiicre dongusiunu dizenleyen siklin D1'i asagi yonde
regule etmesi sonucu dongu G1 evresinde tutulmustur (12).

Literatlr verilerine de benzer olarak (101-103) PC3 ve LNCaP hucrelerinin
doksorubisine maruz birakilmasi doza bagli antiproliferatif etki olusturdu. PC3
hdcrelerinin uygulamalar sonrasi yapilan qPCR analizlerine gore doksorubisin Bax,
kaspaz-3, TRAIL, kaspaz-8, p53, sitokrom ¢ mRNA ifadelerinde artis ve Survivin’de
ise azalmaya neden olmaktadir.

Doksorubisin prostat kanseri hucrelerinde ROS ve hucre igi kalsiyum
dizeyinde artis ve JAK2/STAT3 sinyal yolunun inhibisyonu sonucu apoptoz
Uzerinden antikanser etki godstermektedir (104). Doksorubisin etkinliginde p53'Un
apoptozu maksimize etmek icin gerekli olabilecegi gosterilmistir (105). Benzer olarak
bu calismada da doksorubisinin LNCaP p53 mRNA ifadesini 2.5 kat artirdigi
saptandi. Bununla birlikte, doksorubisin PC3 hticrelerinde p53 ifadesinde bir degisim
olusturmadi. Bunun sebebi PC3 hicrelerinin p53 geninde allel delesyonu ve
digerinde de stop kodonu Ureten gergceve kaymasi mutasyonu sonucu fonksiyonel
p53 protein Uretiminde eksikligine bagli olabilir (106). Literatlirde bu konuda yer alan
verilere gore doksorubisin antikanser etkinligini yalnizca apoptoz Uzerinden
gerceklestirmemekte, hicre yaslanmasi (senescence), nekroz ve otofajiye de yol
acmaktadir (107, 108).

Yuratulen bu galigmada olasi sinerjik ya da aditif etkiyi test etmek amaciyla

doksorubisin ile neferin birlesik kullanildi. Her birinin IC50 konsantrasyonlari olan
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0,625 uM doksorubisin ve 40 uM neferin kombinasyonu PC3 ve LNCaP hucrelerine
48 saat uygulandi.

Birlesik tedavi ile PC3 hucrelerinde doksorubisinin tek uygulanmasina goére %
16, DHT uygulanan LNCaP hucrelerinde ise % 40 dizeyinde daha fazla hicre élumu
gerceklesti. Akciger kanser modelinde de benzer olarak 10 uyM neferin ile 2 uM
doksorubisin 48 saat kombine tedavisi yaklagik % 20 oraninda daha yuksek viyabilite
kaybina neden oldugu bildirilmistir (65). Bu etkinin G1 hlicre evresinde duraklama,
Bak, bax, bid, kaspaz 9, kaspaz 8, kaspaz 3 ve sitokrom ¢ gen anlatimlarinda artis ve
Bcl-2 ifadesindeki azalmaya bagli gelisen apoptoz sonucu gelistigi bildirilmistir.

Kombine tedavi sonrasi yaptigimiz sitometrik analizlere goére neferinin hiucre
dongusini G1 evresinde tutma etkisi (arrest) devam etmekte, PC3 hucrelerinde
ayrica G2/M fazinda da arreste neden olmaktadir. Bu etkinin sebebi farmakolojik
ajanlarin tek uygulanmasina goére CDK -2, -4, -6 mRNA ifadelerinin daha fazla
dismesine, p21 ve p53 de ise artmasina bagl olabilir. Benzer olarak mide kanser
hicrelerine 48 saat uygulanan 16 pM neferin ve 0.036 uM doksorubisin hicre
doéngusinlt G1 fazinda durdurmaktadir (109).

Birgcok farkli kanser tedavisinde kullanilan doksorubisinin gogu zaman etkisini
artirmak ve toksisiteyi azaltmak igin diger ilaglar ile birlestiriimektedir. Anti-kanser
Ozelliklerine sahip dogal bir seskiterpen lakton olan costunolid ile prostat kanseri
hicre dizilerinde yapilan bir calismaya gore, ROS Uretimi ve mitokondriyal membran
potansiyelinin kaybi ve Bcl-2 aile proteinlerinin modilasyonu yoluyla mitokondri
aracili apoptoza neden olmustur. Bunda c-jun N-terminal kinaz (JNK) ve p38 protein
kinazlarin fosforilasyonunu énemli dl¢tide artirarak yaptigi da rapor edilmistir (110).

Prostat kanserinde dustik PTEN ekspresyonu yuksek dereceli (Gleason skoru
7-10) ve evre tumorlerle iligkilidir ve bu da PTEN genindeki degisikliklerin tGmor
progresyonu ile iligkili olabilece@ini dusundurmektedir (111). Yaptigimiz qPCR
analizlerine goére neferin PC3 hucrelerinde PTEN ifadesinde dnemli bir degisiklik
yapmaz iken, doksorubisin ile kombinasyonu etkiyi guglu bir sekilde artirmaktadir.
PTEN’in tumor baskilayict rolu dikkate alindiginda neferin ile doksorubisin
kombinasyon terapisinde PI3K/Akt/mTOR sinyal yolunun prolifere edici 6zelliginin
baskilanmis olabilecegi dusunulebilir (112).

Prostat kanserli hastalarin yaklasik % 5 - 12'sinde timor Klinik olarak organ-

sinirhidir (113). Bununla birlikte hastalarin yaklasik % 70-80'inde kemik metastazi, 2'si
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nde ise bolgesel lenf nodu metastazi gelisir (114). Prostatta lenf nodu metastazinin
saptanmasi tedavi edilemeyen kanser hastalari igin kotd bir prognoz oldugunu
gOsterir (115). Bu nedenle metastaz mekanizmalarinin anlasilmasi ve hastahgin
daha fazla yayllmasi yeni tedavi stratejileri gelistirmek i¢in 6nemlidir. Yarutilen bu
calismadan elde edilen verilere gore doksorubisin hicre migrasyonu Uzerine onemli
bir etki olusturmazken, neferin ve doksorubisin ile kombinasyonu htcre gogunu gugli
bir sekilde inhibe etmektedir.

Yaptigimiz molekuler analizler neferinin ve kombine tedavinin anti-migrasyon
etkisinde Snail mRNA ifadesindeki baskilanma katki saglamis olabilir. Hicre gdgunu
Onleyici etkisi daha 6nce hepatoseluler karsinoma hucrelerinde de gosterilmigtir (76).
Verilerimize benzer olarak Zhang ve ark. yaptigi bir arastirmaya gore, doksorubisin
tek uygulamada PC3 hdicrelerinin gog¢uni 6nlemede yetersiz kalmaktadir (116).
Bunula birlikte, PISK/PTEN/AKT inhibitoru dazatinib ile kombinasyonu etkiyi
guglendirmektedir. Yapilan baska bir karaciger kanseri hulcrelerinde neferin ile
okzaliplatin kombinasyonu hlicre gécunu 6nemli dizeyde inhibe etmektedir (117).
Benzer olarak, neferin hepatoselliler karsinom hicrelerinde E-kaderin protein
ifadesinde artis ile Vimentin, Snail ve N-kaderin’in asagi regulasyonu yoluyla
Epitelyal Mezensimal gecis ile uyarimis hdcre gb¢u ve invazyon yeteneklerini
bastirmistir (80).

Bu tez calismasindan elde edilen verilere goére, dogal bir alkaloid olan neferin
farkh hicre 6lum yolaklarini uyararak androjen-direncli ve androjen-duyarli insan
prostat kanser hucrelerinin proliferasyonunu 6nemli dizeyde baskilamaktadir.
Metastazda 6nemli bir yer tutan hicre gogu de neferin tarafindan gucli bir sekilde
inhibe edilmektedir. Ayrica, bu molekllin kemoterapi ajani olarak kullanilan
doksorubisin ile kombinasyonu, bu farmakolojik ilacin etkisini belirgin dizeyde
artirmaktadir. Sonug olarak, neferinin tek veya kombine olarak anti-kanser potansiyel
in vivo ileri arastirmalar ile desteklenerek tedavide kullanim potansiyelinin

degerlendiriimesi 6nerilmigtir.
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SONUGLAR

Bu calisma Trakya Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Laboratuvar'inda gercgeklestiriimisgtir. Dogal bir alkaloid olan neferin’in gesitli
kanserlerin tedavisinde rutin olarak kullanilan doksorubisin ile kombine kullanim
potansiyeli prostat kanser hiicrelerinde analiz edildi. Apoptoz, otofaji, hlicre déngusu
ve hicre migrasyonu Uzerine olasi tedavi etkinliginin analiz edildigi bu c¢alisma

sonuglarina gore;
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. Insan prostat kanseri androjen-direncgli PC3 ve androjen-duyarli LNCaP
hicrelerinin neferin ve doksorubisinin degisen konsantrasyon ve inkiibasyon
surelerine bagh olarak duyarlilik gosterdikleri saptandi.

. Her iki gesit hicrenin doksorubisinin ve neferinin farkli dozlarina 48 saat
maruz birakilmasi sonucu ICso degenlerinin sirasiyla 0,6253 (0,08013 - 63,82)
MM ve 39,842 uM (25,33 - 62,65) dizeyinde bulundu.

. Neferin ve doksorubisinin birlesik kullanimi PC3 hicrelerinde yaklasik % 20,
DHT uygulanan LNCaP’lerde ise % 60 oraninda daha yuksek sitotoksisite
gOsterdigi saptandi.

. Her iki farmakolojik ajan da kontrol grubuna gbére apoptoz ylzdesini
artirmaktadir.

. Neferin ve doksorubisin kombine kullanimi PC3 hucrelerinde apoptoz
yuzdesini artirmazken, LNCaP’lerde belirgin dizeyde ylkseltmektedir.

. Neferin tedavisi her iki hiicre gesidinde de hlicre dongusunu belirgin dizeyde
G1 evresinde, doksorubisin ise G2/M evresinde durdurmaktadir.

. Hucre dongusundeki duraksamanin temelinde rol alan genlerin
regulasyonunda degisimlerin yattigi saptandi.

. Doksorubisinin etkisizligine karsin, neferin ve kombinasyonlari PC3 hucre

migrasyonunu belirgin duzeyde inhibe ettigi tespit edildi.
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OZET

Prostat kanseri dunya genelinde erkeklerin en dlumcul hastaliklarindan biridir.
Bu calismanin amaci, geleneksel bir tibbi bitki olan Nelumbo nucifera'nin (Lotus)
tohum embriyosundan izole edilen neferin, bisbenzilizokinolin alkaloidin insan prostat
kanser hucrelerinde doksorubisin tedavisi Uzerindeki etkisini arastirmakti. Prostat
kanseri hucreleri, neferin, doksorubisin veya ikisinin kombinasyonu ile tedavi edildi.

Hucre sagkalimi MTT testi ile belirlendi.

Hucresel apoptoz ve hucre dongu evreleri sitometre cihazinda degerlendirildi.
Hucre migrasyonu yara iyilesme testi ile incelendi. RT-gPCR, mRNA ekspresyonunu
deg@erlendirmek icin kullanildi. Androjen-direngli PC3 ve androjen-duyarli LNCaP
hdcrelerinin neferin ile tedavisi, doz ve zamana bagl bir sekilde hucre canliigini
onemli Olgude azaltti. Bir kemoterapodtik ajan olan doksorubisinin neferin ile
kombinasyonu, anti-proliferatif aktiviteyi anlamh dizeyde artirdi. Sitometrik
degerlendirmeye gore neferin doksorubisinin apoptoz ve G1 fazinda hicre siklusunu

durmasi Uzerindeki etkilerini uyarmaktadir.
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PCR analizleri, kombine tedavi rejiminin kaspaz-3, -8, sitokrom c, p53'u
indUkleyerek ve Bcl-XL ve survivin mRNA ekspresyonunu azaltarak apoptoza yol
actigini gosterdi.

Neferin tedavisi Beklin-1 ve ATG7 genlerini indlkleyerek otofajiye neden
olmaktadir. Hlcre déngusu, G1 fazinda artmis p21 ve dusurtilmis CDK2, CDK4 ve
CDKG6 regulasyonu ile duraklatildi. Ayrica, neferin hicre migrasyonunu inhibe ederek
doksorubisin tedavisine anti-migrasyon yoluyla da katki sagladi. Bu galismadan elde
edilen verilere goére, neferin androjen-direngli ve androjen-duyarli prostat kanseri
tedavisinde tek ya da kombine uygulanabilme potansiyeline sahip olabilecegi, ancak

ileri in vivo arastirmalar ile desteklenmesi gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Prostat kanseri, neferin, doksorubisin, PC3, LNCaP, apoptoz.
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EFFECT OF NEFERINE MOLECULE ON THE SENSITIVITY OF
PROSTATE CANCER CELLS TO CHEMOTHERAPY

SUMMARY

Prostate cancer (PCa) is one of the most lethal diseases of men worldwide.
The aim of this study was to investigate the effect of neferine, bisbenzylisoquinoline
alkaloid isolated from the seed embryo of a traditional medicinal plant Nelumbo
nucifera (Lotus) on doxorubicin therapy in human PCa cells.

Prostate cancer cells were treated with neferine with or without doxorubicin.
Cell survival was tested by MTT assay. Cell apoptosis were assessed by annexin V
staining with cytometry. Cell cycle progression was determined with cell-based
cytometer. Cell migration was evaluated by wound healing test. RT-gPCR was used
to assess mMRNA expression. Neferine treatment of androgen-insensitive PC3 and
androgen-sensitive LNCaP cells significantly decreased cell viability in a dose and
time-dependent manner.

Combination of neferine and doxorubicin, a chemotherapeutic agent,
significantly enhanced its anti-proliferative activity. Cytometric evaluation
demonstrated that neferine induces effects of doxorubicin on apoptosis and cell cycle

arrest at G1 phase.
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PCR analyzes demonstrated that therapy regimes lead apoptosis through
inducing caspase 3 and 8, Bax, p53, and decreased the mRNA expression of Bcl-XL.
Cell cycles were arrested at G1 phase by upregulated p21 and down regulation of
cyclin dependent kinases (CDK) such as CDK2, CDK4 and CDK®6. In addition,
neferine contributed to doxorubicin treatment by anti-migration via inhibiting cell
migration.

According to the data obtained in this study, it was concluded that neferine
may have single or combined potency in the treatment of androgen-resistant and
androgen-sensitive prostate cancer but should be supported by further in vivo

studies.

Keywords: Prostate cancer, neferine, doxorubicin, PC3, LNCaP, apoptosis.
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