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TURKCE OZET

Farkh Direng¢ Fenotiplerine Sahip Prostat Kanseri Hiicre Hatlarinda Apigenin
ve Fenetil Izotiyosiyanat (PEITC) Kombinasyonu ile Olusturulan Prooksidan
Kanser Terapi Modeli Etkinliginin ve Molekiiler Hedeflerinin Arastirilmasi

Kanser hiicreleri saglikli hiicrelerden farkli olarak artmig reaktif oksijen tiirleri
(ROS) dizeyi ve yuksek endojen oksidatif strese karsi gelistirdikleri redoks
adaptasyonu ile karakterizedir. Bu karakteristik, eslik eden pek ¢ok onkogenik
regulasyon ile hem hiicre icinde hem de tiimor mikrogevresinde kanser progresyonuna
katki saglamakla birlikte kanser spesifitesi yiiksek bir terapotik stratejinin de temelini
olusturmaktadir. Kanser hiicrelerinde normal hiicrelerden farkli olarak endojen ROS
diizeyinin yiiksek olmasi, hiicrelerde ROS artisiyla tetiklenen hiicre Sliimiine karsi
kanser hiicrelerini daha duyarli hale getirmektedir. Prooksidan kanser terapi olarak
adlandirilan bu tedavi modeli son yillarda ilgi ¢eken g¢alisma konulari arasinda
bulunmaktadir. Bu kapsamda potansiyel prooksidan 6zellikleri nedeni ile bitkisel
sekonder metabolitler olan flavonoidler dikkat gekmektedir.

Prostat kanseri (PK), erkeklerde sik rastlanan bir solid doku kanseri olup giincel
tedavi protokollerine ragmen metastatik kastrasyona direncli PK (mKDPK)’nin
tedavisinde hala klinik zorluklar yasanmaktadir.

Mevcut tez calismasinda redoks adaptasyonu acisindan farkli direng
fenotiplerine sahip PK hiicre hatlar1 (metastatik, hidrojen peroksit direngli-metastatik
ve mKDPK) ile prostatik epitel hicrelerinde bir flavonoid turt olan Apigenin ve
antioksidan inhibisyon ajani fenetil izotiyosiyanat (PEITC) kombinasyonuyla kanser
hiicreleri i¢in arttirilmis redoks manipiilasyonu saglanarak PK’nde yenilik¢i bir
prooksidan kanser terapi modeli olusturulmus, modelin PK hicrelerindeki etkileri ile
redoks iligkili hedefleri ilk kez aragtirilmis ve bulgular mKDPK ’nin giincel tedavisinde
kullanilan Cabazitaxel monoterapisinin prooksidan etkileriyle karsilastiriimistir.
Redoks adaptasyonuna neden olan molekiler mekanizmalar belirlendikten sonra
hlcrelerde, terapilerin sitotoksik, apoptotik, oksidatif, mitokondriyal, anti-androjenik
ve redoks adaptasyonu tzerindeki etkileri ve kullanilabilirligi degerlendirilmistir.
Sonug olarak, redoks adaptasyonunu hedef aldig: belirlenen, kanser segici prooksidan
etkinligi daha yiiksek, PK i¢in anti-androjenik etkili alternatif bir terapi modeli
olusturulmustur.

Anahtar kelimeler: Prostat kanseri, Apigenin, PEITC, Cabazitaxel, prooksidan
kanser terapi
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INGILiZCE OZET

Investigation of Efficiency and Molecular Targets of Prooxidant Cancer
Therapy Model Generated by Combination of Apigenin and Phenethyl
Isothiocyanate (PEITC) in Prostate Cancer Cell Lines with Different Resistance
Phenotypes

Unlike healthy cells, cancer cells are characterized by increased reactive oxygen
species (ROS) levels and redox adaptation to high endogenous oxidative stress. While
this characteristic contributes to cancer progression both in the cell and tumor
microenvironment with many accompanying oncogenic regulations, it also forms the
basis of a therapeutic strategy with high cancer specificity. The high level of
endogenous ROS in cancer cells, unlike normal cells, makes cancer cells more
sensitive to cell death triggered by increased ROS levels. This treatment model, called
prooxidant cancer therapy, has been among the research fields of interest in recent
years. In this context, flavonoids, secondary plant metabolites, draw attention due to
their potential prooxidant properties.

Prostate cancer (PC) is a common solid tissue cancer in men. Despite the current
treatment protocols, there have still been clinical challenges in treating metastatic
castration-resistant PC (mCRPC).

In the current thesis, enhanced redox manipulation was supplied for PC cell lines
with different resistance phenotypes in redox adaptation (metastatic, hydrogen
peroxide resistant-metastatic, and mCRPC cells) using a flavonoid species, Apigenin,
combined with phenethyl isothiocyanate (PEITC), an antioxidant inhibiting agent.
With the study, an innovative prooxidant cancer therapy model was generated for PC.
Its effect and redox-related targets were investigated on PC cells for the first time, and
the findings were compared with the prooxidant effects of Cabazitaxel monotherapy,
which is used in the current treatment of mMCRPC. After determining the molecular
mechanisms that lead to redox adaptation, the usability of the therapies and their
effects, including cytotoxic, apoptotic, oxidative, mitochondrial, anti-androgenic, and
redox-targeted manipulations, were evaluated in the cells. As a result, an alternative
therapy model was established with anti-androgenic effects and higher cancer-
selective prooxidant activity for PC, which was determined to target redox adaptation.

Keywords: Prostate cancer, Apigenin, PEITC, Cabazitaxel, prooxidant cancer therapy
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerde biiylime ve boliinme kontroliinlin kaybi ile karakterize,
hiicresel diizeyde genetik temelleri bulunan, i¢ ve dis faktorlerin birlikte rol oynadigi,
cok nedenli ve ¢ok basamakli 6liimciil bir hastaliktir. Kanser hiicrelerinin genel
Ozellikleri arasinda otonom bilyiime sinyallerinin varligi, anti-blytime sinyallerine
kars1 duyarsizlik, programli hiicre 6liim mekanizmalarindan kagis, sinirsiz replikatif
potansiyel, anjiyogenez, invazyon ve metastaz yetenegi yer almasina ragmen giintimiiz
perspektifinde kanserin progresif 6zelliklerinden yalnizca kanser hiicresinin igerisinde
gerceklesen degisimlerin sorumlu olmadigi, endojen faktorler kadar kanser
hiicrelerinin  igerisinde  bulunduklar1  mikrogevreyi ilgilendiren onkogenik
faktorlerinde bu siirece katki sundugu aciktir. Bu nedenle kanser hicresini
ilgilendirdigi kadar disg ortamla da baglant1 saglayan ve onkogenik mekanizmalarin
aktiflesmesinde rolii bulunan genomik instabilite, enerji metabolizmasinin yeniden
programlanmasi, tiimor uyarici inflamasyon, immiin sistemden kacis ve stres
adaptasyonu gibi 6zellikler de kanser hiicresinin genel karakteristikleri arasina dahil
edilmistir (Fouad & Aanei, 2017; Hanahan & Weinberg, 2011; Meirson, Gil-Henn &
Samson, 2020).

Stres adaptasyonu, kanser hiicrelerinin hayatta kalmalari igin pek ¢ok kosula
kars1 gelistirdikleri veya yeniden diizenledikleri onkogenik siireclerin biitiiniinii ifade
eden genis bir tanimdir. Kanserde iyi tanimlanmis stres adaptasyonlarindan biri kanser
hiicrelerinin  endojen  oksidatif stres artisgina  karsi  gelistirdikleri redoks
adaptasyonudur. Redoks adaptasyonu gelistirmis bir kanser hiicresi normal
hiicrelerden farkli olarak hiicre i¢i artmus reaktif oksijen tlrleri (ROS) duizeyi, endojen
kronik oksidatif stres, artmis antioksidan kapasite ve gelisen redoks adaptasyonu
sayesinde oksidatif stres direnci ile karakterizedir. Kanser hiicrelerinde redoks duyarli
transkripsiyon faktorlerinin (Nrf2, NF-xB ve Hif-a)) aktiflesmesi ile gelisen redoks
adaptasyonu, hastaligin progresyonunu ilgilendiren i¢ ve dis pek c¢ok siirecin
baslamasina ve devam etmesine 6nemli katkilar saglayan bir mekanizma olmasina ek
olarak kanser hiicrelerinin terapotik hedeflenebilirligi ile ilgili stratejik bir 6neme
sahiptir (Kim, Kim & Seo, 2019).



Redoks adaptasyonu sayesinde kanser hiicrelerinde saglikli hiicrelerden farkl
olarak artmis olan ROS diizeyi, redoks manipiilasyonlari ile kanser hiicrelerinin toksik
ROS diizeyine daha ¢abuk ulagsmasini ve bdylece kanser se¢iciligi yiiksek bir terapi
stratejisi ile hedeflenebileceklerini ortaya koymaktadir. Yani antikanser bir strateji
olarak redoks manipiilasyonlarinda ama¢ primer terapdtik hedef olan kanser
hiicrelerinde artmis olan ROS seviyesini toksik esik degere c¢ekmektir. Kanser
tedavisinde redoks manipiilasyonlarin1 igeren bu terapi modelleri genel olarak
“prooksidan kanser terapi” olarak adlandirilmaktadir ve kanser hicrelerinin redoks
adaptasyonunun bozulmasindan daha ¢ok etkilenmesi prooksidan kanser terapinin
secici toksisitesinin temelini olusturmaktadir (Firczuk, Bajor, Graczyk-Jarzynka,
Fidyt, Goral & Zagozdzon, 2020; Ghoneum ve ark., 2020; Glasauer & Chandel, 2014;
Kim ve ark., 2019; Trachootham ve ark., 2009).

Bu amagla kanser hicrelerinde (i): direkt olarak oksidasyon yetenegine
(prooksidan etkiye) sahip bazi ajanlar kullanarak dogrudan ROS seviyesinin artis1
saglanabilmektedir. Boylece, kanser hiicrelerinde ROS diizeyi toksik esik diizeyin
tizerine ¢ikarilarak stresle indiiklenmis programli hiicre dliimleri uyarilabilmektedir.
Alternatif olarak (ii): hicresel antioksidan savunma sistemini bloke edebilme
ozelligine sahip bazi ajanlar (Fenetil izotiyosiyanat, PEITC; buthionin sulfoksimin,
BSO; imexon, sulforofan gibi) kullanilarak ROS’a karsi savunma mekanizmasini
ortadan kaldirma yolu ile kanser hiicrelerinin artmis olan ROS diizeyine kars1 toleransi
azaltilabilmektedir. Antioksidan inhibisyon yaklagiminda da, kanser hucrelerinde
antioksidan savunma sisteminin bloke edilmesi ile hiicrelerde artmig ROS diizeyinin
toksik degere esitlenmesi saglanmaktadir. Son yillarda iki yaklasim kombinlenerek
hem endojen ROS diizeyinin arttirilmas1 hem de antioksidan savunma sistemi tizerinde
inhibisyon saglayici etkilerin saglanmasi ile olusturulan arttirilmis prooksidan
terapiler de, kanser spesifitesi daha yiksek prooksidan terapi secenekleri arasinda yer
almaktadir (Firczuk ve ark., 2020; Ghoneum ve ark., 2020).

Prostat kanseri (PK), erkeklerde akciger kanserinden sonra ikinci en sik
rastlanan solid doku kanseri olup kansere bagli oliimler arasinda altinci sirada
bulunmaktadir. Son on yilda hastaligin tan1 ve tedavisinde biiyiik ilerlemeler
kaydedilmesine ragmen metastatik kastrasyona direngli PK (mKDPK)’nin tedavisinde

klinik basar1 elde edilememektedir. Metastatik PK’nin giincel tedavisinde hastaligin



baslamasinda ve ilerlemesinde major role sahip onkogenik androjen reseptor (AR)
sinyalizasyonunu hedef alan ve prostat spesifik antijen (PSA) dizeyini azaltmaya
yonelik androjen deplesyon tedavileri ile siklikla taksan bazli kemoterapotikler
kullanilmaktadir. Yasam siiresi iizerine avantaji oldugu belirlenerek mKDPK’nin
ikinci basamak kemoterapisinde kullanilmak {izere onaylanan son taksan tiirevi ise
Cabazitaxel’dir. Ancak kanser hiicrelerinde gelisen diren¢ mekanizmalar1 ve taksan
bazli kemoterapinin 6zellikle yasli hastalardaki yan etkileri ilacin kullanimini ve
basarisin1 sinirlamaktadir. Bu nedenle mKDPK tedavisinde kullanilmak iizere giincel
tedaviler iyilestirilmeye ve gelistirilmeye devam etmektedir (Gillessen ve ark., 2020;
Rebello ve ark., 2021).

Bitkisel sekonder metabolitler, pek cok kanser tiriinde antikanser etki
mekanizmalarinin ¢ok yonlii olmasi nedeni ile kanser tedavisinde umut vaat eden
kiiciik dogal bilesiklerdir. Fenil benzopiran halka yapisina sahip, bitkisel sekonder
metabolit grubuna dahil olan flavonoidler de bu kapsamda dikkat ¢eken bilesikler
arasinda bulunmaktadir. Cesitli flavonoidlerin ise son yillarda farkli kanser tiirlerinde
prooksidan etki mekanizmalari arastirilmaktadir. Apigenin flavon sinifina ait, agik sar1
renkli bir flavonoid tirtdir. Apigeninin 16semi, osteosarkoma, karaciger, tiroid,
pankreas, serviks kanseri, gastrik kanser, mesane kanseri, mezotelyoma, meme kanseri
ve glioblastoma in vitro ve in vivo tiimoér modellerinde ROS artisina neden olarak
programli hiicre 6liimiinii uyardig tespit edilmistir. Bilesigin redoks adaptasyonunu
hedef alan etkileri ise yalnizca karaciger kanserinde belirlenmis, tiimdr boyutunu
azaltict etkileri Nrf2 inhibisyonu ile uyumlu bulunmus ve kanserli hepatositlerde
mitokondriyal hasara bagli olarak selektif sitotoksisite gosterdigi tespit edilmistir
(Gao, Zhang & Ke, 2017; Seydi, Rasekh, Salimi, Mohsenifar & Pourahmad, 2016).
PK’nde iliskili olabilecek kapsamda gerceklestirilen tek ¢alismada ise 22Rvl PK
hiicre hattinda ve in vivo timor modelinde Apigeninin neden oldugu ROS aracili
mitokondriyal hasarin p53 bagimli apoptotik aktivasyon ile iligkisi incelenmistir
(Shukla & Gupta, 2008). Apigeninin ROS artisina baglh apoptotik etkileri PK de dahil
olmak iizere c¢esitli kanserlerde dogrulanmis olmasina ragmen ajanin prooksidan
kanser terapide kullanilabilecek segici etkilere sahip potansiyelde bir kemoterapotik
aday1 olup olmadigi heniiz aydinlatilmamis ve kanserde onkogenik redoks adaptasyon

mekanizmalar1 Gzerine etkileri detayli tanimlanmamustir.



Mevcut tez galismasinda, kanser hiicrelerinde ROS artiginin Apigenin ile ve
hiicresel antioksidan inhibisyonunun ise PEITC ile saglanmasi hedeflenerek iki dogal
bilesigin kombinasyonuyla arttirilmis prooksidan etkileri 6ngoriilen yeni bir in vitro
kanser terapi modeli olusturulmasi; kombin terapinin redoks adaptasyonu agisindan
farkl1 direng fenotiplerine sahip PK hiicre hatlarinda redoks adaptasyon mekanizmasi
ile AR sinyalizasyonunu hedef alan molekiler mekanizmalar (zerine etkilerinin
belirlenmesi ve ilgili mekanizmalar agisindan Cabazitaxel monoterapi etkinligi ile
karsilagtirilmas1 amaglanmistir. Bu kapsamda tez ¢aligmasi dahilinde metastatik PK
hiicre hatt1 (LNCaP), LNCaP hiicrelerinden hidrojen peroksit direnci gelistirilerek elde
edilen redoks adapte hiicre hatti (LNCaP-HPR) ve mKDPK hiicre hattina (C4-2) ek
olarak saglikli prostatik epitel hiicre hattt (RWPE-1) kullanilmistir. LNCaP-HPR
hiicre hattinda gerceklestirilen direng validasyonlariyla redoks adaptasyonuna neden
olan mekanizmalar belirlendikten sonra Apigenin ve PEITC kombinasyonu ile
Cabazitaxel’in sitotoksik ve apoptotik etkileri analiz edilmis olup hiicrelerde
prooksidan etkilerin degerlendirilebilecegi uygun selektif dozlar, zaman dilimleri ve
kombin uygulamada ajanlarin farmakolojik etkilesimleri tespit edilmistir. Belirlenen
dozlarda ve zaman dilimlerinde prooksidan kombin terapi modelinin ve Cabazitaxel’in
hiicrelerde oksidatif stres artis1 (endojen hidrojen peroksit ve siiperoksit diizeyleri),
mitokondriyal membran potansiyeli, hiicresel antioksidan savunma sistemi ana
molekili olan total glutatyon (GSH) seviyesi, antioksidan savunma sistemi
enzimlerini kodlayan genlerin mRNA dUzeyi; redoks duyarli transkripsiyon faktorleri
ile AR ve PSA’nin mRNA ve protein diizeyleri ile bu proteinlerin tedavi sonrasinda
subselliiler lokalizasyonlar {izerine etkileri incelenmistir.

Sonug olarak Apigenin ve PEITC kombinasyonu ile secici sitotoksik, apoptotik
ve prooksidan etkileri Cabazitaxel’e gore yiksek olan, redoks adaptasyonunu hedef
aldig1 belirlenen ve anti-androjenik etkileri bulunan PK icin alternatif olabilecek
potansiyele sahip yeni bir in vitro prooksidan kombin terapi modeli olusturulmus ve

ilk kez bu terapi modelinin in vitro etkinligi ve kullanilabilirligi PK’nde gosterilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanserin tanim

Kanser; hicre boltinmesi kontroliiniin kaybedilmesi, invaziv ve metastatik
potansiyel ile primer bdlgeden farkli viicut dokularina yayilabilen 6zellikteki anormal
hiicrelerin gelisimi ve siirekli olarak ¢ogalmasi ile karakterize edilen, ¢cok nedenli ve
cok basamakli, hiicresel diizeyde genetik bir hastaliktir. Kanser hastaliginda temelde
yer alan anormallik kanser hiicrelerinin siirekli olarak, programsiz ve diizenlenemeyen
proliferasyonudur. Bu nedenle kanserlesme siireci pek ¢ok bozulmus hiicresel strecin
bir sonucu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bir hiicrenin saglikl sekilde hayatta kalmasi
hiicrenin davranisin1 kontrol eden sinyallere karsi denge igerisinde cevap vermesini
gerektirir, ancak kanser hicresinde hicre ici homeostazinin bozulmasi nedeni ile
hiicresel davranis kontrolii kaybolmaktadir. Bunun sonucunda kanser hiicreleri normal
dokular1 ve organlar istila ederek en sonunda tiim viicuda yayilim gostermektedir.
Kanser hiicrelerinin tamaminda goriilen biiyiime ve boliinme kontroliiniin kaybu,
kanserlesme siireci icerisinde hiicre genomunda biriken ¢oklu genetik ve epigenetik
degisimlerin bir sonucudur ve bu 6zellik kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran
temel bir 6zelliktir (Fouad & Aanei, 2017; Hanahan & Weinberg, 2000; Hanahan &
Weinberg, 2011).

Kanser, tiim diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci 6nde gelen
Olim nedenidir ve giiniimiizde farkli tedavi yontemleri gelistirilmeye devam
etmektedir. Son yillarda, kanser etiyolojisi alaninda 6nemli gelismeler ger¢ceklesmistir.
Kanserin Onlenmesi, teshis ve tedavi alaninda 6lim oranlarimi azaltacak Onemli
gelismeler yasanmasina ragmen bazi kanser tiirleri ve bunlar tetikleyen risk faktorleri
nedeniyle diinyanin farkli bolgelerinde kanser Oliim oranlari artmaya devam
etmektedir (Wu, Zhu, Thompson & Hannun, 2018). Sigara, enfeksiyon, obezite,
fiziksel aktivite azlig1, alkol, hava kirliligi, radyasyon gibi farkli risk etmenleri hastalik
riskini arttirmakla birlikte, genetik yatkinlik ve immiin sistem isleyisindeki
bozukluklar da 6liim oranlarinin artisinda biiyiik 6neme sahiptir (Sloan & Gelband,

2007; Wu ve ark., 2018).



2.2. DUnya’da ve Turkiye’de glncel kanser yuku istatistikleri

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ne baglh Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
(IARC)’1n 15 Aralik 2020'de yayinladigi (GLOBOCAN 2020) kiiresel kanser yiikiine
iliskin son istatistikler, diinyada her 5 kisiden birinin kansere yakalandigini, tan1 alan
bireylerin erkeklerde 1:8 ve kadinlarda 1:11 oraninda kanser nedeni ile yasamini
kaybettigini gostermektedir. Ayn1 raporda 2020 yilinda 19.3 milyon yeni vaka ve
yaklasik 10.0 milyon 6liim ile kiiresel kanser hizinin artis gosterdigi agiklanmistir
(Sekil 1A). Istatistiklere bakildiginda yasa ve cinsiyete bagli olmaksizin yeni vaka
oranina gore listelenmis en sik goriilen kanser tipleri sirasiyla; meme, akciger,
kolorektal, prostat, mide, karaciger, serviks ve 6zofagus kanserleridir. Kansere bagl
kiiresel 6liim oranlar1 yasa ve cinsiyete bagli olmaksizin siralandiginda ise akciger,
kolorektum ve karaciger kanserlerinin 6nde oldugu goriilmektedir (Sung ve ark., 2021;

Sekil 1B).

Meme
2261419 (11.7%)

Akciger
2206771 (11.4%)
Diger
8275 743 (42,9%) Kolorektal
y 1931 590 (10%)
Prostat
1414 259 (7.3%)
6zofngus Mide
604 100 (3.1%) 1089 103 (5.6%)
Serviks Karaciger
604127 (3.1%) 905 677 (4.7%)
A Total: 19.292.789 vaka
Alkciger
i ?96c=§fhsm
Diger
3557 464 (35.7%)
Kolorektum
935173 (9.4%)
Prostat Karaciger
375304 (3.8%) 830 180 (8.3%)
Pankreas Mide
466 003 (4.7%) 768 793 (7.7%)
Ozofagus Meme
544 076 [5.5%) 684 996 (6.9%)
B Total: 9.958.133 &liim

Sekil 1. GLOBOCAN 2020 verilerine bagli (A) goriilme oranina gore ve (B) kansere
bagli o6liim oranina gore kiiresel kanser yiikii istatistikleri (GLOBOCAN 2020,
http://gco.iarc.fr/)
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Yasa bagl standardize edilen kiiresel kanser insidans oranlar1 incelendiginde
ise meme, prostat ve akciger kanserlerinin en sik goriilen ilk ti¢ kanser tiirii oldugu
bildirilmistir. Kiiresel boyutta yasa bagli erkeklerde en sik akciger ve prostat kanserti;
kadinlarda ise meme ve kolorektal kanserler goriilmektedir (Sung ve ark., 2021).

Tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde de yillik yeni tani alan kanser hastasi
sayist artig gostermektedir. Tiirkiye’de 2020 yilinda 84.339.067 toplam nifus
igerisinde 233.834 yeni kanser vakasi ve 126.335 kansere bagli 6liim kayit altina
almmistir (GLOBOCAN 2020, http://gco.iarc.fr/). Turkiye’deki 2020 istatistiklerine

gore yasa ve cinsiyete bagli olmaksizin sirasiyla; akciger, meme, kolorektal, prostat ve
tiroid kanserleri en sik goriilen kanser tipleri olup tiim kanserlerin %50’sinden
fazlasii olusturmaktadir (Sekil 2A). Ulkemizde kansere bagl 6liim oranlarinda énde

olan ilk {i¢ kanser tiirii ise akciger, kolorektal ve mide kanseri olarak tespit edilmistir

(Sekil 2B).
Akciger
41264 (17.6%)
I Meme
24175 (10.3%)

Diger |
88 755 (38%)
Kolorektum
21191 (9.1%)
Mesane Prostat
12 248 (5.2%) 19444 (8.3%)
Mide Tiroid
13075 (5.6%) 13 682 (5.9%)
A Total: 233.834 vaka
Akciger
Diger 37070 (29.3%)
41378 (32.8%)
Karaciger Kolorektum
5461 (4.3%) 10 798 (8.5%)
Prostat Mide
5464 (4.3%) 10789 (8.5%)
Meme Pankreas
7 161 (5.7%) 8214 (6.5%)
B Total: 126.335 §liim

Sekil 2. GLOBOCAN 2020 verilerine bagli (A) goriilme oranina gore ve (B) kansere
bagli 6lim oranina gore Tiirkiye kanser yuki istatistikleri (GLOBOCAN 2020,
http://gco.iarc.fr/)
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Istatistiklere bagl veriler toplumumuzda 75 yas oncesi her 4 kisiden birinin
kanser tanis1 aldigin1 gostermektedir. Ulkemizde erkeklerde en sik goriilen kanserlerin
akciger ve prostat kanserleri; kadinlar da ise meme ve tiroid kanserleri oldugu
belirlenmistir. Erkeklerde hem kanser sikliginin hem de kansere bagli yasam
kayiplarinin kadinlara goére sigara tiiketimine bagli oldugu diisiiniilen belirgin

yiiksekligi dikkat cekmektedir (Tablo 1).

Tablo 1. *GLOBOCAN 2020 verilerine gore Turkiye kanser istatistiklerinin 6zeti

Erkekler Kadinlar  Her iki cinsivet

Toplum 41636125 42702942 84339 067
Yeni vaka sayis1 132 816 101 018 233 834
Yasa gire standardize edilmis her 100.000 kiside yeni vaka savisi 291.5 188.0 2315
75 yasindan dnce kanser gelisme riski (%) 292 184 233
Kansere bagl yasam kayiplarimn sayis1 78 949 47 386 126 335
Yasa gire standardize edilmis her 100.000 kiside yillik kansere bagl éliim sayis: 171.6 814 120 .4
75 yasindan dnce kansere bagli yasam kayb riski (%) 182 8.6 13.0
S5-yillik aktif vaka sayis1 300071 281 565 581 636
Akciger Meme Akciger
Prostat Tiroid Meme
Melanom disi cilt kanseri hari¢ en sik goriilen 5 kanser Kolorektal Kolorektal Kolorektal
Mesane Akciger Prostat
Meme Rahim Tirond

*(GLOBOCAN 2020 http://gco.iarc.fr/)

2.3. Kanser olusumunu tetikleyen etmenler

Kanser, hucresel duzeyde genetik bir hastaliktir. Tim kanserler, kanser
hiicresinin genomunda bir dizi ardisik mutasyon olusmasi ve mutasyonlarin birikimi
sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Kanserlerin %10-15"nin kalitimsal oldugu, geriye kalan
%85-90’min ise yasam boyunca DNA’nin mutajenlere maruz kalmasi sonucu gen
mutasyonlarinin ortaya ¢ikmasi, genomun i¢ ve dis etmenlere kars1 daha duyarli hale
gelmesi ve yaslanmaya bagli replikasyon hatalar1 gibi nedenler ile olustugu
diistiniilmektedir (Hassanpour & Dehghani, 2017). Bu nedenle ¢ok nedenli ve ¢ok
basamakl1 bir hastalik olan kanserde yas, aile dykiisii, bakteriyal ve viral kaynaklar,
radyasyon, beslenme aligkanligi, sigara kullanimi ve karsinogenik etkisi bulunan

kimyasallara maruziyet gibi bir¢ok dis ve i¢ etmen suglanmaktadir (Wu ve ark., 2018).
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2.3.1. Kanser olusumunda etkili dis etmenler

WHO, kanserlerin %80’inin kanser olugum riskini arttiran veya direkt kansere
neden olabilen fiziksel, kimyasal ve biyolojik etmenlere bagli gelistigini 6ne
sirmektedir ~ (National = Cancer Institute, Risk Factors for  Cancer,
https://www.cancer.gov/about-cancer/causes-prevention/risk).
2.3.1.1. Yas

Kanser olusumunda en 6nemli risk faktorii yastir. Kanser, gen¢ yaslarda da
goriilebilmekte ancak cogunlukla 55 yas {listii bireylerde ortaya c¢ikmaktadir. Bu
durumun en Onemli sebebi yasliligin karsinogenez i¢in uzun bir zaman aralif
saglamasidir. ileri yas, progenitor hiicrelerde hasar birikimine neden olan ve hiicrenin
davranigsal kontroliinii kaybetmesine yol agan birtakim etmenlere karsi daha uzun siire
maruz kalinmasi anlamina gelmektedir (de Magalhaes, 2013). Yasla birlikte goriilme
siklig1 en yliksek oranda artis gosteren kanser tiirii ise prostat kanseridir (Rawla, 2019).
2.3.1.2. Aile dykusu

Ailesel kanserler ayni aileye mensup bireylerde ayni kanser tiiriintin siklikla
gorilmesini; kalitsal kanserler ise ilgili kanser tiirleri i¢in suclanan bir genetik
degisikligin ayn1 ailede kusaklar arasinda aktarilma yolu ile neden oldugu kanser
tdrlerini ifade etmektedir. Genel olarak bir aile igerisinde artmis olan kanser sikliginin,
kalitsal duyarlilik, paylasilan ortak cevre ve davranislarin bir kombinasyonundan
kaynaklandig1; multifaktoriyel etkilesim ile, aile Oykiisiiniin kanser i¢in yiiksek risk
faktorii oldugu bilinmektedir (Lichtenstein ve ark., 2000; Mucci ve ark., 2016)
Ornegin; birinci derece yakinlarinda prostat kanseri olan erkeklerde prostat kanseri
gelisme riskinin 2-3 kat arttigi ve agresif prostat kanserinin daha yiiksek oranda
gozlendigi bildirilmistir (Barber ve ark., 2018). Aile dykiisiiniin kanser ile iligkisinin
daha belirgin ve net olarak agiklanabildigi meme ve kolorektal kanserlerde
gerceklestirilen calismalar ve degerlendirmeler géz Oniline alindiginda ise, ailede
kanser Oykusu olan bireylerin diizenli kontrollerinin gergeklestirilmesi ve uygun
genetik danismanlik ile bilgilendirilmesi gerekmektedir (Wu ve ark., 2018).
2.3.1.3. Diyet ve obezite

Obezite; kanser gelisimi basta olmak iizere farkli bir¢ok kronik hastaliga neden
olan ciddi bir saglik sorunudur. Obezite, fiziksel aktivite ve diyet aligkanliklarinin

kansere yakalanma riskini %20 arttirdig: bilinmektedir.
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Yapilan calismalar ozellikle; serviks, 6zofagus kanseri, kolorektal, meme,
prostat kanserleri ile beslenme ve obezite arasinda anlamli bir iliski oldugunu 6ne
siirmektedir. Diyet aligkanlig1 ve obezitenin kanser risk faktorleri olarak tanimlanmasi;
instlin, instlin benzeri blyume faktorl-I, cinsiyet steroidleri ve adipokinler gibi
faktorlerle iliskilendirilmektedir (De Pergola & Silvestris, 2013). Bu faktorlerin
diizensiz inflamatuar yanit olusturmasi sonucu metabolizma kontrolii bozulmakta ve
yag dokularinda sitokin iiretimi, timor gelisimini destekleyen kronik bir inflamatuar
mikrogevre olusmaktadir. Bu nedenle diyet ve obezite kanser olusumu ve gelisiminde
onemli cevresel etmenlerdir (Seiler, Chen, Brown & Fagundes, 2018; Wu, Powers,
Zhu & Hannun, 2016).
2.3.1.4. Sigara ve alkol kullanim

Sigara kullanimi, akciger kanseri basta olmak tizere diger kanser tiirleri i¢in de
O6nemli bir risk faktoriirdiir. Son 50 yilda, tiitin kullaniminin artmasi ile
adenokarsinomalar en yaygin kanser alt tipleri haline gelmistir (Aizawa ve ark., 2016;
Furrukh, 2013). Sigara dumaninda bulunan benzen gibi karsinogenik etkili pek ¢ok
bilesik hava yolu ile viicuda alinarak kanser riskini ciddi olciide arttirmaktadir.
Benzene maruziyet ve kanser riski arasindaki en giiclii veriler akut miyeloid 16semi
hastalarindan elde edilmistir. Fazla diizeyde benzene maruz kalan kimya sanayi,
rafineri ve ayakkabi imalati ¢alisanlarinda akut miyeloid 16seminin daha sik olarak
gelistigi bildirilmis ve TARC benzeni bilinen insan karsinojeni olarak siniflamistir
(Loomis ve ark., 2017). Uzun siireli alkol kullaniminin ise basta karaciger kanseri
olmak tzere kolon ve rektum kanserlerinde risk artisina neden oldugu belirlenmistir.
Alkol tiiketiminin 6zellikle primer karaciger kanseri ile iligkili oldugu, ¢ok sik
kullaniminin hastalarin bir kisminda karaciger tahribati, inflamasyon ve siroza neden
olarak karaciger kanserine yol agabildigi gosterilmistir (Bagnardi, Blangiardo, La
Vecchia & Corrao, 2001; Connor, 2017).
2.3.1.5. Kimyasal maruziyeti ve ¢evre Kirliligi

Organik bilesiklerin yanmasi sonucu ortaya ¢ikan polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, aromatik aminler, azot oksitler, formaldehit, benzen, epoksit turevleri,
nitrozamidler, 1,3-butadien gibi ugucu organik bilesikler, sigara dumani bilesenleri,
radon, asbest, arsenik, paraben, nitratlar, organik klorlu bilesikler (dioksin), biyositler

(organik klor, karbamat ve karbinol grubu tasiyanlar), pestisitler gibi pek cok kimyasal
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madde cevresel kirlilige neden olarak insanda primer karsinogenik (direkt), sekonder
karsinogenik (prokarsinogenik), kokarsinogenik ya da immunsupresif etki
gostermektedir. Kimyasal maruziyeti 6zellikle ¢ocukluk ¢agi kanserleri, akut 16semi,
akciger, pankreas, melanoma, karaciger, mesane ve meme kanserlerinin gelisme
riskini arttirmaktadir (Antwi ve ark., 2015; Poon, McPherson, Tan, Teh & Rozen,
2014; Wu ve ark., 2018).
2.3.1.6. Ultraviyole 1s1nlar ve iyonize radyasyon

Ultraviyole (UV) 1smlar1 tam kanserojen olarak siniflandirilmaktadir. UV,
DNA’da pirimidin dimerlerinin olusumunu tetikleyerek replikasyon hatalarina yol
acmakta ve hiicrelerde oksidatif stres artisina neden olmaktadir. UV 1sinlarina asiri
maruz kalindiginda, en yaygin ii¢ cilt kanseri tiirii; bazal hiicreli karsinom, skuaméz
hiicreli karsinom veya malign melanoma olusma riskinin arttig1r belirtilmektedir
(D'Orazio, Jarrett, Amaro-Ortiz & Scott 2013). Iyonize radyasyon ise, kovalent baglart
kirararak elektronlari serbest birakabilen yiiksek enerjili bir radyasyon tiiriidiir. IR, ¢ift
zincir ve tek zincir kiriklarini indiikleyerek DNA yapisini dogrudan etkilemektedir.
Ikincil etki olarak, proteinlerin ve lipitlerin oksidasyona ugramasina yol acan reaktif
oksijen turlerinin birikimine yol agmaktadir. Bu degisiklikler, hiicrelerde genomik
biitiinliigiin bozulmasina ve kanserlesmeye neden olmaktadir (Borrego-Soto, Ortiz-
Lopez & Rojas-Martinez 2015).
2.3.1.7. Virus ve bakteriler

Kanser olgularinin yaklasik %20'sine enfeksiyonlarin neden oldugu
diisiiniilmektedir (Oh & Weiderpass 2014). Birgok bakteri ve viriis, konake1 hiicreleri
enfekte ettikten sonra, konake¢1 faktorlerini kullanmakta ve manipiile etmektedir. Bu
manipiilasyonlar konakg1 hiicrenin biitiinliigiinii etkilemekte ve kanserlesme surecini
hizlandirmaktadir (van Elsland & Neefjes 2018). Uzun siireli kalici enfeksiyonlar
olusturma egiliminde olan onkogenik DNA ve RNA viriisleri, konak¢1 bagisiklik
tepkisinden kacis ile wviral genleri indiikleyerek dogrudan mutajenik etki
gostermektedirler. Ayrica, kronik inflamasyon gibi ek faktorlerler ile konak hiicrede
oksidatif stres artigina neden olarak dolayli yoldan kanserlesmeye neden olmaktadirlar
(McLaughlin-Drubin & Munger 2008). En iyi bilinen onkogenik viriisler arasinda
insan papillomavirusleri (servikal kanser ve deri kanserleri), Epstein-Barr virisi

(nazofaringeal karsinoma, Burkitt’s lenfoma ve Hodgkin lenfoma), Kaposi sarkoma
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ile iligkili herpes virtisler, Hepatit B ve hepatit C viriisleri (karaciger kanserleri) yer
almaktadir. Bakteriler ise, WHO tarafindan Smuf [ kanserojenler olarak
tanimlamaktadir ve bir¢ok kanserlerle iliskili olarak c¢esitli bakteriyel enfeksiyonlar
bildirilmistir. Helicobacter pylori’nin gastrik kanserlerin, Opisthorchis viverrini’nin
safra kesesi kanserlerinin, Schistosoma haematobium’un mesane Kkanserlerinin
gelisimde etkili oldugu bilinmektedir (Eyvazi ve ark., 2020; Rolston, 2017).
2.3.2. Kanser olusumunda etKkili i¢ etmenler

Kanseri baglatict hiicre genomunda hiicrenin yasamsal dengelerini,
farklilagmasini ve fonksiyonlarin1 kontrol eden genlerde rastgele ortaya cikan
mutasyonlar ve mutasyona sahip hiicrelerin genomik kararsizliga bagl olarak daha
fazla mutasyona acik bir fenotip kazanmasi1 kanserlesme siirecinde i¢ etmenlerin
varhigim1 agikga ortaya koymaktadir (Wu ve ark., 2018). Kanser gelisiminde rol
oynayan genler baslica iki gruba ayrilmaktadir; Onkogenler ve Timor siipressor
genler. Kanser hiicrelerinde bu iki gen grubunun ya mutasyona ugradigi ya da yanlis
ifade edildigi bilinmektedir (Lee & Muller 2010). Bununla birlikte bagisiklik
sisteminin zayiflamasi, immiin siirveyans mekanizmasinda bozukluklar, aktiflestirici
enzimler ve kalitimsal dispozisyonlar gibi i¢ etmenler de malign transformasyona
katkida bulunmaktadir (Wu ve ark., 2018).
2.3.2.1. Onkogen aktivasyonu

Insan viicudundaki hiicre sayisi, hiicre ¢ogalmasi, hiicrelerin belitli
fonksiyonlar1 yerine getirmek tizere gecirdigi farklilagsma siiregleri ve hiicre dliimiiniin
sitki  kontrol altinda dilizenlenmesiyle dengede tutulmaktadir. Bu siiregler
protoonkogenler olarak adlandirilan genler tarafindan saglanmaktadir. Hiicrelerin
cogalma ve farklilasma siiregleri sona erdiginde pek c¢ok protoonkogen
baskilanmaktadir (Miinger, 2002). Ancak, kanser hucrelerinde protoonkogenlerdeki
baskilanma ortadan kalkmakta ve hiicre boliinmesi kontrolii saglanamamaktadir.
Kanser gelisimine katkida bulunan hatali protoonkogenler “onkogen” adim
almaktadir. Onkogenler dominant etkili olup tek allelde meydana gelen degisiklik
transformasyon i¢in yeterli olmaktadir. Onkogen aktivasyonu; hiicre proliferasyonu ve
programli hiicre 6liimii gibi siiregleri; transkripsiyon faktorleri, bliylime faktorleri ve
reseptorleri ve apoptoz diizenleyicileri gibi degisik fonksiyonlar ile kontrol ederek

cogalma avantajina sahip hiicrelerin artan bir oranda hayatta kalmasini saglamaktadir.
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(Bild ve ark.,, 2006). Protoonkogenlerin onkogenelere doniigiimiinii saglayan
mekanizmalar nokta mutasyonlari, gen amplifikasyonlar1 (overekspresyon),
translokasyon ve delesyon, onkogene 6zgii reseptor aktiflesmesi, retroviral promotor
veya enhancer entegrasyonu, antionkogen kaybi, regiilator bolge mutasyonlar1 ve
hipometilasyonlaridir (Lee & Muller 2010; Matsui, Thara, Suda, Mikami & Semba,
2013; Zheng, 2013).
2.3.2.2. Tumor stpressor inaktivasyonu

Tiimor stlipressor genler, bozulmus hiicre dongiisiinii baskilayan, DNA
replikasyonu ve tamir mekanizmalari ile hiicre boliinmesinin hatasiz sekilde
sonlanmasin1 kontrol eden (gatekeeper genler: p53, Rb), mutasyonlarin diisiik
seviyede tutulmasini, bdylece genomun stabil kalmasini saglayan ve gerekli kosullarda
hiicreyi programli hiicre 6liimiine tesvik eden (caretaker genler: DNA tamir genleri ve
proapoptotik genler) genlerdir. TiUmor slpressor inaktivasyonuna neden olan
mekanizmalar nokta mutasyonu, delesyon, heterozigosite kaybi, gen doniisiimleri,
mitotik rekombinasyon, mitotik nondisjunction sonucu kromozom kayiplar1 ve
metilasyon artisidir. Tiimor stipressor genler resesif etkili genler olup transformasyon
icin degisimin her iki allelde (cift wvurus hipotezi) birlikte gerceklesmesi
gerekmektedir. Bu degisimler yasam igerisinde somatik olarak arka arkaya
kazanilabilir 6zellikte olabildigi gibi, tek alleldeki degisim kalitsal oldugu ve nesiller
boyu aktarilarak kanser predispozisyonuna ve ailesel kanserlerin ortaya ¢ikmasina
neden oldugu; ailesel retinoblastom, kalitsal meme ve over kanseri sendromu,
herediter non-polipozis kolorektal kanser gibi Orneklendirilebilecek durumlar da
mevcuttur (Chial, 2008; Knudson, Meadows, Nichols & Hill 1976; Lee & Muller
2010).
2.3.2.3. Bagisiklik sisteminin zayiflamasi ve immiin siirveyans mekanizmasindaki
bozukluklar

Bagisiklik sistemi; kanser hiicrelerini lic farkli mekanizmayla ortadan
kaldirabilmektedir. Ilk olarak, bagisiklik sistemi viral enfeksiyonlar1 yok ederek veya
baskilayarak konak hiicreyi viral enfeksiyon kaynakli kanserlerden koruyabilir. Ikinci
olarak, patojenlerin enfeksiyon baglamadan ortadan kaldirilmast inflamasyonun
engellenmesi anlamina gelmektedir. Bu sekilde tiimdr uyarici inflamasyonun ortadan

kaldirilmasi saglanmaktadir. Ugiincii olarak ise, immiin sistem kansere 6zgii antijenleri
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spesifik olarak tanimlayabilmekte ve kanser hiicrelerini ortadan kaldirabilmektedir
(Swann & Smyth, 2007). Immiin siirveyans, kanser hiicresini ortadan kaldirmak igin
dogustan gelen ve adaptif bagisiklik sisteminin giiciinii ifade etmektedir ve sitotoksik
T hiicreleri ve dogal 6ldiiriicli hiicreler kanser hiicrelerini bu mekanizma sayesinde
ortadan kaldirabilmektedir (Dunn, Old & Schreiber, 2004; Ribatti, 2017). Ancak
kanser hucrelerinde kazanilan immiinojenite kaybi hiicrelerin bu mekanizmadan
kacmasma neden olmaktadir. Bu nedenle, diisiik immiinojeniteye sahip kanser
hiicrelerinin immiin slirveyanstan kagma olasilig1 daha yiliksek olmaktadir. Kanser
hicreleri major doku uygunluk kompleksi-I (MHC-I) ekspresyonunu diisiirerek
sitotoksik T hiicrelerinden kagabilmektedir. Ayrica, kanser hiicre yiizeyinde eksprese
edilen programli hiicre 6liimii 1 (PD-L1) immiin kontrol ligandi da T hiicre yiizeyinde
bulunan PD-1 reseptoriine baglanarak T hiicrelerinin aktivasyonunu engellemekte ve
sitotoksik T hiicrelerini apoptoza tesvik etmektedir (Feins, Kong, Williams, Milone &
Fraietta 2019; Han, Liu & Li 2020).
2.3.2.4. Kahitimsal dispozisyonlar

DNA hasarlarinin tespitinde veya DNA tamir mekanizmalarinda gorevli
genlerde ailesel mutasyonlar ile karakterize olan resesif kalitima sahip bazi hastaliklar
(Bloom sendromu, Fanconi anemisi, Ataxia telangiectasia, Xeroderma pigmentosum)
kansere yatkinligin artis gosterdigi hastaliklardir. Bloom sendromu ve Fanconi
anemilerinde I6semi gelisimine; Ataxia telangiectasia ve Xeroderma pigmentosum
hastaliklarinda ise cilt kanserlerinin gelisimine yatkinlik s6z konusudur (Garber &
Offit, 2005).
2.3.2.5. Aktiflestirici enzimler

Aktiflestirici enzimler sekonder karsinojenlerin etkilerini ortaya c¢ikaran
metabolizma enzimleridir. Bu enzimlerin aktiviteleri sonucu prokarsinojenik bir
madde karsinojenik bir ara iiriine ya da son iiriine metabolize olmaktadir. Ornegin bir
karaciger detoksifikasyon enzimi olan aril hidrokarbon hidroksilaz aktivitesi sonucu
aromatik hidrokarbonlar, karsinojenik epoksit tiirevlerine dontiserek kanser gelisimini
uyarmaktadir (Molenaar, Maciejewski, Wilmink & van Noorden 2018; Pfleger,
Harvey, Yan & Hariharan 2007; Silva & Carvalho, 1992).
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2.4. Kanser hucrelerinin genel 6zellikleri

Hanahan ve Weinberg 2000 yilinda neoplastik olusumlarin kanserlesme
siirecini agiklayan ve lokal olarak kanserlesen hiicrenin 6zelliklerini kapsayan 6 farkli
karakteristigi aciklamiglardi. Bu karakteristikler arasinda otonom biiylime
sinyallerinin varlig1, anti-biiyiime sinyallerine kars1 duyarsizlik, programli hiicre 6liim
mekanizmalarindan kacis, sinirsiz replikatif potansiyel, anjiyogenez, invazyon ve
metastaz yetenegi yer almaktadir (Hanahan & Weinberg, 2000). Ancak giinlimiiz
perspektifinde kanser hiicresinin olusum siirecini ve progresyonunu kapsayan pek ¢ok
basamagin tiimor mikrogevresi tarafindan desteklendigi, kanserlesme siirecinin sadece
kanser hiicresini ilgilendiren bir siire¢ olmadigi kesinlik kazanmistir. Bu nedenle
kanser hiicresinin agresifliginin artmasinda énemli rol oynayan hem kanser hiicresini
hem de mikrogevresini kanser progresyonuna gore yeniden programlayan degisimler
de kanser karakteristikleri arasina eklenmistir. (Fouad & Aanei, 2017; Hanahan &
Weinberg, 2011; Meirson ve ark., 2020). Glncellemeye gére genomik instabilite,
enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi, tiimor uyarict inflamasyon, immiin
sistemden kacis ve stres adaptasyonu kanser progresyonunu saglayan Onemli
parametreler arasinda yer aldigindan kanser hiicresinin karakteristikleri arasina

eklenerek kanser karakteristikleri 11 baglik altinda toplanmistir (Sekil 3).

Anti biiyiime sinyallerine|| Tiimér uyarie: inflamasyon
kars1 duyarsizlik ve immiin sistemden kacis

— [nvazyon ve metastaz
— Genomik instabilite
— Programl: hiicre 6liim

mekanizmalarindan kagis

¢
Stres adaptasyonu _

Otonom bityiime _

sinyallerinin varlig

Enerji metabolizmasimn || Siirsiz replikasyon
yeniden programlanmas: || potansiyeli

Sekil 3. Kanser hucrelerinin genel karakteristikleri (Meirson ve ark., 2020)
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2.4.1. Otonom bilyiime sinyallerinin varhig ve anti-biiyiime sinyallerine karsi
duyarsizhk

Normal hiicreler, doku homeostazini kontrol altinda tutarak ¢ogalmak ve bu
dongiiyli korumak i¢in siki bir sekilde diizenlenmektedir. Bu durum, hiicrenin
bulundugu cevre icerisindeki diger hiicreler tarafindan salinan hiicre dongiisii ve
biiyiime sinyallerine (biliylime ligandlari, reseptorleri ve sitozolik sinyal molekilleri)
bagli yonlendirilmektedir. Bu sinyaller, epitel veya stromal hiicreler tarafindan iiretilen
“bliylimeyi tesvik edici” ve “biiylimeyi inhibe edici” olarak islev gormekte olup
hiicreler aras1 bosluga salinarak sadece onu flireten hiicrede degil, ayn1 zamanda
cevredeki diger hiicrelere de proliferasyona ya da inhibisyona neden olabilmektedir
(Fouad & Aanei, 2017). Kanser hiicresinin biiylime ortaminda ise biiylime ve ¢ogalma
ligandlari, timor ilerlemesini tesvik etmek iizere otokrin veya parakrin olarak hareket
etmektedir. Yani kanser hiicrelerinin yasami eksojen biiyiime faktdrlerine bagh
degildir. Ekstraselliiler matrikse salgiladiklar1 kendi mitojenik faktdrlerinin endojen
iretimi yoluyla bu bagimliliktan kacinirlar ve otokrin sinyalizasyon ile siirekli
proliferasyonu uyarirlar (Leber & Efferth, 2009). Kanser hiicreleri, embriyogenez ve
yara iyilesmesi gibi fizyolojik siireclerde gdrev yapan biiyiime faktorlerini ve o
faktorlerin baglandig1 reseptorleri sentezleme yetenegine sahiptir (Witsch, Sela &
Yarden, 2010). Sonug olarak bu hiicreler biyime sinyallerini yeniden regule ederek
ve anti-bliylime sinyallerine karsi duyarsizlasarak, ¢ogalma potansiyellerinin
devamliligint saglayabilmektedir (Amin ve ark., 2015). Kontrolsiiz proliferasyon
sinyalleri disinda, kanser hiicrelerinde otonom biiylime sinyallerinin devamlilig1 ve
anti-biiytime sinyallerine kars1 duyarsizliga neden olan diger mekanizmalar arasinda
alt proliferatif yolaklar1 uyaran aktiflestirici somatik mutasyonlar, proliferatif
sinyalizasyonu dlzenleyen geri besleme mekanizmalarindaki bozukluklar, hiicre
senesensinin bozulmasi, kontakt inhibisyon kayb1 ve TGF-J sinyalizasyon bozuklugu
yer almaktadir (Neha, 2021; Syed, 2016). Kanser hiicrelerinde disfonksiyon gosteren
proliferatif yolaklar arasinda baslica PI3K/Akt/mTOR/GSK-33, MAPK/ERK,
JAK/STAT, Wnt/B-katenin ve TGF-p/Smad2/3 sinyalizasyonlar1 yer almaktadir
(Feitelson ve ark., 2015; Fritz & Fajas, 2010; Syed, 2016).
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2.4.2. Programl hiicre 6liim mekanizmalarindan kagis

Hiicre oOliimii embriyonik gelisimde, organizmanin homeostazisinin
devamliliginda ve hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda o6nemli bir rol
oynamaktadir. Ge¢mis yillarda programli hiicre 6liimii ii¢ tip (apoptoz, otofaji ve
nekroptoz) olarak siniflandirilirken glincel kaynaklarda uyaran faktorlere, molekuler
mekanizmalara ve hicrenin morfolojik 6zelliklerine gore yeni 6lum tipleri karakterize
edilmis ve 2018 yilinda molekiil odakli bir sekilde ¢oklu hiicre oliim tiirleri Hiicre
Oliimii Nomenklatiir Komitesi tarafindan listelenmistir (Galluzzi ve ark., 2018, Tablo
2). Buna gore sinyalizasyon gereksinimine bagli olarak hiicre 6liimii programli hiicre
Olimii ve programli olmayan hiicre Oliimii olarak iki ana grupta kategorize

edilmektedir (Sekil 4).

Sekil 4. Hiicre Olimi Komitesi (2018)’ne gore hiicre 6limi siniflandirmasi. Hiicre
olimii tipleri, sinyal bagimliliklarina, morfolojik &zelliklerine ve molekiiler
mekanizmalarina gore siniflandirilmaktadir (Galluzzi ve ark., 2018).

Programli hiicre 6liimii intraselliiler sinyal ileti yolaklar1 tarafindan siki bir
sekilde regiile edilirken, programli olmayan hiicre 6limii beklenmeyen ve ani gelisen
bir hiicre hasar1 sonucunda hiicrenin rastgele 6lmesini ifade etmektedir. Programli
hiicre 6liimleri morfolojik karakteristiklere ve molekiiler mekanizmalara bagl olarak

apoptotik ve non-apoptotik programli hiicre 6liimleri seklinde gruplandirilmaktadir.
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Apoptotik gruptaki Sliimler kaspaz bagimli olup hiicre membran biitiinligii
korunmaktadir. Apoptotik olmayan hiicre 6liimlerinde ise kaspaz bagimsizligi ve
membran par¢alanmalar1 s6z konusudur. Ek olarak non-apoptotik hicre dlumleri; 1.
Vakuol iligkili (Otofaji, Entoz, Methuoz, Paraptoz); 2. Mitokondri iligkili (Mitoptoz,
Parthanatoz); 3. Demir bagimli (Ferroptoz); 4. immiin bagimli (Piroptoz, NET0z) ve
5. Diger (Nekroptoz) olmak iizere bes alt grupta incelenmektedir (Yan, Elbadawi &
Efferth, 2020).
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Tablo 2. Hiicre 6lumd tipleri, 6zellikleri ve tespit metodlari

Hiicre N " Anahtar R - .. .
[ Uyana faktéy . Belirgin morfolojik karakteristik T espit metodlar
oliimii molekiil
Hilcrasel siznh ve mambran
. Zegirmenlifinin tespitl icin ictat
- s - i : . - . . : . S Fvon pomplarmin bozsimasma bagh sitophemik 3igme (onkor), plarma memban bitinlifinkn dehidmgenar aldivite HigimE ve hice
Nelzroz Enfiziyon, tof . &l - E - tevma, nbrods ASYON SONBET 301 0 gelisir. Yok bozulmas:, oEanel kavby, lmomatin kondensasvonu olmadan DINA'nn rastgele degnde olmasy membranmndan geemeven DIA'va
bagbnabitir Gzellitts boyvatann tmlanem
e morfolojilk analizier
Apoptorun &zel bir tird olamk apoptotik simyal yolatdan il aktiflegir ancak apoptoz wyaranlanndan fardch olarak hicra- TUNEL assay, hicrs membmmndan
Anoikis matriics etkile iminin vetersiz ve uygunsuz oduiv durumiarda vyanimkctnds. Marrics etkils imi ve apoptoz 2msmdaid Qlim fé's‘ile’i (DRz) zagemeren DNA'va badlanbiti dzaltice
baglanh heniiz zayif yeldlde aydinlantabimigtir. ;:: ot Bel2 Hiicre hacminin kigiimesi zr imbamiidannm obymas:, hice membranm bivolojdk vapsimda boyalar ik birlicte Annexin V boyama,
B p‘.:me Bak ATF da imler (fos Gitidils erin translolasyons), DN A vodunls mas, nildear membanda bozuima ve pargabnmiy PARP assav, Kasparassay,
. P . . . _— . . - _3‘ y . L | dizeni niklear frazmentasyvon atag sitometrilk anatizier, Westem blot
Apoptoz DINA hasan ve stres kogullannda 61im ressptoden (di3 volald), mitolondyval (i yolk), perforin/gmnzim araoh olmatkc izere. kaspaz 8, lmspar 3, e . P 2 mitreetop
po! i simyal volaf apoptozs vyambitc. Bilinen pek gok vyaran mevestinr. En ivd aydinlatdmig olan hilcre 8lim tipidir. kaEpazd fr— P
Otofji aktivitesinin Giimi (szun bmids
Otofaji Basin aghiunda tatildendifiivi bilinmelctadic. Elr olarak Inruynen bir cevap nitelifinds hiierass] stras fizerine UELL PISEINL ATGs, Bivikintmselliler ¢ift membranh verildiller, plizma membramnda kabarcdclanma, orzanellerin proteinlarin davir he, LDH axribmasy,
baglahbbitmelctadi. LCcs geniglemesi, romatin kondans syom yokibfunda organel kkavby gbzlenir. otofaji s pesifik antibodiler ile westem blot
mbanh analiler
ER i bidhic ieine o C o s I - i Entoz tespiti igin henfiz spesifik bir tespit
ga;: = Robé?im; A ;‘Ira':;’. I.,J} mte'ﬁ;‘::;;_m filer mal baitannsmin b: fgwlﬁ:‘u; o ol Rhof, ROCKLLL Hiicra ifinde hiicre olujemo, entotilc hiicrenin konalk hilcre igedsinde lizozom amacth vioma siravlr vontemi bulvnmamaldadyr. Floresan
Entoz e ekcilletinin . k‘:-‘ ! 1i"‘_x_re baginn xm;h. Gler matrics ‘uga:tu - hm:‘“me - P ;fmf E<adhedinccatenin, | ancak otofyjiden farkh olrak LC 360 kantmadid t=ic membmnl bir fazozom objums i pagalanma  milroskobik anatizler va da slskon
¥ PR - B aktomivosin 56z komsu oldugundan valuol olgumian ghizlenshilic. milorosicobd = morfoloji analizi
baglant oduie zos terlmistir. - i
Apoptor bozukiFunda PAS hiperaltizasyone dz wyardie Pas, Barl'iaktive sdeml milropinositoms tatilder Ay anda Ras, Racl, A6, Gar
gargeldegen AsfS miktanndald azalma makropinozom geri dénisimini engsller ve yeni oluvgan gok sapda makmopinozom . P . Mblropinozombirdan laynatdanan cok savada igi sradol telo mambrant valmol bisildmd ile o . . Slaide .
Methuoz trith dr bii il =i atwolleri olvgtwrur. Lizoromal voldan pamalanamayan bu valm oller sormovnda hilcre 66 mi ]:a:}d:rzpl = BT : lomkterizedir. Nalroza benzer selclde sitoplazma giger ve plazma memban bitinliss bozsinr. on biilem tojlc
= ir. S 7
Son wltardabam galymatarda insiilin benzeri biivime falctdei 1 (IGFR 1) reseptorinin I\{_-\PKerNK alt yolakiarm PO P , . _ . . .
Paraptoz wyamralk paraptosisd indii devebild i | g6s terilmazine rafmen vyvanci fakedrler ve molaldiler heniiz Bilinmamslt=dir. End _I - kﬂmlumia @2 mitckond iok=n =k canh sitop! i yon de El=ltron mitrozknbi ile morfolojik analis
anbgdamamighr. )
Usarici fkctider fizerine :.r:;h.rm:l:.r devam etmektedir. Mitolmndsinin Dtnﬁpk wol ile ortadan loldirimasinm aksine Frzmente mitokondrinin MitoTracker
mitoptoz ATP saflama & inin g zamanh olarak azadid mi programiznm; fEvon ve fizyvon sreglaring Green gibi mitolcondri spes ifilc bovalar ile
- ifade etmectedir. Hem apoptoz hem d.e otofaji il ilisikitidi. Bax ve Bak tarafindan mitokondrival dig zar gagirgentifi Bax, Bak, . P ; . o bovanmas ve floresan milorms obd,
Alitoptoz . iitenersl TIVMEa(DDD) ofarak isimiendisiien mirckondsi zarlar 2r23 danda lololize b tonsiolozn sbnms teiddenir. | TVMEa(DDD), Drpl O broionddnin iayboimas: miroicondriyal et bmun i glic ksl omgamatlars mymigmast sisioon milrosioohi, sitclmm ¢ va
DDP, sitoplazmada Drpl's bag hnank fisyono tetikder. Sieg heniz tam anlamyla anlaglamarmigts ancak mitoptozun TIVMWEL DDP spesifik antibodiler fle
mosfolojik karalteris tildes kesindir. weastern blot analixi
DAP.D hiperattivasyonu ile kamiterize, imspaz bafumsiz, mitokondsi it kil sfm tipidic DARD, DAP. sentezini uvarmastile E::‘P‘ "“’mm“' Pﬁ_’fﬁ‘ﬁm“ ve
Parthanatoz sitoplasmaya geqis vapar somrasmnda ATF salimmi geqpaldacir. Serbect ATF mitokondsden niikdeusa transloke obr. DA DARD AT Hiicra membran biitinli 5 bozulve. Mitolondsyal dg mambranda pesmaabilizasyon gargaldacic _tuz f:hr N ir P
laricnm ve kromatin kondensasyonuno vyanr. Apoptotic siecten frla, PAR D viomy olmadan PAP. Pin biitin olamlk - T Eromatin kondensasyonu ve DINA'mn biiyik pargatar halinde fagmentasyonu gozlenir. xukmdm—.ﬂd _\.mi tespitiila
altifleymesidir. Sireq kaspaz inhibitided de blole edilememeltedir. Parthanator uvamnlan amstmimaya devam etmeltedir. dos. =pol ot
Farmoptoz gistatyon bafsml anticlsidan savonma sitemi vetes izlifind 2 vyanian sistem XC knsurhrma va da GPX4
imsurlanna bagh gelizen Slim tipidic Sitam XC, hiicre dgmdald sistinlerd hiicre igine abirale GSH sentezi igin garaldi - . - s - 5 . o . Famoptoz inhibitrlednin imitanem
Ferroptoz | SiSteitles saflar GPX4 is= hilcresel fipid peroicsidasyon seviyes i azaltmaiigin elutatyon v= ipid hidroparoisidr Sistem XC—, GDX4, i“u“; Fmal bie ‘““_f_:‘::f;h ighdlid m.‘t"':H““i. “m‘?““’““if‘?mh“ﬁ‘“‘;rm‘m“;‘f:‘;“ ‘“"”“1‘“: b k‘“““:: (Femrostatin 1, liprolkstarin-1), lipid
arsmdald makcsivens doEmdan katalize edebilir. Her ild melcanizmann da bozuimas: idip perolcsidasyonun arbpnanedsn | lipidic ROS bidldmi i‘.ﬁ__' "y n'lilc_r nl_: i B 6 - e Lt - = d perolsidasyvonun MDA milctannm
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Karsinogenezde hiicre 6liimii siireclerinin diizensizligi son derece 6nemlidir.
Hiicre 6liimii ve kanser arasindaki iligki karmasik molekiiler temellere sahiptir ve bu
alandaki caligmalar artan sekilde devam etmektedir. Kanser hiicrelerinin bilinen en iyi
Ozelliklerinden biri programli hiicre Oliim tiplerinden basarili bir sekilde
kacabilmesidir (Fernald & Kurokawa, 2013). Bu nedenle ¢esitli ajanlar ve ilaglar
kullanilarak kanser hiicrelerinde tekrar programlanabilir hiicre Oliimlerinin
uyarilabilmesi hedeflenmektedir. Hiicrelerde mekanizmasi en iyi aydinlatilmis
programli hiicre 6liim tipi apoptozdur. Apoptozun molekiiler mekanizmasi, uyaranlari,
anahtar molekdlleri ve morfolojik karakteristikleri kanser hucrelerinde de iyi
bilinmektedir (EImore, 2007; Kaczanowski, 2016; Tablo 2). Pek ¢cok kanserde Bcl-2
ve Bcl-X. anti-apoptotik proteinlerinin yuksek ekspresyonu s6z konusudur. Ek olarak
proapoptotik faktorlerin (Bax, Bim, PUMA), apoptozu tetikleyen kaspazlarin ve
apoptoz indiikleyici faktorin (AIF) ekspresyonundaki azalmalar kanser hucrelerinin,
apoptozdan kacisini saglamaktadir (Cotter, 2009; Mishra ve ark., 2018). Bu nedenle
pek cok calisma kanser hiicrelerinde apoptozun yeniden programlanabilmesi ve kanser
hiicrelerinin apoptotik yoldan kontrollii 6liimii {izerine odaklanmistir ve bu alanda
caligmalar hala devam etmektedir (Carneiro & El-Deiry, 2020).

Son yillarda gergeklestirilen ¢calismalar kanser hiicrelerinin ¢esitli ajanlara ve
uyaranlara yanit olarak birden fazla hiicre 6liimiinii uyarilabildigini ve baz1 hiicre 6lim
tiplerinin kanser hiicreleri {lizerinde ikili hatta zit etkilere sahip oldugunu ortaya
koymustur (Flemming, 2007; Jung, Jeong & Yu, 2020, Yan ve ark., 2020). Nekrozun
kontrol edilemez bir siire¢ oldugu ve kanser hiicrelerinde proinflamatuar etki yaratarak
tiimor ilerletici etkilerinin oldugu bilinmektedir (Syntichaki & Tavernarakis, 2002;
Yan ve ark., 2020). Otofajinin ise erken evrede kanser gelisimini 6nlemek i¢in 6nemli
bir mekanizma oldugu ve kronik hiicresel hasarin 6nlenmesine yardimci oldugu
diisiiniilmesine ragmen, Ozellikle apoptoz mekanizmasinda bozukluklara sahip olan
agresif kanser hiicrelerinin hayatta kalma mekanizmasi olarak ge¢ evrede otofajiyi
kullandiklar1 literatiir verileri arasindadir (Jung ve ark., 2020; Mulcahy Levy &
Thorburn, 2020; Yun & Lee, 2018). Benzer sekilde entozun da kanserin evresine bagl
olarak ikili rol oynadig1 gosterilmistir (Durgan & Florey, 2018; Wang ve ark., 2019).
Kanser hiicrelerinde nekroptoz ve ferroptoz mekanizmalar1 da aydinlatilmig

durumdadir. Hatta apoptoz, piroptoz ve nekroptoz gibi kaspaz bagimli hiicre
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Olumlerinden kagabilen kanser hucrelerinde, alternatif olarak ferroptoza karsi
duyarhiligin artabilecegini Oneren raporlar mevcuttur (Bebber, Miiller, Prieto
Clemente, Weber & von Karstedt, 2020; Yu, Guo, Xie, Wang & Chen, 2017).

Tablo 2’de 6zetlenmis olan diger hiicre 6liimii tipleri ise endojen olarak kanser
gelisiminde ve ilerlemesinde ¢ok daha az yer tutmaktadir ve ¢ogunlukla viicudun
kansere karst savunma stratejileri olarak kullanilmaktadir. Bu o6liim tiplerini
ilgilendiren sinyallesmelerdeki kusurlar ise dolayli olarak kanserde ila¢ direnci ve
klinik basarisizliklara yol agmaktadir (Yan ve ark., 2020).

2.4.3. Smirsiz replikatif potansiyel

Kanser hiicrelerinin dliimsiizlesmesi yani sinirsiz replikasyon potansiyeli,
malign davraniglar i¢in gerekli olan kritik bir 6zelliktir. Sinirsiz replikasyon
potansiyeline katki saglayan mekanizmalar arasinda kanser hiicrelerinin senesensden
kagmasi, devamli telomeraz aktivitesi ve telomeraz enziminin kanser hiicrelerinde
yeni fonksiyonlar kazanmasi yer almaktadir. Telomerler; oOkaryotik kromozom
uclarinda bulunan ve tekrarli TTAGGG dizilerinden olusan yapilardir. Normal
hiicrelerde telomerlerin kromozom uglarinda genomik biitiinliigiin korunmasini ve
hiicre bdliinmesi sirasinda kromozom uclarmin dogru sekilde replike olmasini
saglamak gibi onemli gorevleri bulunmaktadir. Telomerler her hiicre bélinmesi
sonunda kisalarak hiicrenin boliinme kapasitesini sinirlayici (senesensi uyarici) ve
bdylece hiicreye yaslanma sinyali veren kritik olusumlardir. Ancak kanser hiicrelerinin
biiyiikk ¢ogunlugunda telomer uzunlugu, telomeraz adi verilen reverse transkriptaz
enziminin aktivasyonu nedeni ile korunmaktadir (Sarni & Kerem, 2017). Normal
hicrelerde inaktif olan telomeraz enziminin kanser hucrelerinde yeniden aktive
edilmesi kanser hiicrelerinin siirsiz replikasyon potansiyeline katkida bulunan en
yaygin mekanizmadir. Kanser hiicrelerinde telomerazin katalitik alt birimi olan
telomeraz ters transkriptazin (TERT) promotdriindeki meydana gelen mutasyonlar
kanser hiicrelerine sonsuz bir replikasyon yetenegi sunmaktadir (Colebatch, Dobrovic,
& Cooper, 2019; Jafri, Ansari, Algahtani & Shay, 2016). Ayrica kanser hiicrelerinde
telomer uzunlugunun korunmasi, telomerlerin alternatif uzamasi (ALT) olarak
adlandirilan baska bir DNA rekombinasyon mekanizmasi ile de gergeklestirilmektedir.
Bu mekanizma mezenkimal veya epitel kaynakli kanserlerin ~%5-15'inde aktif olarak

kullanilmaktadir. Telomer korunmasinin yaninda telomeraz enziminin alt birimi olan
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TERT kanser hucrelerinde yeni proliferatif etkili roller de Ustlenmektedir (Trybek,
Kowalik, G6zdz & Kowalska, 2020).
2.4.4. Anjiyogenez yetenegi

Anjiyogenez, kanser hiicrelerinin siirekli ¢ogalabilmeleri i¢in daha fazla besin
ve oksijen kaynagina erisimlerini saglamak iizere yeni kan damarlarinin
olusturulmasini kapsayan ve farkli biyomolekiiller tarafindan kontrol edilen karmasik
bir slrectir. Endojen lokal veya sistemik kimyasal sinyaller, damarda bir hasar
meydana geldiginde damarlarin1 onarmak icin endotel hiicrelerinin ve diiz kas
hiicrelerinin islevlerini koordine etmektedir. Anjiyogenez siirecinde proteaz iiretimi,
endotel hiicre gogii ve proliferasyonu, vaskiiler tiip olusumu, yeni olusan tiiplerin
anastomozu gibi diiz kas hiicrelerinin dahil edilmesi ile son bulan farkli agamalar yer
almaktadir. Oksijen ve besin kaynagina ulasmak ve atik triinlerin uzaklagtirilmasi
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve metastatik yetenek kazanmasi i¢in major oneme
sahiptir. Bu yol vaskiiler agdaki yeni biiylime ile saglanmaktadir. Bu siirecte sirasiyla
anjiyogenez ve lenfanjiyogenez ile birlikte yeni kan ve lenfatik damarlar olugsmaktadir.
Kanser hiicreleri, dnceden var olan damarlardan ¢esitli molekiiler ve hiicresel
mekanizmalar yoluyla yeni kan damari olusumunu (anjiyogenez) indiikleyerek
vaskiilarize edebilmektedir. Kanserde anjiyogenezi uyaran mekanizmalar arasinda
vaskiler endotelyal biylime faktér (VEGF) asir1 aktivasyonu, timor mikrogevresinde
yer alan damar perisit hiicrelerinin progresyon yoniinde rol oynamasi, kemik iliginden
koken alan hiicrelerin davraniglarindaki degisimlerin vaskiiler progenitér fenotipi
indiiklemesi yer almaktadir. Yeni damar olusumu ¢ok sayida pro- ve anti-anjiyogenik
faktor tarafindan diizenlenmektedir. Ek olarak anjiyojegenezin, tiimor hiicrelerinin
metastatik yetenegi ile dogrudan iliskili olmasinin yanisira tiimor iligkili inflamasyon
olugmasina da katki saglayan bir siire¢ oldugu ve hipoksik kosullarda anjiyogenez
etkinliginin arttig1 gosterilmistir (Lugano, Ramachandran & Dimberg, 2020; Nishida,
Yano, Nishida, Kamura & Kojiro, 2006; Rajabi & Mousa, 2017).
2.4.5. invazyon ve metastaz yetenegi

Kanser hiicrelerinin invazyon ve metastaz yetenegi, uzun yillar boyunca
aragtirma odag1 olmaya devam etmistir. Invazyon; kanser hiicrelerinin ¢evre dokulara
dogrudan yayilmasidir, dolagim sistemi veya lenfatik sistem araciligyla daha uzak

bolgelere ulasimi saglayan metastazdan bu anlamda ayrilmaktadir (Krakhmal,
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Zavyalova, Denisov, Vtorushin & Perelmuter, 2015). Metastaz ise, kanser hiicrelerinin
kanserin basladigr primer bdlgeden uzak dokulara ve organlara (ikincil bolge)
yayillmasidir. Bu siire¢ kanser hastalarinda mortaliteyi arttiran primer nedendir.
Metastatik siire¢, metastatik kaskad olarak adlandirilan bir dizi karmasik
sinyalizasyondan olusmaktadir. Bu kaskad sirasinda, hiicre-hlicre ve hucre-matriks
etkilesimlerindeki degisiklikler biiyiik 6nem tasimaktadir (Meirson ve ark., 2020).
Metastatik siirecte etkisi en iyi tanimlanan mekanizma epitelyal mezenkimal gecis
(EMT) mekanizmasidir. Epitel hiicrelerin mezenkimal fenotipik 6zellikler kazanarak
invaziv ve metastatik yetenek gelistirmesini saglayan bu mekanizma bir dizi
transkripsiyon faktorii tarafindan yonlendiren, kanser hiicresinde epitel belirteglerin
kayb1 ve mezenkimal belirteclerin kazanimi ile sonuglanan molekiiler bir siirectir. Bir
bolgede lokalize olan kanser hiicrelerinin bu siirece ayni anda girmedikleri, surecin
epitel ve mezenkimal yonde bir dongii seklinde ilerleyebildigi bilinmekte ve bu durum
kanser hiicrelerinde “plastisite” ile aciklanmaktadir (Lu & Kang, 2019). Ek olarak
stromada yer alan makrofajlarin salgiladiklari faktorler ile kanser hiicrelerinin invaziv
stirecine katki sagladigi ve lokal invazyonu hizlandirdigi ¢esitli caligmalar ile
gosterilmistir (Bhatia, Monkman, Toh, Nagaraj & Thompson, 2017; Ishay-Ronen &
Christofori 2019).
2.4.6. Genomik instabilite

Genomik instabilite tanim olarak; DNA baz c¢ifti mutasyonlarindan,
mikrosatellit instabilite gibi kii¢lik yap1 varyasyonlarina ve hatta kromozom sayisi ve
yapisin1 ilgilendiren kusurlara kadar genis c¢ercevede genom kararsizligini
icermektedir. Telomer hasarlari, sentrozom amplifikasyonu, mitotik bozukluklar,
epigenetik modifikasyonlar veya tamir edilemeyen endojen ve eksojen kaynakli DNA
hasarlar1 gibi birgok farkli neden ile genomik instabilite olusabilmektedir. Genomik
instabilite ¢ogu kanserin ortak bir 6zelligidir. Genomun stabil halinin bozulmasi
kanserin baglamasina ve hatta progresyonuna neden olabilmektedir. Genomik
kararsizligin kokeninde yatan mekanizmalar ve bu yolun kanserde itici giiclinii
aciklamaya c¢alisan farkli hipotezler vardir. Bu hipotezler, gen fonksiyon kaybindan
kaynaklanan mutator fenotip ve onkogen kaynakli DNA replikasyon stres modelidir
(Ferguson ve ark., 2015; Yao & Dai, 2014). DNA replikasyonu sirasinda olusan hatalar
DNA tamir genleri (ATM, ATR, hMLH1, hMSH2, hMSH6, hPMS2 gibi) ile
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onarilmaktadir. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar ilerleyen bir hizda genomik
hasar birikimine neden oldugundan bir siire sonra hasar miktar1 onarim kapasitesini
asmaktadir. Bununla birlikte genomik instabilite gelismekte ve kanserlesme egilimi
artmaktadir. Genomik instabilite ve DNA tamir genlerinde olusan mutasyonlar
genomda mutasyon birikimim hizi artmis mutator fenotipe yol agmaktadir (Pecina-
Slaus, Kafka, Salamon & Bukovac, 2020). Onkogene bagli replikasyon stresi ise erken
kanser gelisiminde 6nemli rol oynamakta ve onkogen aktivasyonunu takiben genomik
instabiliteye neden olan farkli asamalardan olugmaktadir (Liu, Ding & Meng, 2018).
Ancak replikasyona bagli genomik instabilitenin kanser gelisiminin erken evrelerinde
onemli rol oyandig1 diisiiniilmesine ragmen kanserli hiicrelerin stresli ortama uyum
sagladik¢a replikasyon dinamiklerini degistirdigi ve ek stres faktorlerinin genomik
instabiliteyi tetikleyerek siirece dahil oldugu bilinmektedir (Negrini, Gorgoulis &
Halazonetis, 2010; Sarni & Kerem, 2017).
2.4.7. Enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi

Aerobik kosullar altinda normal hiicrelerde, glukoz oncelikle glikoliz ile
sitoplazmada piriivata; daha sonra enerji karsilifinda mitokondride karbondioksite
dontstiirtiliir. Anaerobik kosullarda ise oksijen tiikketen mitokondri devre dist
birakilarak sadece glikoliz ile enerji iiretimi saglanir. Kanser hiicrelerinde degisen
enerji metabolizmasi ilk kez 1930 ve 1956 yillarinda Otto Warburg tarafindan
aydinlatilmis ve kanser hiicrelerinin oksijen varliginda dahi glikolizi tercih ettigi bu
stre¢c “aerobik glikoliz” olarak adlandirilmistir (Warburg, 1956). Aerobik glikoliz,
kanser hiicrelerinin oksijeni diisiik (hipoksik) kosullarda yasamaya adaptasyon siireci
ile dogrudan baglantili onkogenik bir siiregtir. Hipoksik kosullarda kanser
hiicrelerinde glukoz tasiyicilarinin (GLUT1) artan aktivitesi ile sitoplazmaya glukoz
girisinin arttirildig1 ve kanser hiicrelerinin glikolitik yoldan hizli bir sekilde enerji
sagladig1 gosterilmistir. Yani hipoksik kosullara adaptasyon glikolitik yakim siirecini
arttirmaktadir (Carvalho ve ark., 2011). Ek olarak, kanser hiicrelerinde aktive olan
onkogenlerin ve mutant tiimor siipressor genlerin de glikolitik yakim siirecine katki
sagladigi belirlenmistir. Ornegin, RAS onkoproteini hipoksik kosullarda adaptasyon
saglayan ve hipoksi ile uyarilan transkripsiyon faktorlerinin diizeyini arttirarak
glikolizin artisina neden olmaktadir (Chun, Johnson, Washburn, Cruz-Correa, Dang &

Dang, 2010). Kanser hiicrelerinde kisa yoldan hizli bir sekilde saglanan biyonenerji
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(ATP), lipitler, nikleotitler, NADPH ve amino asitler gibi dnemli molekdllerin
biyosentez hizinin artigina ve bdylece kanser hiicrelerinde boliinme hizinin artmasina
katki saglamaktadir (Kim, 2018).
2.4.8. Tiimor uyarici inflamasyon

Timo6r mikrogevresinde olusan kronik inflamasyonun kanser geligimini
destekler ve progresyonu hizlandirir sekilde stirekli bir uyaran rolii {istlendigi ve
progresif yonde domino etkisi yarattig ¢cesitli calismalar ile gosterilmistir (Greten &
Grivennikov, 2019). Kanser hiicresinden salinan immiin modiilatér faktorler, hiicre
dis1 ortamda inflamatuar hiicrelerin davranislarini etkilemektedir. Boylelikle, kanser
mikrogevresinde yaygin olarak yer alan immiin inflamatuar hiicreler, kanser
hiicrelerinin ¢evrelerinde stirekli bir inflamatuar yaniti tetiklemeleri nedeni ile kanserli
bolgelere “asla iyilesmeyen yara bolgeleri” olarak davranmaktadir. Enfeksiyon ya da
yaralanma gibi normal inflamatuar yanitin dahil oldugu siire¢lerde bu hiicrelerin gegici
aktiviteleri s6z konusu iken, kanser hiicrelerinin kronik inflamasyon bdélgelerindeki
kaliciliklari, ilgili hiicrelerin doku patolojileri ile iligskilendirilmesine neden olmustur
(Qian, Golubnitschaja & Zhan, 2019). Bu hicreler (makrofaj alt tipleri, norofiller, T
ve B lenfositler) salgiladiklar sitokin molekiilleri ile tiimorii destekleyici inflamatuar
ortamin devamliligini saglarken, ortama salinimimi sagladiklar1 ¢esitli tiimor biiyiime
faktorleri (EGF, FGF, TGF-B, PDGF, NGF gibi) ile de kanser progresyonunu
uyarmaktadirlar. Ek olarak immiin inflamatuar hiicreler mikrogevrede VEGF ve hiicre
dist matriks bilesenlerini degistirici faktorlerin salinimi ile kanser hiicrelerinde
anjiyogenezi uyaran sinyaller yaratmaktadirlar (Biswas, 2015). Kanser
mikrogevresinde inflamasyonun kroniklesmesini saglayan bir diger hiicre grubu ise
kanser iliskili fibroblastlardir (Ping ve ark., 2021). Bu hiicreler hiicre dis1 matriks
bilesenleri salgilama 6zellikleri ile invaziv ve metastatik siire¢lere katki saglamaktadir.
Immiin inflamatuar hiicrelerin ve kanser iliskili fibroblastlarin dzellikle metastatik
timaor mikrogevresinde birikimi dikkat cekicidir (Comen, Bowman & Kleppe, 2018).
Sonug olarak, kanser hiicreleri bulunduklar1 mikrogevre icerisinde kronik inflamatuar
ortamda siirekli diger hiicreler ile etkilesim halindedir ve bu ortamda bulunan tiim
hiicre gruplart ve gerceklestirilen tim etkilesimler anjiyogeneze, invazyon ve

metastaza katki saglamaktadir (Hanahan & Weinberg, 2011; Sekil 5).
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Sekil 5. Kanser mikrogevresinde inflamasyon ve metastaz iliskili hiicre gruplar
(Hanahan & Weinberg, 2011)

2.4.9. Immiin sistemden Kkagis

Kanser hiicreleri immiin siirveyansa ragmen yasamaya ve ¢ogalmaya devam
edebilen karakteristiklere sahiptir. Kanser immiino-diizenleme ad1 verilen siirecin ilk
asamasinda kanser hiicrelerinin immiin sistem hiicreleri tarafindan belirli bir diizeyde
eliminasyonu saglanmaktadir. Ikinci asama denge asamasidir. Bu asamada hayatta
kalmay1 basarabilen kanser hiicreleri hiicre yiizey reseptorlerindeki degisiklikler
sayesinde immiinojenitesini azaltabilmekte ve immiin sisteme direngli varyantlarin
secilimi gerceklesmektedir. Son asama olan kacis fazinda ise antijen tanima
mekanizmalarindaki degisimlerin hem kanser hiicrelerinde hem de efektor hiicrelerde
gergceklesmesi, kanserde immiinolojik reddin uyarilmasi, kanser hiicrelerinden immiin
baskilayict faktorlerin salgilanmasi ve kanser hiicreleri tarafindan immiin baskilayici
inflamatuar hiicrelerin aktive edilmesi gibi yollar ile immiin sistemden kagis

ger¢eklesmektedir (Messerschmidt, Prendergast & Messerschmidt, 2016).
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2.4.10. Stres adaptasyonu

Kanser hiicrelerinde siire¢ icerisinde degisen pek cok genetik, epigenetik ve
cevresel faktoriin kanserlesme siirecine katki sagladigi bilinmesine ragmen aslinda bu
faktorler kanser hiicrelerinin hayatta kalmalar1 i¢in adaptasyon gelistirmelerini
gerektiren pek ¢ok kosulu (anormal sinyalizasyon artisi, siirekli DNA hasar1 birikimi,
hipoksik kosullarda yasam, besin yetersizligi ve hatta antikanser terapi ilaglarina
maruziyet gibi) da yaratmaktadir. Ornegin DNA hasar birikimine yanit olarak kanser
hicrelerinde DNA hasari ile uyarilan tamir mekanizmalarinin efektif kullanilmamasi
DNA hasar stresine bir yanit olarak gelismektedir. Benzer sekilde besin aglig1 ve bazi
antikanser ilaglara yanit olarak kanser hiicrelerinin otofajik 6liim mekanizmasini
kullandig1, otofajinin gec¢ evrede kanser hiicrelerinde stres cevabi olarak tetiklendigi
bilinmektedir (Fouad & Aanei, 2017). Kanserlesme siirecinde degisen ve gelisen yeni
intraselltler duzende pek cok neden ile kanser hiicrelerinde reaktif oksijen turleri
(ROS)’nin agir1 birikimi sonucu oksidatif stres diizeyi artmaktadir. Artan oksidatif
stres kosullarinda kanser hiicreleri yagsamsal fonksiyonlarini devam ettirebilmek igin
pek cok i¢ faktoru yeniden dizenleyerek hem i¢ oksidatif strese adaptasyon
gelistirmekte hem de oksidatif stres kosullarinda yasabilecegi dis ortamin
diizenlenmesine, hipoksik kosullarin devamliligina ve inflamatuar timdér uyarici
cevrenin olusumuna katki saglamaktadir (Ghoneum, Abdulfattah, Warren, Shu &

Said, 2020; Sekil 6).

Tiumér mikrogevresi

Genetik (hipoksi, pH,
degisimler besin azhgy, otofaji)
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A 4
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Sekil 6. Kanserde stres adaptasyonunun anormal metabolik fenotip ve timor
mikrogevresi ile iliskisi
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Kanser hiicrelerinde gelisen redoks direnci, adaptasyon siireci ve redoks
hedefli terapi modelleri mevcut tez ¢alismasinin ana konusunu olusturdugundan
redoks sinyalizasyonunun kanser biyolojisindeki yeri ve 6nemi ile oksidatif stres ve
kanser terapi iliskisi detayli olarak ele alinmistir.

2.5. Redoks sinyalizasyonu ve kanser biyolojisindeki rolu
2.5.1. Reaktif oksijen turleri (ROS)

Oksijen, organizmanin canlilig1 ve metabolizmanin devamlilig1 i¢in esansiyel
bir molekuldur. Ancak biyolojik sistemlerde oksijenin metabolize edilmesi sonucu
kimyasal olarak oldukga aktif molekiller olan ve reaktif oksijen turleri (ROS) olarak
adlandirilan triinler agiga ¢ikmaktadir (Brieger, Schiavone, Miller & Krause, 2012).
Bu drtnler molekiler oksijenden (O») tiiremis olan, kisa 6miirlii, oksidatif etkiye sahip
olarak hizli tepkime verebilen atom ya da atom gruplari olarak tanimlanmakta; hizlica
birbirine doniisebilen serbest radikaller ve radikal olmayan ROS tiirleri olmak Uzere
iki gruba ayrilmaktadir. Serbest radikaller dis molekiiler orbitallerinde bir veya daha
fazla eslesmemis elektron igeren kararsiz gruplarken, radikal olmayan ROS tiirleri
eslesmemis elektronlara sahip olmayan ancak kimyasal olarak reaktif olan ve radikal
ROS’lara  dontigebilme 06zelligi bulunan tiirleri kapsamaktadir (Trachootham,
Alexandre & Huang, 2009). Biyolojik sistemlerde yaygin olarak bulunan radikal
ROS’lar superoksit (O2), nitrik oksit (NO) ve hidroksil (OH") radikalleridir. Radikal
olmayan ROS’lar arasinda ise hidrojen peroksit (H202), ozon (Os), peroksinitrat
(RCOOONOy) ve hidroksit (OH") bulunmaktadir. Her iki grup arasinda biyolojik
Ooneme sahip olan, ¢esitli hiicresel fonksiyonlarda ve hiicre i¢i sinyalizasyonlarda gorev
alan ROS tirleri ise hidroksil (OH") radikali, stiperoksit (O2") anyonu ve hidrojen
peroksit (H202)’tir (Winterbourn & Hampton, 2008; Trachootham ve ark., 2009; Sekil

3 sGxT Go

Sekil 7. Biyolojik oneme sahip reaktif oksijen tiirleri ve kimyasal yapilari (A)
stperoksit (O2) anyonu (B) hidrojen peroksit (H202) (C) hidroksil (OH") radikali
(Trachootham ve ark., 2009)
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2.5.2. ROS kaynaklar ve hiicresel redoks homeostazisi

Hiicre igerisinde reaktif oksijen tiirlerinin olusumu endojen ya da ekzojen
kaynakli olarak tetiklenebilmektedir. Eksojen ROS uyaranlar arasinda cesitli ilaglar
ve kimyasallar, radyasyon, ¢evre kirliligi ve agir metaller yer almaktadir. Biyolojik
sistemlerde en Onemli endojen ROS kaynagi ise mitokondriyal elektron transport
zinciri (Mt-ETS)’dir (Jakubczyk, Dec, Katdunska, Kawczuga, Kochman & Janda,
2020). Hiicresel ROS'un ¢ok biiyiik bir kismi1 Mt-ETS tarafindan, kalan kismi ise
baslica plazma membraninda bulunan NADPH oksidaz (NOX) ailesi kompleksleri
tarafindan, endoplazmik retikulum (ER)’da oksidatif protein katlanma sireci
sirasinda, ksantin oksidaz (XO) ve diger oksidaz enzimlerinin aktiviteleri sonucu ve
bliylime faktorii sinyalizasyonu sirasinda tiretilmektedir. Daha az bir kisim ROS ise
yag asidi biyosentezinden sorumlu lipogenaz (LOX) aktivitesi sonucu, ER
membraninda prostaglandin sentezinden sorumlu prostaglandin endoperoksit sentaz
aktivitesi sonucu ve detoksifikasyon reaksiyonlarindan sorumlu sitokrom P450 enzim
sistemlerinin aktiviteleri sonucu ve immun sistemin fagositik hiicrelerinin aktiviteleri
sonucu bir yan iiriin olarak ortaya ¢ikmaktadir (Holmstrom & Finkel, 2014; Jakubczyk
ve ark., 2020; Lambeth, 2004; Moloney & Cotter, 2018; Trachootham ve ark., 2009).

Mt-ETS sisteminde yer alan komplekslerde (daha siklikla kompleks I ve I1I’de
ve daha nadir olarak kompleks II’de) molekiiler oksijenden bir elektron sizintis1 olmasi
sonucu mitokondriyal matriks icerisinde superoksit (O2) anyonu olusmaktadir.
Siiperoksit anyonu hiicrede endojen olarak {iretilen ilk serbest radikal tiiridiir. Olusan
O2“in biylik bir kismi mitokondriyal manganez superoksit dismutaz (Mn-SOD,
SOD2) enzimi tarafindan mitokondri matriksi igerisinde hidrojen peroksite (H202)
doniistiiriilmektedir. Mitokondriyal Oz ‘in bir kismi ise kompleks III tarafindan
mitokondriyal membranlar arasi bosluga salinabilmekte ve burada bakir ¢inko
siiperoksit dismutaz (CuZnSOD) enzimi tarafindan yine hidrojen peroksite
doniistirilmektedir  (Fukai &  Ushio-Fukai, 2011; Goncalves, Quinlan,
Perevoshchikova, Hey-Mogensen & Brand, 2015; Murphy, 2009; Sekil 8).

29



Sitozol
Dis zar
JOCK Hzoz -------------------
CuZnSOD Membranlar arasi bosluk
¢ zar [ ‘
|| 0OGO0000O00O0
/\
NADH \ Ty
\ H;0 ADP ATP
S
NAD
MnSOD
Mitokondriyal
matriks

HzO:

Sekil 8. Major endojen ROS kaynagi olarak mitokonriyal elektron transport zinciri
(Moloney & Cotter, 2018)

Mitokondride olusan ancak H202’ye doniistiiriilmeyen Oz dis mitokondriyal
membranda lokalize voltaj-bagimli anyon kanallar1 (VDAC) ile; mitokondride
bulunan SOD enzimleri tarafindan olusturulan H2O> ise mitokondriyal membranlardan
diflizyon yolu ile sitozole gegmektedir (Glasauer & Chandel, 2014; Muller, Liu & Van
Remmen, 2004).

Sitozolde biriken O2" ve H202’in mitokondri disindaki diger kaynaklar1t NOX
enzimleri ve XO aktivitesidir. Yedi iiyeden olusan NOX ailesi enzimleri (NOX1-5,
dual oksidaz 1 DUOX1 ve dual oksidaz 2 DUOX2) hiicrede direkt olarak ROS
tiretiminden sorumlu olarak tanimlanmis ilk enzim grubudur. Plazma membrani
tizerinde konumlanmig bir transmembran protein ailesi olan NOX enzimlerinin timii
benzer domain yapilarina sahip olmakla birlikte bu enzimlerin ana gorevleri sitozolik
tarafta NADPH’in NADP*’ya doniisiimii sirasinda olusan bir elektronun membrandan
gecisini saglayarak ekstraselliiler alanda ROS iiretimi gergeklestirmek ve boylece
sinyalizasyon gerekliligine gore elektron trafigini diizenlemektedir (Bedard & Krause,
2007; Bienert & Chaumont, 2014). Benzer islevlere sahip olan NOX enzimlerinin
inflamatuar uyarilma sinyalleri, aktiflesme mekanizmalari, aktiviteleri i¢in gerekli

yardimei proteinler ve mineral gereksinimlerine gore farkliliklar: bulunmaktadir (Sekil
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9). Aktivasyon gerceklestiginde NOX1-3 siklikla O2" {iretimi saglarken; NOX4,
DUOX1 ve DUOX2 direkt olarak H20O. de uretebilmektedir (Moloney & Cotter,
2018). Ayrica NOX enzimleri tarafindan tiretilen Oy ekstraselliler alanda SOD3
enzimi tarafindan H202-ye doniistiiriilmekte ya da direkt olarak plazma membraninda
bulunan klorid kanallar1 ile hiicre igerisine alinmaktadir. Ekstraselliiler alanda SOD3
aktivitesi sonucu olusan H2O ise lipofilik 6zelligi sayesinde plazma membrabinda
bulunan aquaporin kanallar1 ile direkt hiicre icine gegerek gerekli sinyalizasyonlara
katilmaktadir (Bienert & Chaumont, 2014). Boylece, hiicre igerisinde ROS aracili pek
cok sinyalizasyon NOX enzim sistemleri tarafindan iiretilen ROS tiirleri ile

duzenlenmektedir (Holmstrom & Finkel, 2014).
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Sekil 9. Plazma membraninda lokalize NOX enzim ailesi iiyeleri (Moloney & Cotter,
2018)

Gorevleri sadece ROS tretmek olan NOX enzimlerinin aksine XO, Urik asit
olusumundan sorumlu bir enzimdir. Enzimatik aktivitesinin bir yan {iriinii olarak hem
Oz hem de H.0; olusturabilmektedir. Ozellikle peroksizomal aktivitesi sonucu Oz
ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (Bonini, Miyamoto, Di Mascio & Augusto, 2004).

Hangi kaynak ile olusursa olussun siiperoksit anyonu oldukca kararsiz bir
yapiya sahiptir ve sitozolik alanda biriken Oz ya siiperoksit dismutaz (SOD1) enzimi
tarafindan radikal olmayan ROS tiirii H202’ye ya da arjinin metabolizmast {iriinii olan
nitrik oksit (NO) ile birleserek yine radikal olmayan peroksinitrit (ONOO’)’e
doniistirilmektedir (Sekil 10). Hem H202 hem de ONOO hiicrenin yasamsal
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fonksiyonlarimin devamliligi i¢in gerekli ve 6nemli sinyalizasyonlarda gérev aldiklari
bilinen ve fonksiyolari iyi aydinlatilmigs olan ROS tiirleridir (Trachootham ve ark.,
2009). Buna karsilik hiicre icerisinde artan H>O> diizeyi, ROS’u ortadan kaldiran ve
“hiicresel antioksidan savunma sistemleri” olarak tanimlanan bazi molekiillerin ve
enzimlerin aktivasyonu ile dengede tutulmaktadir. Ornegin, HO> peroksizomda
katalaz (CAT) enzim aktivitesi ile suya ve molekiler oksijene indirgenmektedir.
Ayrica glutatyon peroksidaz (GPX) enzim aktivitesi ile oksidize glutatyon (GSSG)
olusumuna aracilik etmekte ve bdylece hiicrenin antioksidan savunma
mekanizmasinin 6nemli bir boliimiinii olusturan total indirgenmis glutatyon (GSH)
havuzunun korunmasina katki saglamaktadir (Reczek & Chandel, 2015). GSH, tim
canlilarda hiicresel antioksidan savunmanin onemli bir pargasidir. Kimyasal olarak
basitce y-glutamil-sisteinil-glisinden olusan bir tripeptid yapisindadir. Kiiglik ve
membranlardan kolayca diflize olabilmesi nedeni ile niikleus, sitozol ve ER gibi farkli
hiicresel lokalizasyonlarda bulunabilmektedir. Saglikli hiicre ve dokularda glutatyon
%90 oraninda indirgenmis formda (GSH) bulunmaktadir. GSH, proteinlerin distlfid
baglarinin sisteinlere indirgenmesini saglayarak hucresel diizeyde oksidasyondan
korunma saglamaktadir. Bu nedenle total GSH diizeyinin korunabiliyor olmasi hiicre
sagliginin bir belirteci kabul edilmektedir (Narayanankutty, Job & Narayanankutty,
2019). GSH olusumu NADPH varliginda sitozolde glutatyon rediiktaz (GR) enzim
aktivitesi sonucu gerceklesmektedir. Total GSH, H202’in suya indirgenmesi sirasinda
tekrar GPX enzimi ile GSSG’ye indirgenmektedir (Brigelius-Flohé & Maiorino, 2013;
Narayanankutty ve ark., 2019; Trachootham ve ark., 2009; Sekil 10).

Ek olarak GSH sentezinden sorumlu GR aktivitesi icin gerekli olan NADPH
diizeyinin korunmasi i¢in thioredoksin (TRX), glutaredoksin (GRX) ve
peroksiredoksin (PRX) molekdlleri de htcresel dizeyde o6nemli antioksidanlar
arasinda yer almaktadir (Cox, Winterbourn & Hampton, 2009; Moloney & Cotter,
2018). Ayrica TRX direkt olarak kendi sistein bakiyelerinin oksidasyonunu
gerceklestirerek de H202’in suya indirgenmesini saglayabildiginden ve pek ¢ok
hiicresel lokalizasyonda bulunabildiginden 6nemli bir antioksidan olarak kabul
edilmektedir. Boylece hiicre icerisinde hem ROS diizeyinin hem de ROS diizeyine
bagli hiicresel antioksidan savunma mekanizmalarinin denge igerisinde korundugu

hiicresel redoks homeostazisi saglanmakta ve redoks bagimli pek cok fonksiyon
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kontrol altinda gergeklestirilmektedir. Ancak elimine edilemeyen H,O; sitozolde Fe*2
gibi gecis metallerinin varhiginda Fenton reaksiyonu ile hidroksil radikaline (OH)
doniisebilmektedir ve OH', en reaktif serbest radikal olup hiicresel makromolekdllerin
oksidasyonuna neden olarak hiicrede kalic1 oksidatif hasarlara neden olabilmektedir
(Glasauer & Chandel, 2014; Hancock, Desikan & Neill, 2001; Trachootham ve ark.,
2009; Moloney & Cotter, 2018).
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Sekil 10. Hiicresel redoks homeostazisi ve ana bilesenleri (Trachootham ve ark., 2009)

2.5.3. Hiicre ici sinyalizasyonun bir parcasi olarak ROS

Biyolojik fonksiyonlar icin gerekli olan ROS, hiicre igerisinde cesitli
proteinler, transkripsiyon faktorleri ve bdylece gen yapilar ile reaksiyona girerek
bircok sinyal ileti yolunu dizenlemektedir (Trachootham ve ark., 2009). ROS’un
ikincil mesajct olarak gorev aldigi hiicresel sinyalizasyon mekanizmalarinin altinda
proteinlerin yapisinda yer alan oksidasyona acgik bakiyelerin ROS tarafindan oksidatif
olarak diizenlenmesi yatmaktadir (Rhee, 2006). Hiicre blyiimesi ve farklilasmasi, ilag
metabolizasyonu, stres adaptasyonu gibi yasamsal fonksiyonlar icin gerekli

sinyalizasyonlar, timidin katabolizmasi, poliamin katabolizmasi, ribonukleotid
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rediiktaz gibi enzim aktivitelerinin duzenlenmesi, sitokin Uretiminin uyarilmasi ile
inflamatuar yanita aracilik, patojenlerin ve yabanci molekiillerin ortadan kaldirilmasi
gibi pek cok hiicresel fonksiyon ROS seviyesindeki duzenli dalgalanmalar sayesinde
redoks bagimli ger¢ceklesmektedir (Bogeski & Niemeyer, 2014; Brieger ve ark., 2012;
Hamanaka & Chandel, 2010; Kemble & Sun, 2009; Wink ve ark., 2011; Winterbourn,
2008). Bu nedenle belirli bir ROS diizeyi hiicre yasami i¢in elzemdir. Hiicrede normal
fonksiyonlar i¢in gerekli olan ve bulunmasi gereken bu diizey “sitostatik ROS diizeyi”
olarak tanimlanmaktadir (Weinberg, Ramnath & Nagrath, 2019).

Hiicrede sitostatik diizeyde ROS, normal fonksiyonu geregi direkt olarak
transkripsiyonel ve post-translasyonel seviyede protein miktarini, fonksiyonunu ve
stabilitesini duizenleyebilmektedir (Trachootham ve ark., 2009). Ornegin redoks
duyarl transkripsiyon faktorleri DNA-baglanma bolgelerinde redoks duyarl sistein
bakiyeleri bulundurmaktadir (Barford, 2004; Marinho, Real, Cyrne, Soares &
Antunes, 2014). Sistein bakiyelerinin oksidasyonu (SOx) transaktivasyonu bozarak
hedef genlerin transkripsiyonunu engellemektedir (Sekil 11). TRX, Ras, Akt, PTEN
gibi bazi proteinlerde ise ROS ile modifiye edilebilir 6zellikte redoks duyarl: sistein,
tirozin ve metiyonin bakiyeleri yer almaktadir. ROS, bu amino asitlerin oksidasyonunu
saglayarak protein fonksiyonlarini arttirabilmekte ya da azaltabilmektedir (Hoxhaj &
Manning, 2020). Hiicre i¢indeki bazi proteinlerin fonksiyonlari ise redoks duyarli olan
baska proteinler tarafindan diizenlenebilmektedir. Bu tiir etkilesimli proteinlerin ROS
tarafindan modifikasyonu Nrf2-Keapl protein komplekslerinde oldugu gibi
bilesenlerde fonksiyonel bir degisiklige yol agarak protein kompleksinin ayrismasina
neden olabilmektedir (Kasai, Shimizu, Tatara, Mimura & Itoh, 2020; Shi ve ark.,
2014). Bazi proteinlerde ise Onemli bir post-translasyonel mekanizma olan
fosforilasyonun kontrolii ROS aracili diizenlenebilmekte ve bdylece hedef protein
aktive ya da inhibe edilebilmektedir. Ornegin, defosforilasyondan sorumlu olan
protein tirozin fosfatazlar ROS aracili oksidasyon ile etkisiz hale getirilerek hedef
proteinlerin yiiksek diizeyde fosforile kalmasi saglanabilmektedir (Corcoran & Cotter;
2013). Baska bir ROS aracili mekanizma ise proteinlerin stabilitesini
ilgilendirmektedir. Sinyal proteinlerinin stabilitesi, aktivitelerinin hem seviyesini hem
de suresini belirlemektedir. Bircok proteinin stabilitesi ubikitin-proteozom sistemi

aracili parcalanma yoluyla kontrol edilmektedir. Ubikitin aktive edici enzim E1 ve

34



proteazom 26S ve 20S, ROS ile oksidasyon yoluyla etkisiz hale getirilebilmekte ve
hedef proteinlerin yikim siireci kontrol edilebilmektedir (Pajares ve ark., 2015;

Schieber & Chandel, 2014; Trachootham ve ark., 2009; Sekil 11).
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Sekil 11. Redoks bagimli mekanizmalar ile hiicre i¢i protein miktarinin,
fonksiyonunun ve stabilitesinin diizenlenmesi (Trachootham ve ark., 2009)

Saglikli hiicrelerde sitostatik ROS diizeyi ve bu diizeye uygun olarak ayarlanan
hlcresel antioksidan kapasite sayesinde tiim bu siiregler dengeli sekilde ve siki1 bir
kontrol altinda gerceklestirilmektedir. Boylece, yasamsal Oneme sahip hiicre
blylmesi, bolinmesi veya hiicre 6liimiinii ilgilendiren sinyalizasyonlar, ROS kaynakli
hiicresel hasar ve hasar yanitina bagl aktiflestirilen tamir mekanizmalar1 saglikla
isleyebilmektedir.

2.5.4. Karsinogenez stirecinde ROS’un etkileri

Sitostatik diizeyde ROS hiicresel fonksiyonlar i¢in gerekli olmasina ragmen
genellikle ekzojen kaynaklar nedeni ile ROS’un hiicre i¢indeki kontrolsiiz artis1 ve
hilcresel antioksidan savunma sistemlerinin artan ROS diizeyine kars1 yetersiz kalmasi

gibi bazi durumlarda ROS diizeyi hiicrede kalic1 oksidatif hasarlara yol agabilecek
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seviyeye ulasmaktadir (Checa & Aran, 2020). Hasar olusumunda maruz kalinan ROS
konsantrasyonu ve maruziyetin siirekliligi belirleyici etkenlerdir. Artan ROS diizeyi
hiicresel makromolekiillerin oksidasyonuna neden olarak basta lipidler ve proteinler
olmak iizere pek cok fonksiyonel ve yapisal makromolekiilde hasara yol agmaktadir.
ROS kaynakli oksidatif hasarlarin hedefindeki bir diger makromolekiil ise DNA’dir
(Ghoneum ve ark., 2020). ROS’un kanserlesme siirecindeki etkilerini aragtiran pek ¢ok
caligma, artan ROS diizeyinin direkt olarak genomik DNA iizerinde -etkileri
bulundugunu ve ROS kaynakli DNA hasarlarinin genomda birikerek kromozomal
anomalilere ve genomik instabiliteye yol actigini ortaya koymustur (Benkafadar ve
ark., 2019; Bertram & Hass, 2008; Kang, So, Simons, Spitz & Ouchi, 2012; Nissanka
& Moraes, 2018). Saglikli hiicrelerin oksidatif hasarlara maruz kalmalar1 sonucu
“oksidatif stres” durumu ortaya cikmaktadir. Oksidatif stres, hiicre igerisinde
genellikle ekzojen kaynakli ROS’un fazlaca artmasi ve bu artisa karsilik antioksidan
savunma sisteminin kapasitesindeki yetersizlik sonucu olusan dengesizlik kosuludur
(Liguori ve ark., 2018). Saglikli bir hiicre akut oksidatif strese maruz kaldiginda
hiicresel diizeyde stres yanit1 devreye girmektedir. Ornegin, hiicrede ROS kaynakli
olas1 bir DNA hasar1 (gen mutasyonlari, baz modifikasyonlari, hidrolize DNA bazlari,
anormal DNA-protein ¢apraz baglantilar1 veya DNA zincir kiriklar1 gibi) hasar ile
iliskili olan DNA tamir mekanizmalan ile diizeltilemeyecek diizeyde oldugunda
genellikle hiicresel stresin bir yanit1 olarak apoptoz, otofaji, ferroptoz veya nekroptoz
gibi ROS aracili uyarilabilen programli hiicre 6liimii mekanizmalar1 aktiflestirilerek
hasarli hiicrenin ortadan kaldirilmas1 saglanmaktadir (Galadari, Rahman,
Pallichankandy & Thayyullathil, 2017). Boylece hiicrenin kanserlesme siirecine
girmesini engelleyen koruyucu bir mekanizma islemektedir. Ancak yiiksek
konsantrasyonlarda ROS’a maruziyet siirekli hale geldiginde DNA hasar birikim hiz1
artmakta ve bu siireklilik genomik instabiliteye neden olmaktadir (Tafani ve ark.,
2016). Hiicrede DNA hasar birikiminin yanisira genetik ve epigenetik diizeyde
gergeklesen pek ¢ok degisim de ROS iligkili karsinogenez siirecine dahil
olabilmektedir. ROS ile tetiklenen DNA hasarlar1 sonucu onkogen aktivasyonlari
(Bcr-Abl, c-myc, H-Ras, siklin D1) ve genellikle metilasyona bagli timor stipressor
gen inaktivasyonlar1 (p53, CDKN2A, VHL, Rb, PTEN, BRCA1) gerceklesebilmekte,

DNA tamir mekanizmalar inaktif hale gelebilmekte, kanserlesmede etkili 6nemli
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sinyal yolaklarmin (PI3K/AKT, MAPK/ERK1-2, PKD1, NF-kB) aktivitelerinde
anormal artislar olabilmektedir (Galadari ve ark., 2017; Koundouros & Poulogiannis,
2018; Lim ve ark., 2008; Salmeen ve ark., 2003; Maciag, Sithanandam & Anderson,
2004; Salmeen ve ark., 2003; Son, Kim, Chung & Pae, 2013). Ilgili
sinyalizasyonlardaki anormal artig sonucu, hiicrede programli hiicre Oliimiini
yonlendiren bazi proteinlerin seviyelerinin yeniden diizenlenmesi yolu ile kanserlesme

siireci desteklenmektedir (Sekil 12).

Hiicre biiyiimesi, biliinmesi ve hiicre éliimiinden kacis

Sekil 12. Karsinogenez sirecinde ROS-iliskili proliferatif aktivite ve hiicre 6liimiinden
kacis mekanizmalari: ROS aracili aktivitesi artan onkogenik PI3K/AKT ve MAPK
yolaklart FOXO transkripsiyon faktoriiniin baskilanmasina ve bdylece antioksidan
sistemin bloke edilerek ROS artisinin tetiklenmesine neden olur. Ek olarak ilgili
onkogenik yolaklarin aktiflesmesi PTEN, Bad, Bax, Bim gibi proapoptotik
proteinlerin baskilanmasina neden olarak hiicre 6liimiinii inaktive etmektedir. ROS
aracili protein kinaz C (PKC) ile fosforile olan PKD1 proteini stresle tetiklenen adaptor
protein JNK’nin baskilanmasina ve NF-kB aktivasyonuna neden olmaktadir. Aktif
NF-kB ise hem hiicrede antioksidan sistemi uyararak hem de Bcl-2 ve kaspaz
inhibitorlerinin diizeyinde artisa yol agarak hiicre Oliimiinii baskilamakta ve
karsinogenez siirecine katki saglamaktadir.

ROS iligkili karsinogenez siirecinde mitokondriyal DNA hasarlarinda artig
oldugunu gosteren pek ¢ok calisma bulunmaktadir (Hart ve ark., 2015; Moloney,
Stanicka & Cotter, 2017; Van Houten, Woshner & Santos, 2006). Ayrica plazma
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membrani ve membran yapisina sahip organeller hiicre icindeki anormal ROS
artisindan etkilenebilmekte, basta mitokondri ve ER olmak iizere hiicre canlilig1 ve
sagligi icin 6nemli gorevlere sahip bu organellerin isleyisinde bozukluklar meydana
gelebilmektedir (Guo, Sun, Chen & Zhang, 2013; Nordzieke & Medrafio-Fernandez,
2018; Yoboue, Sitia & Simmen, 2018).

Anjiyogenez, invazyon ve metastaz yetenegi kanserlesme siirecinin en yikici
karakteristiklerindendir. Kanser hiicrelerinde ROS, prolil hidroksilaz1 inhibe ederek
hipoksi ile uyarilan faktor-a (Hif-a) stabilizasyonunu saglayabilmekte ve boylece yeni
damarlarin olusumu i¢in Hif-a hedef proteini olan VEGF yi aktive edebilmektedir. Bu
stre¢ Hif-o’nin aktivasyonunun arttigi hipoksik kosullar altinda ger¢eklesmektedir.
Bu nedenle kanser hiicresinin igerisine bulundugu hipoksik cevre ROS birikimine
katki saglarken ayni zamanda metastatik silirecin baglamasina da ortam
olusturmaktadir (Corrado & Fontana, 2020; Jing ve ark., 2012; Xia, Meng, Liu,
Rojanasakul, Wang & Jiang, 2007). Ek olarak ROS’un kanser hiicrelerinde EMT
mekanizmasinda goérev alan transkripsiyon faktorii Snail tizerinde direkt uyarici
etkisinin bulundugunu ve invaziv ozellikler icin onemli proteinler olan matriks
metalloproteinaz (MMP)’larin aktivitesini arttirarak primer kanser hiicrelerinde
ekstraselliler matriks baglantilarinin kopmasina yol agtigini bildiren c¢alismalar da
literatiirde mevcuttur (Liao, Chua & Tan, 2019).

Kanser hiicrelerinde genomik instabiliteye bagli artan onkogen akitvasyonu,
metabolik adaptasyon ve hipoksik ortam da endojen ROS artisiyla birlikte kronik
oksidatif stres kosullarinin devamliligina ve kanserlesme siirecinin ilerlemesine katki
saglayan tiimorojenik etkenler arasinda yer almaktadir (Glasauer & Chandel, 2014).
H-Ras"*?-transforme NIH3T3 fibroblast hicrelerinde NADPH oksidaz-aracili ROS
olusumunun ve endojen siiperoksit birikiminin arttigin1 gosteren ¢aligma bu konudaki
ilk bilimsel kanitlar1 olusturmustur (Irani ve ark., 1997). Sonraki yillarda
gerceklestirilen c¢alismalarda ise c-myc, Bcr-Abl onkogenlerinin de transforme
hlcrelerde ROS artisina ve oksidatif DNA hasarina yol agarak benzer etkilere sahip
oldugunu ortaya koymustur (Trachootham ve ark., 2009). Sonug¢ olarak giiniimiize
kadar pek cok literatiir verisi ile destekli olan ROS ve karsinogenez iliskisi, oksidatif
stresin kronikleserek kanserlesme siirecini baglatma ve ilerletme potansiyeline sahip

onemli bir etken oldugunu dogrulamaktadir (Wang ve ark., 2021).

38



2.5.5. Kanser hiicrelerinde degisen redoks homeostazisi

Hiicre igerisinde ROS olusumu ve ROS’un antioksidan savunma
mekanizmalar1 tarafindan ortadan kaldirilmasi olarak tanimlanan redoks dengesi
dongiisel olarak siki bir kontrol altindadir. Hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, stres
kosullarina adaptasyon gibi siireclerde hiicresel sinyalizasyonun saglikli sekilde
yuratilmesi icin redoks dengesinin korunmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Normal
hiicrelerde homeostazinin devamliligini saglayan ROS diizeyi sitostatik diizeydedir.
Ancak karsinogenez siirecine girmis bir hiicrede endojen ROS birikimi nedeni ile
sitostatik ROS dizeyi “tumorojenik ROS diizeyi”ne ulagsmaktadir. Kanser hiicreleri
normal hiicrelerden farkli olarak tiimorojenik ROS diizeyi nedeniyle ortaya ¢ikan
kronik oksidatif stres kosullarinda hayatta kalabilmekte ve yasamlarini yeni ROS
duzeyine uygun olarak surdirebilmektedir (Ghoneum ve ark., 2020; Hayes, Dinkova-
Kostova & Tew, 2020). Bu siirecte hiicre i¢i artan ROS diizeyine kargt ROS’u ortadan
kaldiran hiicresel antioksidan savunma sistemlerinin kapasitesinin artig1 sayesinde
redoks homeostazisi yeniden dizenlenmektedir. Kanser hucrelerinin yeni ROS
diizeyine ve kronik oksidatif strese karsi gelistirdikleri bu adaptasyon “redoks
adaptasyonu” olarak tanimlanmaktadir. Redoks adaptasyonu gelistirmis bir kanser
hiicresi hiicre i¢i artmig ROS diizeyi, endojen kronik oksidatif stres, artmis antioksidan
kapasite ve redoks adaptasyonu sayesinde oksidatif stres direnci ile karakterizedir
(Raza ve ark., 2017; Wang, Ming, Zuo, Tian & Huang, 2021).

Kanser hiicrelerinde artmis olan ROS diizeyi, kanser progresyonunu
ilgilendiren degisimler icin de ilerletici rol oynamaktadir. Kanser hiicrelerindeki ROS
artis1 ve bu artisa bagl olarak gelisen redoks adaptasyonu, timor mikrogevresinde
inflamatuar uyarict ortamin olusmasina, hipoksik kosullarin saglanmasina, tiimor
mikrogevresinde anjiyogenezin uyarilmasina ve boylece kanser hucrelerinin invaziv
ve metastatik yetenek kazanmalarina katki saglamaktadir (Aboelella, Brandle, Kim,
Ding & Zhou, 2021; Aggarwal ve ark., 2019). Progresif olarak gelisen ve direkt olarak
kanser hiicrelerinin agresivitesi ile ilgili olan bu degisimler timdr mikrogevresinde
anormal ROS birikimine neden olarak kanser hucrelerinin i¢ ROS seviyesinin
tiimorojenik seviyede kalmasina da destek olusturmaktadir (Weinberg ve ark., 2019).
Boylece, redoks adaptasyonu gelistirmis olan kanser hiicrelerinde hem i¢ hem de dis

faktorler birbirini destekleyici sekilde kanser progresyonunu arttirmaktadir (Sekil 13).
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Sekil 13. Kanser hiicrelerinde oksidatif stres artisinin kanser progresyonuna katki
saglayan hiicre dis1 faktorler ile iligkisi (Weinberg ve ark., 2019).

2.5.5.1. Kanser hiicrelerinde redoks adaptasyon mekanizmalari ve redoks duyarh
transkripsiyon faktorleri

Kanser hiicrelerinin yasamlarina devam edebilmesi i¢in redoks homeostazisini
timorojenik ROS diizeyine uygun olarak regile etmesi sureci kanserde redoks
adaptasyonu olarak tanimlanmaktadir. Bu adaptasyon sayesinde kanser hiicrelerinde
hem tiimorojenik ROS diizeyinin aracilik ettigi proliferatif siiregler devam ettirilmekte
hem de ROS’un asir1 artis1 dnlenerek hiicre 6liimiine neden olabilecek toksik ROS
dizeyine ulasilmasmin oniine gegilmektedir. Redoks adaptasyonu artan oksidatif
strese yanit olarak kanser hiicrelerinde hiicresel antioksidan savunma kapasitesinin
arttirilmasi ile gergeklesmektedir. Hiicrenin tlimdrojenik ROS diizeyine uygun olarak
gelistirdigi bu onkogenik regiilasyonda “redoks duyarli transkripsiyon faktorleri” aktif
rol oynamaktadir (Espinosa-Die ve ark., 2015; Bellezza, Mierla & Minelli, 2010;
Trachootham, Zhang & Huang, 2009). Kanser hiicrelerinde oksidatif stres artisina
yanit olarak redoks duyarli transkripsiyon faktorlerinin aktiflesmesi sonucu hedef
antioksidan molekiillerin ve gesitli yasamsal proteinlerin seviyelerinde artis olmakta

ve boOylece kanser hiicreleri artan ROS seviyelerine ragmen bu adaptif faktorleri
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kullanarak hiicre 6liim yolaklarin1 baskilayabilmekte ve hayatta kalabilmektedir

(Ghoneum ve ark., 2020; Hayes ve ark., 2020; Sies & Jones, 2020; Sekil 14).

ROS

Saghkh hiicre Kanser hiicresi
Sitostatik diizey Tiimérojenik diizey
= Diigiik ROS * Yiiksek ROS
* Yeterli antioksidan kapasite * Antioksidan artig1
* Hiicresel tamir * Adaptasyon

* Kontrollii biiyiime ve cogalma  * Diisiik hiicresel tamir
* Genomik instabilite
# Biiyiime ve bolinme artig

Sekil 14. Saglikli hiicreler ve kanser hiicreleri arasindaki ROS diizeyi farkliliklar1 ve
iliskili degisiklikler

Hicre icerisinde redoks ile aktiflesen transkripsiyon faktorleri arasinda baslica
niklear faktor-eritroid 2 p45 iliskili faktor 2 (Nrf2), niiklear faktor- kB (NF-kB),
hipoksi ile uyarilan faktor-o (Hif-a), aktivator protein-1 (AP-1, c-JUN ve c-FOS), p53,
1s1 sok faktor-1 (HSF-1) yer almaktadir. Bu faktorlerden Nrf2, NF-xB ve Hif-o ROS
birikimine ve oksidatif strese karsi hiicresel yanitta rol oynayan adaptasyon
stireclerinden sorumlu iken, AP-1 ve p53 oksidatif strese yanit olarak hiicre dongiisii
ve hiicre 6liimiiniin kontroliinii saglamaktadir (Trachootham ve ark., 2009). Saglikli
hicrelerde bazal seviyede eksprese edilen bu transkripsiyon faktorleri oksijen
yetersizligi, DNA hasar1 veya oksidatif stres artis1 gibi hiicresel stres kosullarinda ya
da inflamatuar yanit gerektiren baz1 durumlarda artis géstermekte ve stres kosullarini
olusturan dis faktorlere karsi hiicresel yanitin olusmasini saglamaktadir. Bu yanit
sonucunda hticreler ya Nrf2, NF-kB ve Hif-a’nin aktiflesmesi sonucu dis stresi tolere
edebilecek yanitlar1 olusturarak yasamlarina devam etmekte ya da hiicrede AP-1 veya
p53 proteinlerinin aktiflesmesi ile proliferasyon, farklilasma veya programli hiicre
olima duzenlenmektedir (Ghoneum ve ark., 2020; Hayes ve ark., 2020). Hicrede
oksidatif stres bazal seviyede ve i¢ antioksidan savunma yeterli diizeyde iken redoks
duyarli transkripsiyon faktorleri diisiik seviyede aktivite gdstermektedir. Ilimh

oksidatif stres artisinda Oncelikle tek basmma Nrf2 aktiflestirilerek antioksidan
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sisteminin kapasitesinin artmasini saglayan ilk hiicresel yanit olusturulmaktadir
(Hayes ve ark., 2020). Bu kosullarda diger transkripsiyon faktorleri hala diisiik
seviyede aktivite gostermektedir. Oksidatif stresin siddetine bagli olarak savunma
mekanizmalarinin yetersiz kaldig1 daha yiiksek stres kosullarinda ise Nrf2 aktivitesine
ek olarak diger redoks duyarli transkripsiyon faktorlerinin de aktiflestigi ve dahil
oldugu tam redoks yanit siireci devreye girmektedir (Espinosa-Die ve ark., 2015;
Hayes ve ark., 2020). Kanser hiicrelerinde ise timorojenik ROS diizeyine uygun olarak
bu transkripsiyon faktorleri kontrol dis1 aktivite ya da inaktivite gdstermektedir. Pek
cok kanser tiiriinde p53°ilin inaktive oldugu, oksidatif stres kosullarinda p53 aracili
hasar yanitinin olusmadigi bilinmektedir (Sablina ve ark., 2005). ¢-FOS ve c-JUN
olmak tizere heterodimer formda iki alt birimden olusan AP-1 proteininin ise kanser
hiicrelerinde evreye bagli olarak onkogenik ya da tiimdr siipressor etkilere sahip
olabildigi bildirilmistir. AP-1, hiicrenin ve uyaranin tipine ve stresin siiresine bagl
olarak pro-apoptotik ya da anti-apoptotik sinyalizasyonlar1 aktiflestirebilmektedir.
Ancak kanserin gec¢ evrelerinde genellikle buyume faktor reseptorlerinden gelen
stirekli sinyallerin ERK ve MAPK aracilt AP-1’e aktarilmasi sonucu, AP-1 hedefinde
bulunan ve hiicre dongustniin ana duzenleyicileri olan siklinlerin (D1, A, E) dlzeyi
artmakta ve proliferatif siireclerin devamliligi saglanmaktadir (Eferl & Wagner, 2003).

Kanser hiicrelerinde onkogenik redoks adaptasyon siireci ise baslica Nrf2, NF-
kB ve Hif-a transkripsiyon faktorlerinin aktiflesmesi sonucu transkripsiyon
faktorlerinin hedefindeki protein ekspresyonlarinin saglanmasi ile ger¢eklesmektedir.
Ilgili transkripsiyon faktorleri tarafindan kontrol edilen hedef proteinler arasinda
baslica hiicresel antioksidan savunmadan sorumlu proteinler, antioksidan savunma
sistemi enzimleri, GSH metabolizmasimni diizenleyen proteinler, ROS-aracil
inflamasyona yanittan sorumlu olan proteinler ve hipoksik kosullarda ROS artisina
bagli olarak diizenlenen siireglerde gorev alan proteinler yer almaktadir. Bdylece,
kanser hiicreleri endojen ROS artisina bagl olan kronik oksidatif stres kosullarinda
bile ilgili transkripsiyon faktorlerinin kontrolii altinda gelisen redoks adaptasyonu
sayesinde yasamlarini siirdiirebilmektedir (Barrera, Cucci, Grattarola, Dianzani,
Muzio & Pizzimenti, 2021; Ghoneum ve ark., 2020; Hegediis ve ark., 2018;
Trachootham ve ark., 2009; Sekil 15).
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- JNK, ¢-JUN, ¢-FOS, Bcl-2,

kaspazlar

Sekil 15. Kanser hiicrelerinde kronik oksidatif stres kosullarina kars1 gelisen redoks
adaptasyonu ve mekanizmalari
2.5.5.1.1. Nrf2

Nrf2, oksidatif strese karsi hiicre koruyucu reaksiyonlarin baslatilmasi igin
redoks duyarl olarak aktiflesen ilk ve en 6nemli transkripsiyonel aktivatordiir (Hayes
ve ark., 2020). L&sin fermuar yapisal motifine sahip olan, kiigiik muskuloaponérotik
fibrosarkom (sMAF) proteinleri ile heterodimerik formda DNA’ya baglanma 6zelligi
gostererek promotor bolgelerinde antioksidan cevap elementi (ARE) iceren genlerin
ekspresyonunu diizenlemektedir. Normal kosullar altinda Nrf2, Cullin-3-(CULS3-)
ring-box 1-(RBX1) E3 ubikitin ligaz kompleksinin bir substrati olan Kelch-benzeri
ECH-iligkili protein 1 (Keapl) ile etkileserek sitoplazmada ubikitinasyon ve
proteozomal degredasyon yolu ile inaktif halde tutulmaktadir. Oksidatif stres
kosullarinda Keap1’in inhibe edici etkisi ortadan kalkmakta, boylelikle Nrf2 serbest
kalmakta ve aktifleserek sitoplazmadan niiklusa gegis yapmaktadir. Niikleus igerisinde
kiigiik sSMAF proteinleri ile heterodimer yapida birleserek ARE iceren genlerin
ekspresyonunu baslatmaktadir (Leinonen, Kansanen, Po6lonen, Heindniemi &
Levonen, 2014; Li & Kong, 2009; Milkovic, Zarkovic & Saso, 2017). Sitoplazmada
Nrf2 aktivasyonuna yol agan en aktif mekanizmalar arasinda Keapl’in sistein
bakiyelerinin oksidasyonu ile konformasyonel degisime ugramasi sonucu
inaktiflesmesi ve PKC-aracili olarak Nfr2’nin Serin40 bakiyesinden fosforillenmesi
yer almaktadir (Apopa, He & Ma, 2008). Fosforile Nrf2 (p-Nrf2) direkt olarak
niikleusa ge¢is yaparak hedef gen ekspresyonunun aktiflesmesini saglamaktadir (Sekil
16).
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Nrf2 hedef genleri arasinda NAD(P)H-kinon oksidorediiktaz (NQO1), SOD,
GPX, CAT, TRX, hem oksijenaz-1 enzim (HO-1) yer almaktadir. Bu enzimlerin tiimii
ROS’u ortadan kaldiran mekanizmalarda ana rollere sahiptir (Trachootham ve ark.,
2009). Ayrica Nrf2’nin glutamilsistein sentaz geninin ekspresyonunu uyararak GSH
sentezini uyarici etkisinin bulundugu, boylece hiicresel diizeyde antioksidan savunma
sistemini arttirdigr bilinmektedir (Kim, Zhang, Kang, You & Hyun, 2011). Bu
fonksiyonlarina ek olarak Nrf2, prooksidatif elektrofilik bilesenlerin detoksifikasyonu
icin gerekli glutatyon-S-transferaz (GST), ¢oklu ila¢ direnci ile iliskili protein 1
(MRP1) ve ATP-baglayici kaset tasiyicilari (ABC) enzimlerinin seviyesi gen
diizeyinde regiile ederek ksenobiyotiklerin ve ilaglarin detoksifikasyonunda 6nemli rol
oynamakta ve bu etkileri ile kanser hiicrelerinin kemoterapdtiklere yanitini da
degistirebilmektedir (Goto, Kawabata & Li, 2020; Menegon, Columbano & Giordano,
2016; Vollrath, Wielandt, Iruretagoyena & Chianale, 2006). Nrf2 yoklugunda
hiicrelerin 6liim reseptorii bagimli apoptotik yoldan o6liime gittigi bildirilmis ve
Nrf2’nin hiicrede Fas-aracili apoptoz inhibitorii olarak rol oynadigi rapor edilmistir
(Gao & Schottker, 2017; Kotlo ve ark., 2003; Rojo de la Vega, Chapman & Zhang,
2018).

Protein katlanma bozukluklarinin eslik ettigi ER stresi, translasyon diizeyini
azaltarak protein sentezini bir siire durdurmasi igin hilicreye zaman taniyan
mekanizmalarin  aktif rol oynamasi ile (unfolded protein response, UPR)
yanitlanmaktadir. Bu siirecte, ER transmembran protein kinaz (PERK) direkt olarak
translasyon baslatic1 faktor 2 (elF2a)’y1 fosforilleyerek hiicreye protein katlanma
bozukluklarini gidermesi i¢in zaman taninmasini saglamaktadir. ER stres kosullarinda
Nrf2, direkt bir PERK hedefi olarak fosforillenmekte ve aktiflesmektedir (Cullinan,
Zhang, Hannink, Arvisais, Kaufman & Diehl, 2003; Trachootham ve ark., 2009; Wek
& Cavener, 2007). Nrf2 tarafindan 26S proteozom ve 1s1 sok proteinlerinin uyarilmasi,
hasarli proteinlerin onarilmasini veya ortadan kaldirilmasini kolaylastirirarak hiicreleri
apoptozdan korumaktadir (Kwak, Wakabayashi, Itoh, Motohashi, Yamamoto &
Kensler, 2003). Ozetle, Nrf2 aktivasyonu stres kosullari altinda hiicreyi yasamsal
stirecler i¢in zorlayici ¢goklu mekanizmalart devreye sokmaktadir (Basak, Sadhukhan,
Sarkar & Sil, 2017).
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Sekil 16. Nrf2/Keapl kompleksinin inhibisyonu ve Nrf2’nin transkripsiyonel
aktivasyon mekanizmalari

Kanser hiicreleri kronik oksidatif stres kosullarinda bile kontrolsiiz biiyiime ve
cogalma kapasitesiteleriyle normal hiicrelerden farkli fenotipe sahiptir. Pek ¢ok ileri
evre kanser tiirlinde bu siirece eslik eden Nrf2 asir1 aktivitesi gozlenmektedir (Wu, Lu
& Bai, 2019). Kanser hucrelerinde kontrolstiz niklear Nrf2 aktivasyonu PKC-aracili
olarak saglanabilmekle birlikte, biiylime faktorii reseptorlerinden gelen siirekli
cogalma sinyallerinin MAPK ve PI3K/AKT tarafindan Nrf2’ye fosforilasyon yolu ile
aktarilmas1 ya da somatik Nrf2 veya Keapl onkogenik mutasyonlar1 sonucu da
saglanabilmektedir (Espinosa-Diez ve ark., 2015; Kansanen, Kuosmanen, Leinonen &
Levonen, 2013). Nrf2’nin direkt olarak indirgenmis GSH sentezini arttiran ve NADPH
olusumunu saglayan enzimleri aktive edici rolleri bulunmasi nedeniyle kanser
hiicrelerini stres kosullarinda koruyan ve yagamaya tesvik eden onkogenik etkiye sahip
oldugu diistintilmektedir (Wu ve ark., 2019). Literatiirde redoks adaptasyon siirecinde
kanser hiicrelerinin piirin, pirimidin ve amino asit sentezleme hizini arttiran metabolik
degisimlerin de Nrf2 aracili gerceklestigini gdsteren c¢alismalar bulunmaktadir
(DeBlasi & DeNicola, 2020; Mitsuishi, Motohashi & Yamamoto, 2012). Bu nedenle
kanser htcrelerinde Nrf2’nin farmakolojik olarak hedeflenerek inhibe edilmesinin,
hicresel koruyucu adaptasyonlara sahip kanser tlrlerinde hicreyi 6lume

yonlendirecek makul ve etkili bir strateji oldugu diisiiniilmektedir (Gao & Schottker,

45



2017; Panieri ve ark., 2020; Sivinski, Zhang & Chapman, 2021; Telkoparan-Akillilar,
Panieri, Cevik, Suzen & Saso, 2021; Zhu ve ark., 2016).
2.5.5.1.2. NF-xB

NF-kB bagisiklik, inflamasyon, hiicre biiylimesi, ¢ogalmast ve hiicrenin
hayatta kalmasini saglayan mekanizmalarin diizenlenmesinde rol oynayan redoks
duyarl bir transkripsiyon faktoriidiir (Trachootham ve ark., 2009). Memelilerde NF-
kB ailesi, NF-kB1 (p50/p105), NF-kB2 (p52/p100), RelA (p65), RelB ve c-Rel alt
tinitelerinin heterodimer ya da homodimer formlarda birlesmesinden olugmakta olup
daha siklikla bulunan NF-kB formu heterodimer yapida p50/p65 {initelerinden
meydana gelmektedir. Tiim iiyeler DNA’ya baglanmaya, aile iiyeleri arasinda
dimerizasyona ve NF-kB dimerlerinin inhibitor kappa B (IkB) ile iliskisine aracilik
eden Rel homoloji alaninin varligi ile karakterizedir (Hayden & Ghosh, 2004). Bazal
stres kosullarinda NF-kB, IkB inhibitér proteinine bagli olarak inaktif formda
bulunmaktadir. Inflamatuar yanit sirasinda NF-kB'nin klasik aktivasyonu, IxB
kinazlar1 (IKK'ler) aktive eden timor nekroz faktori (TNF) ve interlokin (IL)
reseptOrlerinin uyarilmasiyla baglatilmaktadir. IkB inhibitdr proteininin, 32. ve 36.
serin bakiyelerinden IKK’ler tarafindan fosforillenmesi sonucu proteozomal yikima
yonlendirilmesi ile NF-xkB tizerindeki inhibisyon ortadan kalmakta ve NF-xB
aktifleserek niikleusa gegis yapmaktadir (Espinosa-Diez ve ark., 2015; Liu, Zhang, Joo
& Sun, 2017). Bu mekanizmaya ek olarak NF-kB aktivasyonunu saglayan IkB’dan
bagimsiz baska mekanizmalar da bulunmaktadir. Endojen ROS seviyesindeki artis,
direkt olarak IxB’nin tirozin bakiyelerinin fosforilasyonunu uyarabilmekte ve NF-
«B’nin da diger protein kinazlar (PKC, PKA, TANK baglayici kinaz 1, kazein kinaz
II gibi) tarafindan fosforillenme yolu aktiflesmesini saglayarak niikleusa gecisine izin
verebilmektedir (Oliveira-Marques, Marinho, Cyrne & Antunes, 2009). NF-xB
fosforilasyonu, proteinin niikleusta transaktivasyon potansiyelini arttiran ve NF-xB
p65 alt biriminde optimal aktivite saglayan O©nemli bir post-translasyonel
mekanizmadir (Christian, Smith & Carmody, 2016). Ek olarak ROS artis1, MAPK
aktivasyonu yolu ile de NF-«xB fosforilasyonunu ve aktivasyonunu uyarabilmektedir
(Nakano, Nakajima, Sakon-Komazawa, Piao, Xue & Okumura, 2006). Aktif NF-xB,
inflamatuar yanita aracilik eden sitokinlerin, kemokinlerin ve reseptérlerin

ekspresyonunu indiiklemekte; doku hasarini onararak istilaci patojenleri yok etmek
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icin adaptif bir yanit diizenlemektedir (Liu ve ark., 2017). Bu fonksiyonlarina ek olarak
ROS-aracili antioksidan genlerin ekspresyonunu diizenleyici etkileri bulundugundan
hiicresel redoks adaptasyonuna katki saglamaktadir (Lingappan, 2018; Trachootham
ve ark., 2009; Sekil 17).
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Sekil 17. ROS-aracili NF-kB aktivasyonu

NF-kB aktivitesi, birgok kanser tiiriinde artig gostermektedir (Yu, Lin, Zhang,
Zhang & Hu, 2020). Oksidatif strese yanit olarak gerceklesen NF-kB aktivasyonu,
siklinlerin, anti-apoptotik proteinlerin, hiicre adhezyon proteinlerinin ve MMP'ler
dahil olmak Uzere anjiyogenezde yer alan g¢esitli proteinlerin ekspresyonunu
duzenleyerek kanser hiicrelerinde proliferasyonu ve invazyonu desteklemektedir
(Karin & Lin, 2002). Aktif NF-kB’nin hedefleri arasinda NOX2, XOR, NOS2, COX2,
ALOX5 gibi ROS dizenleyici proteinleri kodlayan genler, Mn-SOD, SOD1, CAT, GPX
ve ferritin agir zinciri (FHC) gibi antioksidan protein genleri, Bcl-X. ve Bcl-2 iliskili
protein Al (Bfl-1) dahil olmak Gzere Bcl-2 ailesi tyeleri gibi apoptoz inhibitorleri,
kaspaz-8'in inaktif homologu, IAP'ler gibi kaspaz inhibitorleri, TNF reseptorl ile
iliskili faktor 1 (TRAF1) ve Gadd45 (JNK aracili hiicre 6liimi inhibitorii) yer
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almaktadir (Espinosa-Diez ve ark., 2015; Hayes ve ark., 2020; Lingappan, 2018;
Morgan & Liu, 2011; Perkins, 2012; Trachootham ve ark., 2009).

Tumdr mikrogevresindeki yiksek ROS seviyesi, NF-kB aracili hiicresel
sagkalima tesvik yollarinin regiilasyonunu yonlendiren bir diger 6nemli stres etkenini
olusturmaktadir. Son caligmalar fagositik hiicreler tarafindan salmman TNF-a ile
indiklenen NF-kB aktivasyonunun, ROS ireten enzim NADPH oksidazin
ekspresyonunu ve aktivitesini modiile ederek hiicresel ROS diizeyini dogrudan kontrol
edebilecegini ileri slirmektedir (Forrester, Kikuchi, Hernandes, Xu & Griendling,
2018; Tang, Tao, Fang, Deng, Xu & Zhou, 2017; Weinberg ve ark., 2019). TNF-a
dahil olmak {izere bir¢ok sitokinin timdr mikrogevresinde salinimi bulundugundan,
bu sitokinlerin NF-xB aktivasyonu yoluyla kanser hiicrelerinin hiicresel redoks
durumunu etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (Sekil 17). Bu nedenle kanser
hlcrelerinde hicresel adaptasyonu modiile eden NF-kB’nin hedeflenmesi kabul goren
farmakolojik bir stratejidir (Chaiswing, St Clair & St Clair, 2018; Yu ve ark., 2020).
2.5.5.1.3. Hif-a

Hif-a, hipoksi ile induklenebilir faktor (Hif) ailesine (Hif-1, Hif-2 ve Hif-3) ait
olan heterodimerik transkripsiyon faktori Hif-1'in bir bilesenidir. Hif-1 proteini, bir
alfa ve bir beta alt biriminden olusan heterodimer bir yapiya sahiptir ve hipoksik
kosullarda hiicresel fonksiyonun adaptif diizenlenmesinde ¢ok &nemli bir rol
oynamaktadir (Lee, Bae, Jeong, Kim & Kim, 2004). Hif-1, kanser hucrelerinde von
Hippel Lindau (VHL) veya PTEN gibi timor siipressor proteinlerin fonksiyon kaybi
ve/veya bazi onkogenlerin (biiylime faktorii/reseptorii) fonksiyon kazanimi sonucu
aktive edilmektedir (Kaelin, 2017; Masoud & Li, 2015).

Hif-a proteini, O2'ye bagli bozunma alaninda iki prolin bakiyesi ve C-terminal
transkripsiyon aktivasyon alaninda bir aspartil bakiyesi olmak tizere yapisal olarak ii¢
hidroksilasyon bolgesi igermektedir (Lee ve ark., 2004). Normoksik kosullarda, alt
unite Hif-o'nin iki prolin bakiyesi (Pro-402 ve/veya Pro-564), prolil hidroksilaz
domain 2 (PHD2) enzimi tarafindan hidroksillenmekte ve bu reaksiyon Hif-o’nin
ubikitinasyon ve VHL aracili proteozomal degradasyon yolu ile yikim siirecini
desteklemektedir. Ancak mitokondriyal Oz (substrat) yoksunlugu ve/veya endojen
ROS birikimi sonucu gelisen hipoksik kosullar altinda, hidroksilazlarin katalitik

alaninda bulunan demir iyonlar1 oksitlenerck asparaginil ve prolil hidroksilasyon
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reaksiyonlart inhibe edilmektedir. Bu kosul, PHD enzimi i¢in sinirli substrat
mevcudiyetine yol agmaktadir ve Hif-1'1 hidroksillenmemis ve dolayisiyla VHL gibi
E3 ligazlar tarafindan pargalanamayan stabilize bir formda birakmaktadir. Sonug
olarak, stabilize Hif-a niikleusa gecis yaparak Hif-f alt birimi ile hetero-dimerize
olmakta ve hedef genlerin promotdr bolgelerinde bulunan hipoksiye duyarl
elementlere (HRE) baglanarak gen ekspresyonunu uyarmaktadir (Brahimi-Horn &
Pouysségur, 2007; Ghoneum ve ark., 2020; Sekil 18).

Hizli ¢ogalan kanser hiicreleri, kronik hipoksi ve Oz agligi nedeni ile
karsinogenez, hicre transformasyonu dahil olmak Uzere kanser biyolojisinin her
alaninda rol alan ¢ok sayida proteini kodlayan genin transkripsiyonunu diizenleyen
Hif-1 aktivasyonunu kontrolsiiz indiklemektedir. Kanser hicrelerinin major
biyoenerji sensorii olan aktif Hif-1, hicre proliferasyonu, glukoz ve enerji
metabolizmasi, anjiyogenez, otokrin biiyiime faktdrii sinyalizasyonu, invazyon,
Metastaz, immiin sistemden kagis, kemoterapi ve radyoterapi direnci gibi metabolik
adaptasyon aracili ilerleyen pek cok siirecin gelismesinde rol oynamaktadir (Hayes ve
ark., 2020; Lee ve ark., 2016; Samanta & Semenza, 2017). Hif-1 transkripsiyon
faktorundn en iyi bilinen hedefleri arasinda metabolik adaptasyondan sorumlu glikoz
tastyicilari-1 ve -3 (GLUT-1, GLUT-3) ile anjiyogenez ve invazyon iliskili proteinler
VEGF ve MMP’ler bulunmaktadir (Semenza, 2013). Hif-1 kanser hicrelerinde glikoz
tastyicilarinin, glikoz aliminin ve heksokinazlarin yeniden diizenlenmesi ile birlikte
aerobik glikolizi de artirmaktadir. Ayrica, hipoksik ve metabolik olarak aktif timor
odaklar1 tarafindan artan glikoz alimi, tiimorlerin FDG-PET ile isaretlenerek
goruntilenebilmesinin temelini olusturmaktadir (Ghoneum ve ark., 2020; Semenza,
2009; Semenza, 2013).

Hipoksik kosullarda kanser hiicreleri, mitokondriyal kompleks III diizensizligi
nedeniyle artan hiicre i¢i ROS ile kalict oksidatif stres sergilemektedir. Boylece,
mitokondriyal ROS artis1 veya NOX aracili tiretilen hiicre i¢indeki fazla ROS diizeyi
hem hipoksik hem de normoksik kosullarda Hif-1 stabilizasyonunun saglanmasi igin
baskin rol oynayan bir diger mekanizmadir. Hipoksik kosullarda NOX aracili iiretilen
ROS, Ca" ve mTOR sinyallesmesine baglh olan Hif-1'in redoksa bagh
stabilizasyonunu indiklemektedir. Boylece, dongisel olarak Hif-1 ve ROS ifadesinin

ve aktivitesinin diizenlenmesi bir redoks adaptasyon tepkisi baslatmakta; kanser
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hiicrelerinde hayatta kalma mekanizmalari1 zorlayarak ve Hif-1 hedefindeki
antioksidan genlerin ekspresyonunu uyararak hiicrelerinin oksidatif strese toleransini
arttirmaktadir (Guzy, Mack & Schumacker, 2007; Hayes ve ark., 2020; Yuan,
Nanduri, Khan, Semenza & Prabhakar, 2008; Stegen ve ark., 2016).
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Sekil 18. Hif-1a’nin normoksik ve hipoksik kosullarda aktivasyonu

2.5.6. Kanser hiicrelerinde degisen redoks homeostazisinin kanser progresyonu
ile iliskisi

Kanser hiicrelerinde endojen ROS artisina baglh olarak redoks duyarh
transkripsiyon faktorlerinin aktiflesmesi ile ilerletilen redoks adaptasyon stireci sadece
kanser hiicrelerinin hayatta kalmalarina degil ayn1 zamanda kanser progresyonunun
hizlanmasina katkida bulunan mekanizmalarin da aktiflesmesine neden olmaktadir.
Redoks adaptasyonunun primer ilerticileri olan Nrf2, NF-xB ve Hif-a transkripsiyon
faktorleri 6zelinde detaylandirilan sinyalizasyonlardaki hedef proteinler, hiicresel
antioksidan savunma mekanizmalarimin ve proliferatif aktivitenin artmasini
saglamakla birlikte; kanser hiicrelerinde biyosentez hizinin artmasi, apoptoz
inhibitorlerinin uyarilmasi ile programli hiicre Oliimiinden kagis, metabolik
adaptasyonun diizenlenmesi, hipoksik kosullarin olusmas1 ve devamliliginin
saglanmasi, invaziv ve metastatik yeteneklerin kazanimi, tiimoér mikrogevresinin
diizenlenmesi yolu ile immiin sistemden kagis saglanmasi, ilag metabolizmasinin
yeniden diizenlenmesi ile kanser hiicrelerinde ila¢ yanitinin degistirilmesi ve ilag

direnci gibi kanserin kotii progresyonunu ilgilendiren pek ¢cok degisim icin de ilerletici
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roller Ustlenmektedir (Galadari ve ark., 2017; Ghoneum ve ark., 2020; Glasauer &
Chandel, 2014; Hayes ve ark., 2020; Moloney & Cotter, 2018). Bu nedenle kanser
hlcrelerinde redoks adaptasyonunun terapétik agidan hedeflenebilirligi stratejik bir
O6neme sahiptir.

2.5.7. ROS’un tumor supressor etkileri ve kanser hticrelerinde terapotik hedef
olarak redoks adaptasyonu

ROS, normal hiicrelerde sitostatik ve kanser hiicrelerinde timaorojenik diizeyde
iken dogrudan hiicrelerin hayatta kalma mekanizmalarini ilerleten sinyalizasyonlarin
onemli bir parcasi olarak iglev gérmektedir. Buna ragmen tolere edilemeyecek toksik
diizeye ulastiginda bilinen tiim canli sistemlerde 6liime neden olmaktadir. Kanser
hiicreleri i¢in diisiiniildiigiinde ise ROS seviyesi, hiicrelerin redoks adaptasyonu
sayesinde yasamina devam edebildigi tiimorojenik diizeyin lzerine c¢iktiginda
sitotoksik seviyeye daha c¢abuk ulagsmakta ve sitotoksik seviyede tiimor siipressor
etkiler gostermektedir (Kim ve ark., 2019).

Toksik diizeye ulasmis endojen ROS’un kanser hiicrelerinde bilinen en iyi
hedefi apoptoz sinyal diizenleyici kinaz 1 (ASK1)’dir. ROS artisinin direkt olarak
ASKI1 dimer olusumunu indiikledigi ve aktivasyonuna yol actig1 gdsterilmistir (Ichijo
ve ark., 1997). ASKL'in aktivasyonu stresle aktive edilen protein kinaz (JNK) ve p38
kinazin fosforilasyonunu ve aktivasyonunu tetikleyerek hiicrede i¢ apoptoz yolaginin
aktiflesmesine neden olmaktadir. Ayrica aktif ASK1/JNK/p38 sinyalizasyonu hiicre
siklusunu diizenleyen siklinleri inhibe ederek ve siklin bagimli kinaz inhibitorlerini
aktive ederek hiicre dongiisiinlin durmasina neden olmaktadir (Glasauer & Chandel,
2014; Han & Sun, 2007; Tobiume ve ark., 2001). ROS’un dogrudan hiicre dongiisti
proteinleri iizerine etkileri de tanimlanmistir. En iyi 6rnek G2'den M fazina hiicre
dongusu ilerlemesi icin gerekli olan fosfotaz Cdc25'in H2O> aracili oksidasyonu ve
inaktivasyonudur (Liu, Liu, Wang, Yang & Wang, 2012; Savitsky & Finkel, 2002).

I¢ apoptoz yolagini aktiflestiren bir diger ROS-aracili mekanizma ise ROS un
direkt olarak mitokondri {izerine etkileri ile iligkilidir. Bu mekanizmada ROS, VDAC-
bagimli mitokondriyal gecgirgenlik gecis gézeneklerinin yapisini bozarak mitokondri
membran potansiyelini degistirmekte ve dis mitokondriyal zardan sitokrom c, AIF ve
SMAC/DIABLO gibi pro-apoptotik faktorlerin salinimina yol agmaktadir (Galadari
ve ark., 2017; Marchi ve ark., 2012; Redza-Dutordoir & Averill-Bates, 2016). ROS’un
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dis apoptotik yolak ile iligkisi ise hlcresel FLICE inhibitor protein (c-FLIP) hedefinde
ilerletilmektedir. c-FLIP, 6liim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC)’nin olusumunu
engelleyerek dis apoptotik yolagi baskilamaktadir. Ancak yiiksek diizeyde ROS, c-
FLIP proteinini post-transkripsiyonel diizeyde regiile ederek dis apoptotik yolagin
aktiflesmesini saglamaktadir (Wilkie-Grantham, Matsuzawa & Reed, 2013).
ROS-aracili hiicre 6liimlerinin biiyiik kism1 apoptotik yolagin aktiflesmesi ile
saglaniyor olmasina ragmen, hiicre igerisinde endojen ROS olusumunu arttiran bazi
uyaranlar hiicrelerde farkli 6liim tiplerini de tetikleyebilmektedir. Uyaran ajana ve
hiicre tipine bagl olarak degismekle birlikte sanguinarin ve curcuminin glioma
hlcrelerinde ROS-aracil1 otofajik etkileri oldugu belirlenmistir. ROS’un hiicrelerdeki
primer otofaji hedefleri arasinda mTOR, ATG4 ve Beclin-1 proteinleri yer almaktadir
Chen, McMillan-Ward, Kong, Israels & Gibson, 2008; Scherz-Shouval, Shvets, Fass,
Shorer, Gil & Elazar, 2007; Scherz-Shouval & Elazar, 2011). Bununla birlikte,
otofajinin redoks ile diizenlenmesi, ROS’a maruz kalan hiicrenin tipine, agresivitesine
ve ajanin maruziyet siiresine bagli olarak degismektedir (Galadari ve ark., 2017).
Toksik dizeyde ROS-aracili tetiklenen bir diger hiicre Olimi tipi ise
ferroptozdur (Dodson, Castro-Portuguez & Zhang, 2019). Ferroptoz mekanizmasinda
hiicre membraninda bulunan sistein/glutamat tasiyict sisteminde (system Xc)
gergeklesen inhibisyon sonucu sistein alim1 diismekte ve boylece hiicrenin antioksidan
kapasitesi (GSH miktar1) azalmaktadir. Hiicre i¢inde biriken ROS demir iyonlarinin
varliginda ciddi oksidatif hasar yaratarak ER stresinin eslik ettigi lipid
peroksidasyonuna yol agmakta ve ferroptozu tetiklemektedir (Bebber ve ark., 2020).
Cesitli ajanlarin GSH’1in GSSG’ye doniisiimiinii saglayan GPx4 enzim inhibiyonuna
neden olarak ferroptozu aktiflestirdigi bildirilmistir (Yang ve ark., 2014). Bu
mekanizma hiicrenin ROS’u ortadan kaldiran ana dongiisii olan GSH—GSSG
dontistimiinti direkt olarak inhibe ettiginden hiicre iginde lipidik ROS artisina yol
acmakta ve hiicreyi ferroptoza tesvik etmektedir. Artemisin, sorafenib, erastin gibi
ajanlarin renal hiicreli karsinomada ve hepatoselliiler karsinomada ROS-aracil1 olarak
ferroptozu uyardig1 belirlenmistir (Dixon ve ark., 2012; Linkermann ve ark., 2014;

Louandre ve ark., 2015; Ooko ve ark., 2015).
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Son olarak toksik dizeydeki ROS’un, kanser hiicrelerinde invaziv ve
metastatik 6zelliklerin baskilanmasina yol actigi ve hiicrelerin kemosensivitesinde
artisa neden oldugu rapor edilen timor siipressor etkileri arasinda yerini almistir
(Galadari ve ark., 2017; Hayes ve ark., 2020). Yiksek konsantrasyonlarda ROS’un
EMT mekanizmasi iizerindeki baskilayict 6zellikleri nedeni ile antimetastatik etki
gosterdigi bilinmektedir. Normal diizeyde ABC transport proteinlerinin aktivitesinde
artisa neden olarak ila¢ yanit sistemi iizerinde diizenleyici etkilere sahip olan ROS,
toksik konsantrasyona ulastiginda P-glikoprotein inhibisyonuna neden olarak kanser
hiicrelerinin kemoterapi yanitini iyilestirebilmektedir (Pandey, Chaube & Bhat, 2011).

ROS’un hiicresel sistemlerde yararli ve zararh etkileri degerlendirildiginde
antikanser bir strateji olarak hiicrelerde ROS diizeyinin azaltilmasi yoniindeki
yaklagimlar (antioksidan kanser tedavileri) basarisiz kalmaktadir. Bu basarisizligin en
O6nemli nedenleri arasinda yer alan foktorler su sekilde 6zetlenebilir: (i) ekzojen olarak
arttirilan antioksidan kapasiteye ragmen kanser hiicrelerinde kalan lokal ROS diizeyi
tiimorojenik seviyenin altina inemedigi i¢in onkogenik sinyalizasyonun devamliligini
saglamaya yetebilmektedir. (ii) Sitostatik diizeyde ROS ve ROS'a bagimli hiicre
sinyali normal hucre fonksiyonu icin gereklidir. Normal bir hiicrenin 6limdine neden
olabilecek sitostatik diizeyin altindaki ROS diizeyi tiimor hiicresinin yagami ig¢in
yeterli olabilmektedir. (iii) Antioksidan kanser tedavileri, gunumizde kanser
tedavisinin altin standardi kabul edilen kemoterapi ile zit etkilerde ¢alismaktadir. Pek
cok kemoterapi ajani etkisini direkt ya da dolayli ROS arttirict sitotoksisite ile
gostermektedir. Bu nedenler ile antioksidan aktiviteye sahip ajanlarin direkt kanser
terapi hedefinde kullanimlar1 yerine riskli kosullarda kanser koruyucu amacla ya da
kanser terapi sirasinda kemo-koruyucu amag ile kullanimlari daha yaygin olup bu
dogrultuda daha olumlu sonuglar alinmaktadir (Firczuk ve ark., 2020; Ghoneum ve
ark., 2020; Glasauer & Chandel, 2014; Kim ve ark., 2019; Trachootham ve ark., 2009).

Bu nedenle, ROS hedefli kanser terapi yaklasimlarinda, hicrelerde ROS
diizeyinin arttirilmasini (prooksidan etki) hedefleyen ve bdylece daha secici bir etki ile
kanser hiicrelerinde redoks adaptasyonunu toksik yone dogru kaydiran yaklagimlar 6n
plana ¢ikmis ve kanserde redoks adaptasyonunun terapétik olarak hedeflenebilirligi ile

ilgili ¢aligmalar son yillarda artis gostermistir (Choi, Venkatesan & Shim, 2019;
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Firczuk ve ark., 2020; Perillo ve ark., 2020; Wang ve ark., 2019; Zaidieh, Smith, Ball
& An, 2019).

Kanser hcreleri ve normal hucreler, oksidatif stres ve antioksidan kapasite
dengesi agisindan belirgin farklilik gostermektedir. Redoks dengesizligine karsi
gelistirilen oksidatif stres adaptasyonu kanser hiicresi i¢in biyobelirte¢ niteligindedir.
Normal hiicreler daha diisiik diizeyde ROS {iretimi (sitostatik diizey) ve ROS’u ortadan
kaldiran mekanizmalara daha az gereksinim ile karakterize iken; kanser hiicrelerinde
degisen redoks homeostazisine uyumla iligkili olarak daha yiliksek ROS iiretimi
(timorojenik diizey) ve ROS’u ortadan kaldiran hiicresel antioksidan savunma
sistemlerinin kapasitesinde artis s6z konusudur. Ancak bu durum, terapotik acgidan
secgici olarak kanser hiicrelerinin hedeflenebilirligini diisiindiiren biyolojik temele
sahip bir mekanizma olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Panieri & Santoro, 2016; Raza ve

ark., 2017; Sekil 19).
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Sekil 19. Kanser hicrelerinde redoks manipilasyonlarmin terapotik segiciligi ve
biyolojik temeli

Kanser hicrelerinin normal hiicrelere gére daha yiksek endojen ROS diizeyine
sahip olmalar1 farmakolojik redoks manipiilasyonlar1 ile kanser hiicrelerinin toksik
ROS esik degerine normal hiicrelerden daha ¢abuk ulagsmasini saglamakta ve toksik
ROS degeri secici olarak kanser hiicrelerini programli hiicre Oliimiine

yonlendirmektedir. Yani, degisen redoks homeostazisi nedeni ile onkogenik

54



transformasyon gecirmis hiicreler redoks merkezli terapiler i¢in primer hedef
konumuna gelmektedir. Cesitli ajanlar ile kanser hiicrelerinde ROS diizeyini
tiimorojenik  dlizeyden  sitotoksik  diizeye c¢ikarmayr hedefleyen redoks
manipiilasyonlar1 son yillarda ilgi ¢eken calisma konularindan biri haline gelmistir.
Kanser hiicrelerine kiyasla normal hiicrelerdeki redoks homeostazisi daha diisiik
diizeyde ROS iiretimi ve ROS’u ortadan kaldiran mekanizmalara daha az gereksinim
ile karakterize oldugundan normal hiicreler kanser hiicrelerine gore redoks
manipiilasyonlarindan daha az etkilenmektedir (Galadari ve ark., 2017; Glasauer &
Chandel, 2014; Trachootham ve ark., 2009; Sekil 19).

Antikanser bir strateji olarak redoks manipiilasyonlarinda amag¢ primer
terapotik hedef olan kanser hiicrelerinde artmis olan ROS seviyesini toksik esik degere
cekmektir. Kanser tedavisinde redoks manipiilasyonlarini igeren bu terapi modelleri
genel olarak “prooksidan kanser terapi” olarak adlandirilmaktadir. Kanser hiicrelerinin
redoks adaptasyonunun bozulmasindan daha c¢ok etkilenmesi prooksidan kanser
terapinin secici sitotoksisitesinin temelini olusturmaktadir (Kim ve ark., 2019; Wang
& Yi, 2008). Bu amagla kanser hiicrelerinde (i): direkt olarak oksidasyon yetenegine
(prooksidan etkiye) sahip bazi ajanlar kullanilarak dogrudan ROS seviyesinin artis1
saglanabilmektedir. Boylece, kanser hiicrelerinde ROS diizeyi toksik esik diizeyin
tizerine ¢ikarilarak stresle indiiklenmis apoptoz, ferroptoz, otofaji ya da nekroptoz gibi
programli hiicre dliimleri uyarilabilmektedir. Bu yaklasim, direkt prooksidan etkiye
sahip olan antikanser terapi yaklagimidir. Alternatif olarak (ii): antioksidan savunma
sistemini bloke eden molekiiller kullanilarak ROS’a kars1 savunma mekanizmasini
ortadan kaldirma yolu ile kanser hiicrelerinin artmis olan ROS diizeyine kars1 toleransi
azaltilabilmektedir (Narayanan, Ma & Ozcelik, 2020; Trachootham ve ark., 2009;
Wang ve ark., 2021). Antioksidan inhibisyon yaklasiminda, kanser hiicrelerinde
antioksidan savunma sisteminin bloke edilmesi ile hiicrelerde artmis ROS diizeyinin
toksik degere esitlenmesi hedeflendiginden bu yaklasim dolayli prooksidan etkilere
sahip bir yaklasimi temsil etmektedir. Her iki strateji de literatiirde kabul goren
prooksidan kanser terapi yaklasimlari arasinda yer almaktadir (Dong, Liu & Zhu,
2016; Kim ve ark., 2019; Wang ve ark., 2021). Ek olarak, son yillarda iki yaklasim
kombinlenerek hem endojen ROS diizeyinin arttirilmas1 hem de antioksidan savunma

sistemi tlizerinde inhibisyon saglayici etkilerin yaratilmasi ile arttirilmis prooksidan
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terapiler de, sinerjistik etkisi ve kanser spesifitesi daha yiiksek bir terapi secenegini
olusturmaktadir (Firczuk ve ark., 2020; Sekil 20).
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1. ROS diizeyinin arttirilmasi
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1+2: 3. Arttirilmis prooksidan etki
Sekil 20. Prooksidan kanser terapi yaklasimlari: 1. ROS diizeyinin arttirtlmasi, 2.
Antioksidan inhibisyonu ve 3. Arttirilmig prooksidan etki modeli
2.5.8. Kanser terapide prooksidan ozelliklere sahip bilesiklere genel bakis
Prooksidan 6zellige sahip bilesikler, hiicresel makromolekiiller iizerinde
oksidasyona neden olarak endojen oksidatif stresi arttirma yetenegine sahip bilesikler
olarak tanimlanmaktadir. Direkt prooksidan etkiye sahip olan bu bileskilere ek olarak
antioksidan savunma sistemininde inhibisyon saglama 6zelligine sahip bazi bilesikler
de hiicrede endojen oksidatif stres artisina neden olduklarindan dolayli prooksidan etki
gostermektedir (D'Angelo, Martino, Ilisso, Bagarolo, Porcelli & Cacciapuoti, 2017;
Rahal ve ark., 2014). Literatiirde prooksidan o6zelligi bulunan bilesiklerin veya
tiirevlerinin ¢esitli kanser tiirlerinde antikanser etkilerinin arastirildigi preklinik ve
klinik caligmalar yer almaktadir (Dong ve ark., 2016; Galadari ve ark., 2017;
Trachootham ve ark., 2009; Prooksidan o&zelligi bulunan bilesiklerden bazilari
(Paclitaxel, Docetaxel, Doxorubicin gibi antrasiklinler, Prokarbazin, Vinkristin,
Cisplatin, Bleomisin, 5-fluorourasil (5-FU), Rituximab, Arsenik trioksit (ATO),
Sorafenib) kanser kemoterapisinde hali hazirda aktif kullanilan kemoterapotiklerdir

(Yang ve ark., 2018). Ancak prooksidan etkiye sahip kemoterapi ajanlarinin kanser
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hiicrelerinde bu yondeki segici etkileri diisiik oldugundan, bu ajanlar normal hiicreler
tizerinde de prooksidan etki aracili sitotoksisite gostermektedir. Bu durum tek
baglarina  kullanildiginda  kemoterapi  ajanlarinin  antikanser  potansiyelini
sinirlamaktadir (Huang & Pan, 2020; Mirzaei ve ark., 2021). Bu nedenle secici olarak
kanser hiicrelerinde prooksidan etki gosterebilen ajanlar prooksidan kanser terapi icin
daha fazla umut vaat etmektedir. Benzer yaklasimla kanser spesifitesi daha yiliksek
baz1 kii¢iik molekiil yapisina sahip prooksidan etkili bilesiklerin ¢esitli kanserlerde tek
baslara ya da kemoterapoétikler ile kombin halinde uygulanan ve devam eden faz
calismalar1 bulunmaktadir (Choudhari, Mandave, Deshpande, Ranjekar & Prakash,
2020; Gupta, Verma, Nalla, Kulshreshtha, Lall & Prasad, 2020; Zhang, Duan, Song,
Liu, Hou & Fang, 2021). Ornegin daha 6nce tedavi edilen ve ikinci basamak tedavide
Docetaxel almas1 uygun goriilen akciger, meme ve hormona direngli prostat kanseri
hastalarinda, giiclii bir GSH deplesyonu saglayan ve bdylece kanser hiicrelerinde
prooksidan etkileri bulunan Imexon maddesi ile Docetaxel’in kombin kullaniminin
2015 yilinda Faz 1 calismalar1 tamamlanmis (Moulder ve ark., 2010) ve bu
kombinasyonun akciger kanserinde Faz II caligmalarina ilerletilmesi uygun
goriilmiistiir (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00327288).

Prooksidan etkili bilesikler etki mekanizmalar1 agisindan farklilik
gostermelerine ragmen dogrudan ya da dolayli olarak endojen ROS artigina bagli hiicre
6lumuna tetiklemeleri nedeni ile ortak noktalara sahiptir. Literatiirde en dikkat ¢ceken
prooksidan etkili bilesikler, (i) direkt ROS artisi, (ii) GSH deplesyonu, (iii) TRX
inhibisyonu, (iv) SOD inhibisyonu olmak {tizere etkilerini dort farkli mekanizma
tizerinden gerceklestirmektedir (Firczuk ve ark., 2019; Kim ve ark., 2019; Wang & Yi,
2008). Bu gruplar igerisinde yer alan yiizlerce bilesik ve tiirevleri igerisinde, (i) Direkt
ROS artig1 grubunda fenolik asitler ve flavonoidler (curcumin, quersetin, resveratrol,
epigallokatesin, epigallokatesin gallat, katesin gibi), piperlongumine, elesclomol
(STA-4783) ajanlarina ek olarak fotodinamik kanser terapi; (ii) GSH deplesyonu
grubunda buthionin sulfoksimin (BSO), imexon, fenetil izotiyosiyanat (PEITC),
sulforofan; (iii) TRX inhibisyonu grubunda PX-12 (1-metilpropil 2-imidazol disulfid),
moteksafin gadolinium, auranofin altin kompleksi; (iv) SOD inhibisyonu grubunda
methoxyestradiol (2-ME), ATN-224, disulfiram bilesikleri 6ne ¢ikmaktadir (Dong ve
ark., 2016; Lee, Lee & Lim, 2021; Trachootham ve ark., 2009; Zhang ve ark., 2021).
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Mevcut tez calismasinda antikanser etkilerinin ve kanser hucrelerinde
prooksidan hedeflerinin arastirilmasi amaciyla ilk kez olusturulan arttirilmig bir in
vitro prooksidan terapi modeli tizerinde ¢alisilmistir. Bu kapsamda kanser
hiicrelerinde ROS artisinin flavonoid sinifina dahil polifenolik bir bilesik olan
Apigenin ile indiiklenmesi ve es zamanli GSH deplesyonunun PEITC ile saglanmasi
Ongoriilmis, boylece redoks adaptasyonunun her iki yonden baskilanmasi ile prostat
kanseri icin yeni bir in vitro prooksidan kombin terapi modeli olusturulmasi
planlanmustir.
2.5.8.1. Prooksidan ajanlar olarak flavonoidler
2.5.8.1.1. Flavonoidlerin kanser terapisindeki rolleri

Flavonoidler, fenil benzopiran halka yapisina sahip olan bitkisel sekonder
metabolit grubuna dahil polifenolik yapidaki renkli bilesiklerdir. Doygunluk
dizeylerine, C-halkasinin degisim paternine ve merkezi piran halka yapisinin
acilimina gore flavon, flavanol, flavanonol, flavonol, flavonon ve isoflavon olmak
lizere 6 gruba ayrilmaktadir (Sekil 21). Giiniimiize kadar pek ¢ok calismada cesitli
flavonoidlerin antialerjik, anti-inflamatuar, antianjiyogenik, antioksidan ve antikanser
aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir (Durazzo, Lucarini, Souto, Cicala, Caiazzo &

1zzo, 2019; Kopustinskiene, Jakstas, Savickas & Bernatoniene, 2020; Panche, Diwan

& Chandra, 2016).

Flavanol

Flavonel

Sekil 21. Flavonoidlerin genel kimyasal yapilar1 (Ravishankar, Rajora, Greco &
Osborn, 2013).
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Flavonoidler kanser hiicrelerinde antionkogenik hedefleri (tirozin kinaz ve
serin/treonin  kinaz inhibisyonu, topoizomerez inhibisyonu, VEGF ve MMP
inhibisyonu, kaspaz aktivasyonu gibi) bulunmasi nedeni ile kanser terapisinde umut
vaat eden kiguk bitkisel metabolitler olarak dikkat cekmektedir (Lee ve ark., 2021;
Panche ve ark., 2016; Ravishankar ve ark., 2013). Flavonoid sinifinda arasinda yer
alan bazi polifenolik bilesiklerin (alpinumisoflavone, baicalein, genistein, hispidulin,
luteolin) giincel Klinik éncesi deneyleri devam ederken (Choudhari ve ark., 2020;
Zhang ve ark., 2021); bazilarmin ise (quersetin, curcumin ve epigallokatesin)
kolorektal kanser, meme ve prostat kanserlerinde klinik faz ¢aligmalari (erken Faz I,
Faz I, Faz Il) devam etmektedir (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02891538,
NCT03072992, NCT01912820).
2.5.8.1.2. Flavonoidlerin kanser terapisinde redoks aracili rolleri

Flavonoidlerin, hedef bir molekiilden oksidatif hasar1 uzaklastiran, 6nleyen ya
da geciktiren giiclii antioksidan etkileri bulunmaktadir. Flavonoid aracili antioksidan
etki mekanizmalar1 arasinda ROS’lar1 direkt ortadan kaldirma (antiradikal aktivite),
antioksidan enzimlerin aktivasyonu, oksidazlarin inhibisyonu, nitrik oksit tarafindan
olusturulan oksidatif hasarin azaltilmasi1 ve diisiik molekiil agirlikli antioksidan
molekiillerin (GSH gibi) sentezini arttirma gibi mekanizmalar yer almaktadir. Bu
oOzellikleri nedeni ile oksidatif hasara maruz kalan hiicrelerde kanserin énlenmesi ya
da kanser tedavisinde kemoterapdtiklerin zararli etkilerinin azaltilmasi amaciyla
flavonidlerin etkilerini inceleyen ve olumlu sonuglar bildiren farkli caligsmalar
bulunmaktadir (D’ Amelia, Aversano, Chiaiese & Carputo, 2018; Kikuchi, Yuan, Hu
& Okazaki, 2019; Liskova ve ark., 2021). Ancak bazi flavonoidlerin redoks aracili
etkileri, konsantrasyon bagimli olarak gecis metallerinin varliginda antioksidan
yonden prooksidan yone dogru kaymaktadir (Eren-Guzelgun, Ince & Gurer-Orhan,
2018; Pignitter ve ark., 2016; Prochazkova, Bousova & Wilhelmova, 2011). Ornegin,
quersetinin insan lenfositlerinde 50uM’da oksidatif DNA hasarini azalttigi, 100uM'da
ise prooksidan etki ile aracili DNA hasarini arttirdigi tespit edilmistir (Yen, Duh, Tsai
& Huang, 2003).
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Antikanser bir strateji olarak flavonoidlerin prooksidan etkilerinden
faydalanilmas1 yoniindeki arastirmalar son yillarda artis gostermistir. Bazi
flavonoidler, kanser hiicreleri lizerinde se¢ici prooksidan etkilere sahip olduklarindan
spesifik olarak kanser hiicrelerinde ROS artigin1 uyarabilmektedir. Bazi flavonoidler
ise secici prooksidan etkileri ile kanser hiicrelerinde antioksidan savunma kapasitesini
inhibe etme yolu ile dolayli olarak ROS artisina neden olduklarindan kanser
hicrelerinde sitotoksik etki gostermektedir (Lee ve ark., 2021; Sznarkowska,
Kostecka, Meller & Bielawski, 2017). Literatiirde 6ne c¢ikan prooksidan etkili
flavonoidlerin ROS-aracili antikanser etkileri, preklinik etki mekanizmalar1 ve klinik

faz ¢aligmalarindaki kullanim amaglar1 Tablo 3’de 6zetlenmistir.

60



Tablo 3. Flavonoidlerin ROS-aracili antikanser etkileri, preklinik etki mekanizmalari ve klinik faz ¢aligmalarindaki kullanim amaglari

Flavonoid

Genistein

Genistein

Daidzein

Hesperetin

Hesperetin

Naringenin

Naringenin

Fisetin

Katesin

Luteolin

Luteolin

Kaempferol

Arastirma diizeyi

Preklinik:

Preklinik:

Preklinik:

Preklinik:

Preklinik:

Preklinik:

Preklinik:

Preklinik:

Preklinik:
Preklinik:

Preklinik:

Preklinik:

in vitro

in vitro, in vivo

in vitro

in vitro, in vivo

in vitro, in vivo

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro

in vitro, in vivo

in vitro, in vivo

in vitro, in vivo

Kanser turl

Mesane kanseri

Meme kanseri

Meme kanseri

Hepatoselliller karsinoma

Mesane kanseri, 6zofagus
kanseri, hepatoselliler
karsinoma, meme kanseri

Pankreatik kanser

Prostat kanseri,
koriyokarsinoma, epidermoid
karsinoma

Hepatoselliler karsinoma

Over kanseri

Glioblastoma

Hepatoselliiler karsinoma

Preklinik calismalarda ROS-aracili etki
mekanizmasy/ Klinik ¢calismalarda amac

ROS-bagimli PI3K/Akt sinyal inhibisyonu

G2/M fazinda hiicre dongiisiiniin durdurulmas: ve ROS-arac1li
apoptotik yolaklarin aktiflesmesi

ROS artigina bagli mitokondriyal apoptotik yolagin aktiflesmesi

ROS-bagimhi PI3K/AKT-Nrf2-ARE yolak inhibisyonu ile apoptoz

ROS artigina bagli mitokondriyal apoptotik yolagin aktiflesmesi

ROS artis1 sonucu ASK1 ile tetiklenen apoptotik yolak aktivasyonu

ROS artigina bagli proliferatif ve metastatik inhibisyon

Apoptotik ve nekroptotik yolak aktivasyonu

ROS-aracili kaspaz-3 bagimli apoptoz

ROS-aracil1 ER stresi ve mitokondriyal disfonksiyon

ROS-aracili mitokondriyal hasar
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Quersetin

Quersetin

Epigallokatesin
gallat (ECGC)

Green Tea
Catechin,
(Sunphenon®
90D

Nanoyapih lipid
curcumin
partikuli

Quersetin

Preklinik: in vitro

Preklinik: in vitro

Klinik Faz 11 (NCT00666562)

Klinik Faz 11 (NCT04300855)

Klinik Faz 11 (NCT02439385)

Klinik Faz | (NCT01912820)

Hepatoselliller karsinoma,
meme, kolorektal kanserler

Hepatoselliller karsinoma

Non-metastatik mesane
kanserinin ameliyat dncesi
tedavisi

Aktif izlemdeki prostat kanseri
hastalari

Unrezektable metastatik
kolorektal kanser hastalar

Prostatektomi ile tedavi edilen
prostat kanseri hastalari

ROS-aracili ferroptoz

ROS-aracili mitokondriyal hasar

ECGC'nin ameliyat 6ncesi tiimor biiytikliigiine etkisi

Aktif izlem siiresinin arttirilmasi

Avastin/FOLFIRI ile curcumin kombinasyonu, progresyonsuz
yasamin arttirilmasi

Cerrahi sonrasi rekiirrensiz yasam siiresini arttirma
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2.5.8.1.2.1. Apigenin

Apigenin (4',5,7-trihidroksiflavone, C15H1005) flavonoidlerin flavon sinifina
ait, acik sar1 renkli dogal bir polifenolik bilesiktir (Sekil 22). En bol kaynaklari
maydanoz, kereviz yapragi ve kuru papatya c¢icegi olup bu kaynaklarda total

flavonoidlerin %68’ini tek basina Apigenin olusturmaktadir. Apigenin igeren diger

besin kaynaklar1 arasinda ise sogan, biberiye, greyfurt, portakal, elma ve {izim yer
almaktadir (Imran ve ark., 2020; Salehi ve ark., 2019; Shukla & Gupta, 2010).
OH O

OH

Sekil 22. Apigeninin kimyasal yapist (Glowacki, Furmaniak, Kubalczyk &
Borowczyk, 2016).

Giliniimiize kadar flavonoid sinifina dahil diger kiiciik molekiiller gibi
Apigeninin de saglhigin her alaninda farkli biyolojik ve farmakolojik aktivitelerini
aragtiran pek ¢ok calisma yapilmistir. Preklinik ¢aligmalar sonucunda Apigeninin
antioksidan, anti-inflamatuar, antibakteriyal, antiviral, antifungal, antikanser
aktiviteleri bulunan ve kan basincini azaltic1 6zellige sahip dogal bir molekiil oldugu
ortaya koyulmustur (Salehi ve ark., 2019; Ali, Rahul, Jyoti & Siddique, 2017).
Karaciger, pankreas, kolorektal, kan, prostat, meme, akciger, tiroid, cilt, bag-boyun ve
kemik tiimorleri dahil olmak tizere pek ¢ok kanserde antikanser etkilere sahip oldugu
belirlenmistir (Imran ve ark., 2020; Salmani, Zhang, Jacob & Chen, 2017; Yan, Qi, Li,
Zhan & Shao, 2017). Apigenin ile gergeklestirilen in vitro ve/veya in vivo ¢alismalarin
sonuclarina gore ajanin pek ¢ok kanser tiirlinde tanimlanmis bulunan antikanser etki
mekanizmalari arasinda;

(i) Kanser hiicrelerinde hiicre dongusinl durdurarak apoptozu uyarma yoluyla
hicre proliferasyonunu inhibe etme: Bu kapsamda pek c¢ok kanser tlriinde
tanimlanmis ortak hedefler bulunmaktadir; Siklin A, siklin B1, siklin D1, siklin D2,
siklin bagimli kinaz 1 ve 2 ile fosfotaz Cdc25 seviyelerinin baskilanmasi; Bcl-Xi ve
Bcl-2 ekspresyonlarinda azalma; Bax, Bad, Bak, p21 ve p27 seviyelerinde artis, kaspaz

8, kaspaz 9 ve kaspaz 3 diizeylerinde ve aktivasyonlarinda artis; PARP aktivasyonu;
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TRAIL modiilasyonu ile dis apoptotik yolagin deaktivasyonu; XIAP ve |AP-1
ekspresyonlarinda azalma; DR4/5 aktivasyonunda artis (Yan ve ark., 2017),

(i1) Baz1 kanser tiirlerinde otofajiyi uyarma: TF1 I6semi hucreleri ve BCPAP
insan papiller tiroid karsinoma hiicrelerinde asidik vezikiler organellerin (AVOs)
birikimi ve otofagozom olusumu, LC3-1I birikimi, Beclin 1, Atg5 ve Atg7
seviyelerinde artis, p62 degredasyonu (Cao ve ark., 2013; Yan ve ark., 2017),

(iii) Epigenetik diizeyde genomik instabiliteyi azaltma: Prostat kanserinde
HDAC inhibisyonu (HDAC1 ve HDAC3) (Pandey, Kaur, Shukla, Abbas, Fu & Gupta,
2012),

(iv) Kanser hiicrelerinin hareket yetenegini azaltarak migrasyonu ve invazyonu
baskilama: Prostat, melanoma, kolorektal ve akciger kanserlerinde AKT/mTOR
iligkili olarak migrasyon potansiyelini baskilama; MMP-9 seviyesini azaltma; over
kanserinde Src/FAK ekspresyonunda diisiis ile invazyonu azaltma (Javed ve ark.,
2021; Yan ve ark., 2017),

(v) Immiinmodiilatér ajan olarak kanser hiicrelerine kars1 bagisiklik sistemini
uyarabilme: Meme kanserinde JAK/STAT ve PD-1/PD-L1 inhibisyonu (STAT1
aracilt olarak IFN-y ile uyarilan PD-L1 ekspresyonunda baskilama) (Imran ve ark.,
2010; Javed ve ark., 2021),

(vi) Cesitli onkogenik proliferatif yolaklarda inhibisyon: PI3K/Akt/mTOR
sinyalizasyonunu baskilama, GSK-3p fosforilasyonunu azaltma; MAPK/ERK
sinyalizasyonunda gorevli aktif proteinleri baskilama; JAK/STAT (p-JAK1, p-JAK2
ve p-STAT3 dizeylerinde azalma) sinyalizasyonunda inhibisyon; NF-kB p65 sinyal
yolagini baskilama; Wnt/B-katenin sinyal yolagini baskilama (siklin D1 ve c-myc
duzeylerinde azalma); Smad2/3 inhibisyonu (Yan ve ark., 2017),

(vii) EMT mekanizmasini baskilama: E-kaderin seviyesini arttirma; Vimentin,
Survivin, Snail, Slug, Twistl, MMP-2/9, VEGF proteinlerini baskilama yer almaktadir
(Javed ve ark., 2021; Lee, Jung, Moon, Kang & Cho, 2019).

Apigeninin bu mekanizmalar1 hedef alan antikanser potansiyeline ek olarak
kanser hiicrelerinde endojen ROS miktarini arttiric etkileri ile ilgili ilk bulgular insan
promiyelositik 16semi hiicre hatti HL-60’da ROS artisina bagli apoptoza neden
oldugunun belirlenmesi ile ortaya ¢ikmistir (Miyoshi, Naniwa, Yamada, Osawa &

Nakamura, 2007). U2-OS insan osteosarkoma hiicrelerinde 75 uM dozda 48 saatte ve
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in vivo osteosarkoma timor modelinde 30 giin boyunca her Ug¢ gunde bir 2 mg/kg
uygulama sonucu Apigeninin ROS artist ve mitokondriyal disfonksiyona bagli
apoptoza neden oldugu ve tiimor boyutunu kiiciilttiigii belirlenmistir (Lin ve ark.,
2012). Apigenin uygulanmis cesitli kanser hiicrelerinde ROS-aracili gergeklesen hiicre
Olimlerini ve mekanizmalarini aragtiran c¢alismalar son yillarda artis gostermistir.
Apigeninin karaciger, tiroid, pankreas, serviks kanseri, gastrik kanser, mesane kanseri,
meme kanseri ve glioblastoma hiicrelerinde apoptotik ya da otofajik aktivasyonlari
ROS-aracili uyardig tespit edilmistir (Bali, Jin, Yang, Zhu & Cai, 2014; Choi, Jeong,
Cho & Lee, 2007; Gilardini Montani ve ark., 2019; Sun, Lu & Feng, 2018; Shi, Shiao,
Lee & Shih, 2015; Shendge, Chaudhuri & Mandal, 2021; Tavsan & Kayali, 2019;
Zhang ve ark., 2015). Insan malignant mezotelyoma hiicrelerinde Apigenin
uygulamasi sonucu ROS-aracili nekroptozun uyarildigi saptanmistir (Lee, Park, Nam,
Cho & Lee, 2020; Masuelli ve ark., 2017). HepG2 hepatoselluler karsinoma huicre
hattinda Apigenin uygulamasi sonucu endojen ROS olusumunun NOX aracili olarak
arttig1 gosterilmistir (Choi ve ark., 2007). Ek olarak literatiirde yer alan preklinik
calismalarda 6zellikle flavon grubuna dahil olan flavonoidlerin (Apigenin, luteolin ve
baicalein gibi) konsantrasyon bagimli olarak hiicresel antioksidanlar uzerinde
hormetik (bifazik, ikili zit) etkileri oldugu belirtilmistir (Franco & Navarro, 2019;
Suraweera, Rupasinghe, Dellaire & Xu, 2020). Ornegin Apigeninin toksik etkili
olmayan konsantrasyonlarda ARPE-19 retinal epitel hicrelerinde ve renal tlbaler
epitel hiicrelerde oksidatif stres ile tetiklenen hiicre hasarin1 Nrf2/ARE yolagini aktive
ederek Onledigi gosterilmistir (Xu, Li, Chen, Yu, Yang & Hang, 2016; Zhang, Zhao,
Zhu, Wang, Ma & Gu, 2019). Buna karsilik Apigeninin yuksek konsantrasyonlarda
(50 uM ve 100 pM) uygulandiginda prooksidan etkileri uyumlu olarak HepG2
hepatoselliiler karsinoma hiicre hattinda Nrf2’yi inhibe ettigi, CAT ve GPX
aktivitesini baskiladigi ve hiicresel GSH diizeyini azalttig1 bildirilmistir (Suraweera ve
ark., 2020; VValdameri ve ark., 2011). Ayn1 hiicre hattinda 1.56-6.25 uM doz araliginda
ise Apigeninin antioksidan etkiyle uyumlu olarak Nrf2 ve hedef gen ekspresyonlarinda
artisa neden oldugu belirlenmistir (Paredes-Gonzalez ve ark., 2015). Sonug olarak
spesifik flavonlarin belirli konsantrasyonlarda Nrf2 inhibe edici 6zellikte etkilerinin
bulunmasi bu ajanlarin kanserde tedavi amagli uygulamalarin1 arastirmak igin ilging

bir noktay1 olusturmaktadir. Apigeninin bu kapsamdaki etkileri sadece hepatoselller
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karsinomada arastirilmigtir. Doxorubicin-direncli BEL-7402/ADM ve HepG2
hepatoma hiicre hatlarinda Apigeninin Nrf2’yi mRNA diizeyinde inhibe ettigi, Nrf2
hedefli faz 11 detoksifikasyon proteinlerini de hem mRNA hem de protein dlizeyinde
baskiladigi ve Doxorubicin etkinligini arttirdigr belirlenmis olup intraperitonel
Apigenin uygulanan in vivo hepatoselliler karsinoma timér modelinde de Apigeninin
BEL-7402 tiimor boyutunu azaltict etkileri Nrf2 inhibe edici etkileri ile uyumlu
bulunmustur (Gao, Zhang & Ke, 2017). Bu veriler Apigeninin kanser hucreleri
tizerindeki prooksidan etkilerine 6nemli katkilar saglamasina ragmen prooksidan etki
dozunun kanser segiciligi ya da ajanin kanser seg¢ici konsantrasyonda Nrf2 iizerinde
benzer etkilere sahip olup olmadig1 hepatoselliiler karsinoma dahil diger kanser
tiirlerinde de belirsizligini korumaktadir.

Apigeninin prooksidan kanser terapi icin potansiyel bir kemoterap6tik aday
olabilecegine iliskin Ongoriiler ise, A375 insan melanoma hiicre hatti, A549 insan
akciger kanseri hiicre hatt1 ve kanserli hepatositlerde gerceklestirilen iki caligma ile
gelisme gostermistir. A375 ve A549 hiicre hatlarinda Apigeninin in vitro selektif
sitotoksik etkilerini kanser hiicrelerinde oksidatif fosforilasyon mekanizmasini ve
mitokondriyal membran fonksiyonlarin1 bozarak gergeklestirdigi belirlenmistir (Das,
Das, Samadder, Boujedaini & Khuda-Bukhsh, 2012). Benzer olarak, kanserli
hepatositlerde Apigeninin sadece kanser hiicrelerinde mitokondriyal hasara bagl
olarak selektif sitotoksisite gosterdigi tespit edilmistir (Seydi, Rasekh, Salimi,
Mohsenifar & Pourahmad, 2016). Bu bulgular, Apigeninin prooksidan etkili bazi
kematerapotiklere (5-FU ve Doxorubicin) karsi kanser hiicrelerinin duyarliligini
arttirdiginin saptanmasi ile de uyum gostermektedir (Choi & Kim, 2009). Literatiirde
yer alan bu veriler Apigeninin kanser segici prooksidan 6zelliklerinin bulunduguna
isaret etmesine ragmen ajanin prooksidan kanser terapide kullanilabilecek ideal bir
kemoterapotik olabilecegine yonelik bulgularin simirli oldugu goriilmekte ve cesitli
kanser turlerinde Apigeninin bu yondeki molekiiler etki mekanizmalarini da kapsayan
preklinik ¢calismalarin arttirilmasi gerekmektedir.

Apigeninin prostat kanserindeki antikanser etkileri de c¢esitli ¢aligmalarda
arasgtirtlmis ve genel antikanser mekanizmalarinda agiklandig sekliyle prostat kanseri
hiicrelerinde de major onkogenik sinyal yolaklarini, hiicre dongiisii ve apoptoz

regulatorlerini ve anjiyogenezde rol oynayan proteinleri regile ederek apoptozu
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uyaran etkilere sahip oldugu belirlenmistir (Mirzoeva, Franzen & Pelling, 2014;
Shukla & Gupta, 2007; Shukla, Fu & Gupta, 2014; Shukla, Bhaskaran, Babcook, Fu,
Maclennan & Gupta, 2014; Shukla ve ark., 2015; Zhu ve ark., 2015). Ancak literatiirde
prostat kanserinde Apigeninin prooksidan etkilerinin degerlendirildigi ¢alismalarin
oldukga smirli oldugu goriilmektedir. Iliskili olabilecek kapsamda gerceklestirilen tek
calismada 22Rv1 prostat kanseri hiicre hattinda ve in vivo 22Rv1 timér modelinde
Apigeninin neden oldugu ROS aracili mitokondriyal hasarin p53 bagimli apoptotik
aktivasyon ile iliskisi incelenmistir (Shukla & Gupta, 2008). Apigeninin ROS artigina
bagli apoptotik etkileri prostat kanseri de dahil olmak {izere ¢esitli kanserlerde
dogrulanmis olmasina ragmen ajanin prooksidan kanser terapide kullanilabilecek
sec¢ici prooksidan etkiye sahip potansiyelde aday bir kemoterapotik olup olmadigi
heniiz aydinlatilmamis ve kanser hiicrelerinde onkogenik redoks adaptasyonu iizerine
olasi etkileri hi¢bir kanser tiiriinde incelenmemistir. Apigeninin kanserde prooksidan
potansiyeli ile iliskin baslatilan herhangi bir klinik faz ¢alismasi da heniiz mevcut
degildir. Sonug¢ olarak bu kapsamda detayli preklinik caligmalarin arttirilmasina
ihtiya¢ bulunmaktadir.

Mevcut tez c¢aligmasinda prostat kanserinin secici olarak prooksidan
mekanizmalar ile hedeflenebilirligine yonelik olusturulan in vitro prooksidan kanser
terapi modelinde hiicrelerde endojen ROS artisin1 uyarici ajan olarak Apigenin
kullanilmis ve boylece Apigeninin kanser hicrelerinde redoks adaptasyonu tzerindeki
etkileri ve redoks adaptasyon mekanizmasinin hedeflenmesininin apoptotik
aktivasyon ile iligkisi farkli fenotiplere sahip prostat kanseri hiicrelerinde ilk kez
degerlendirilmistir. Ayrica olusturulan terapi modelinde prostat kanseri hiicrelerinde
es zamanl olarak PEITC kullanilarak antioksidan kapasitenin de GSH deplesyonu
yolu ile baskilanmasi saglanmis ve bdylece Apigeninin hem tek basina ve hem de
PEITC ile kombin etkileri ilk kez incelenerek prooksidan etkileri arttirilmis bir terapi
modelinde potansiyel bir terap6tik aday olarak kullanilabilirligi incelenmistir.
2.5.8.2. GSH deplesyonu saglayici ajan olarak fenetil izotiyosiyanat (PEITC)

Biyoaktif organosiilfiir bilesikleri olan dogal izotiyosiyanatlar (ITC), R (yan
zincir) -N=C=S (izotiyosiyanat grubu) genel yapist ile turpgiller familyasina
(cruciferous) iiye sebzelerde bol miktarda bulunan fitokimyasallardir (Sekil 21).

Brokoli, briiksel lahanasi, lahana, karnabahar, karalahana, hardal, vasabi ve su teresi
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gibi farkli bitki kaynaklarindan 6nemli miktarlarda elde edilebilmektedir (Kala, Ali,
Ahmad, Gilani & Khan, 2018). Bu bitkilerde bulunan gicli koku ve tat verici olan
glukosinolatlar, ITC sentezindeki genel Oncii molekiiller olup hidrolizasyonlar
sonucunda ¢esitli ITC tiirevleri olugsmaktadir (Gupta, Kim, Kim & Srivastava, 2014;
Sekil 23). Hidrolizasyon reaksiyonlari sonucu olusan ITC’ler kimyasal yapilarmin
uygunlugu sayesinde kiikiirt, nitrojen ve oksijen bazli biyolojik yapilar ile (proteinlerin
tiyol ve amino gruplar1 gibi) kolaylikla reaksiyona girebilmektedir (Masuto ve ark.,
2020; Miyoshi, 2016).

0
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Benzil izotiyosiyanat Fenetil izotiyosiyanat

(PEITC)

Sekil 23. Turpgiller familyasinda bulunan ITC’lerin genel kimyasal yapilar1 (Mastuo
ve ark., 2020).

ITC’lerin antioksidan, anti-inflamatuar, antikanser ve antimikrobiyal
aktiviteleri nedeniyle énemli farmakolojik 6zelliklere sahip oldugu gesitli ¢alismalarda
gosterilmistir (Kubo, Chhunchha, Singh, Sasaki & Singh, 2017; Kumar, Tuli, Mittal,
Shandilya, Tiwari & Sandhu, 2015; Wang & Bao, 2021). ITC’ler konsantrasyona bagl
olarak degisebilen antioksidan ve prooksidan potansiyelleri sayesinde de birgok kanser
tird Gzerinde kemo-koruyucu ve kemoterapétik etkilere sahiptir. 1TC'lerin kemo-
koruyucu etkisi Nrf2-Keapl-ARE sinyalizasyonunun aktivasyonu sonucu Faz Il
enzimlerinin nihai indiiksiyonu ile gergeklesmektedir (Chikara, Nagaprashantha,
Singhal, Horne, Awasthi & Singhal, 2018; Kubo ve ark., 2017). Nrf2 prekarsinojenik
ve karsinojenik siireclerde sirasiyla tiimor siiprossor ve onkogenik rollerde ikili
fonksiyon iistlenmektedir (Menegon ve ark., 2016). Bu nedenle, nutrisyon destegi ile
ITC alimi, Nrf2'nin gegici aktivasyonunu saglayarak saglikli veya potansiyel
karsinojeniklere maruz kalan risk altindaki kisiler i¢in faydali olabilmektedir

(NavaneethaKrishnan, Rosales & Lee, 2019). ITC'nin kemoterap6tik etkileri ise
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kanser hucrelerinde dolayli ya da dogrudan ROS artisina neden olarak hiicre dongusu
regulasyonu, apoptoz indiiksiyonu, anjiyogenez ve metastaz inhibisyonu ile iligkilidir
(Gupta ve ark., 2014; NavaneethaKrishnan ve ark., 2019). Boylelikle, ITC'ler biyik
toksisite endiseleri olmaksizin umut vaat eden antikanser terap6tik ajanlar olarak kabul
gormekte ve bu kapsamda pek c¢ok klinik faz ¢aligmasi (Faz I, Faz II ve Faz III)
gerceklestirilmektedir (Yuan ve ark., 2016; Wang & Bao, 2021; ClinicalTrials.gov
Identifiers: NCTO00005883, NCT01228084, NCT04548193, NCT01568996,
NCT03232138, NCT03934905, NCT02970682, NCT01948362, NCT02055716).
PEITC, antioksidan ve prooksidan etkilere sahip ITC grubuna dahil dogal bir
bilesiktir. En 6nemli kaynagi su teresi (gerdema)’dir. Diger 6nemli kaynaklar1 arasinda
brokoli ve briiksel lahanasi yer almaktadir (Chung, Morse, Eklind & Lewis, 1992).
PEITC, su teresinde bulunan glukosinolat turevi glukonasturtiinin hidrolizasyonu
sonucu koku ve tat verici molekiil olarak olusmaktadir (Chikara ve ark., 2018; Sekil
24). PEITC’in hem kemo-koruyucu olarak hem de kemoterapétik agidan etkileri gesitli
kanser tiirlerinde preklinik ve klinik diizeydeki calismalarda arastirilmaya devam

etmektedir (Wang & Bao, 2021).
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Sekil 24. Su teresinde bol miktarda bulunan PEITC glukonasturtiinin mirosinaz enzimi
tarafindan hidrolizasyonu sonucu olugsmaktadir.

Preklinik ¢calismalarin sonuglarina gore PEITC, cesitli kanser tiirlerinde segici
olarak; (i) mTOR, HER2, AKT, MAPK, integrinler, STAT3 regtilasyonu ile otonom
biytme sinyellerini inhibe etmektedir. (ii) Siklinler ve siklin bagimli kinazlar ile siklin
bagimli kinaz inhibitori p21, 6liim reseptorleri DR4,5 ve ana tiimor siipressorler p53
ve Rb iizerinden anti biiyiime sinyallerine kars1 duyarsizligi azaltarak hiicre dongtistiinii
farkli evrelerde durdurabilmektedir. (iii) Bim, Bcl-2, survivin, Bid, PUMA, Bax

regiilasyonu ile proapoptotik sinyalleri aktiflestirmektedir. (iv) Telomeraz enzimi
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tizerindeki etkileri ile sinirsiz replikasyon potansiyelini bozmaktadir. (v) Hif-o, MMP
ve VEGF {izerindeki inhibe edici etkileri ile anjiyogenezi baskilamaktadir. (vi) EMT
diizenleyicileri Tlzerindeki etkileri nedeni ile invaziv ve metastatik yetenegi
baskilamaktadir. (vii) Topoizomeraz ve miRNA regiilasyonu ile genomik instabiliteyi
azaltmaktadir. (viii) NF-kB, STAT3 ve STATI1 inhibisyonu aracili inflamasyonu
duzenlemektedir.  (ix) Imminmodulator etkileri ile kanser hiicrelerinde
immiinojeniteyi arttirmaktadir (Aras, Gandhi, Masso-Welch & Morris, 2013; Gupta,
Wright, Kim & Srivastava, 2014; Khor, Cheung, Prawan, Reddy & Kong, 2008; Lai
ve ark., 2010; Malavolta ve ark., 2018; Mastuo ve ark., 2020; NavaneethaKrishnan ve
ark., 2019; Shao, Yang, Yan, Huang, Liu & Zhang, 2017; Tang, Lin & Li, 2013; Wang,
Govind, Sajankila, Mi, Roy & Chung, 2011). Preklinik ¢alismalarda umut vaat eden
antikanser Ozellikleri nedeniyle mutant p53 tasiyan oral kanserlerde, bas-boyun
kanserlerinde ve sigara icen akciger kanserli hastalarda PEITC’in dahil oldugu ve
kemoterapotik ajan olarak farmakokinetik 6zelliklerinin tanimlanmaya ¢alisildigi,
tamamlanmis olan ve/veya devam eden klinik faz I, II ve III calismalar1 bulunmaktadir
(Yuan ve ark., 2016; Wang & Bao, 2021; ClinicalTrials.gov Identifiers:
NCTO00005883, NCT00691132, NCT01790204, NCT02468882).

Literatirde PEITC’in potansiyel bir kemoterapétik ajan olarak kanser
hiicrelerindeki selektif etkilerinin ajanin prooksidan 6zellikleri ile iligkisini arastiran
calismalar mevcuttur. PEITC kanser hiicreleri iizerindeki selektif sitotoksik etkileri
yuksek olan bir maddedir (Trachootham ve ark., 2006). Bu etkisinin, ajanin prooksidan
Ozellikleri ile uyumlu olabilecegi diisliniilmektedir ve farkli kanserlerde yapilan
caligmalar PEITC’in, se¢ici olarak kanser hiicrelerinde GSH diizeyinde azalmaya
neden olarak antioksidan savunma sistemini baskilama 6zelligine sahip bir ajan
oldugunu dogrulamaktadir (Zhang ve ark., 2008; Wang ve ark., 2017). PEITC kaynakli
GSH diizeyindeki azalma hiicrelerde endojen ROS artis1 ile mitokondriyal membran
potansiyelini bozarak oOliime neden olmaktadir. PEITC’in prostat kanserindeki
prooksidan etkileri de benzer sekilde mitokondriyal membran hasari, oksidatif
fosforilasyonun baskilanmasi ve ROS artigi aracili ger¢ceklesmektedir (Xiao ve ark.,
2010). Giincel ¢alismalarda da PEITC’in prooksidan etkisi ile iligkili olarak over
kanseri hiicrelerinde segici sekilde ROS artisina neden olarak UPR-aracili apoptotik

etki gosterdigi (Hong ve ark., 2015), gefitinib direncli NCI-H460 insan akciger kanseri
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hiicrelerinde mitokondriyal disfonksiyon bagimli i¢ apoptotik yolagi aktive ettigi (Hsia
ve ark., 2018), akciger kanseri kok hiicrelerinde prooksidan etkileri nedeni ile in vitro
ve in vivo kanser kok hiicre karakteristiklerini bozabildigi ve tiimor biiylimesini
azaltigt (Wang ve ark.,, 2017), insan osteosarkoma hiicrelerinde demir
metabolizmasini ve redoks dengesini bozarak stresle indiiklenen MAPK aktivasyonu
aracili apoptotik etkiye neden oldugu (Lv, Zhen, Liu & Shang, 2020a), K7M2 mrin
osteosarkoma hicrelerinde GSH-demir-ROS dengesini bozarak ferroptoza ve
apoptoza yol actigr (Lv, Zhen, Liu & Shang, 2020b), kanserde fotodinamik terapi
etkinligini in vitro ve in vivo kosullarda arttirdigi (Hu ve ark., 2019), kemoterapi
direncli CD44 pozitif kolon kanseri hiicrelerinde redoks homeostazisini bozarak 5-FU
ile sinerjistik etki gosterdigi (Ju ve ark., 2016) belirlenmistir.

Prooksidan etkilerine ek olarak PEITC’in hiicresel duzeyde koruyucu etkileri
de bulunmaktadir. Daha diisiik dozlarda PEITC’in bu etkileri antioksidan ve kanserde
kemo-koruyucu nitelikleri ile iliskilendirilmistir. Ornegin PEITC uygulamasi
hiicrelerde HSF1 ve Nrf2 aktivasyonunda artisa neden olmaktadir (Dayalan Naidu,
Suzuki, Yamamoto, Mahey & Dinkova-Kostova, 2018). PEITC’in meme, prostat,
servikal ve pankreas kanseri hucrelerinde Nrf2 transkripsiyonel aktivasyonunu
arttirdig1 ve boylece detoksifikasyondan sorumlu enzimlerin miktarinda artisa yol
actig1 belirlenmistir. Buna ragmen, ilgili caligmalarda ajanin bu etkilerinin kemo-
koruyucu ama¢ dogrultusunda vurgulandigi goriilmektedir (Chikara ve ark., 2018;
Keum, Owuor, Kim, Hu & Kong, 2003; Ramirez ve ark., 2017; Soundararajan & Kim,
2018).

PEITC’in Nrf2 aktivasyonuna yol actig1i bilinmesine ragmen ileri evre
kanserlerde tek basina ya da cesitli kemoterapdtik ajanlar ile birlikte segici olarak
kanser hiicrelerinde sinerjistik sitotoksik etkileri bulundugundan ve kemoterapétiklere
kars1 duyarhilig: arttirdigi i¢in ajanin potansiyel kemoterapotik 6zellikleri en az kemo-
koruyucu etkileri kadar dikkat cekmektedir (Denis, Cellerin, Gregoire & Blanquart,
2014; Ju ve ark., 2015; Koschorke ve ark., 2019).

Mevcut literatiir verileri dikkate alindiginda PEITC’in ¢esitli kanserlerde tek
basina ya da kombin halinde preklinik uygulamalarin ve bu kapsamdaki molekiiler
mekanizmalarin arastirilmaya devam ettigi goriilmekte ve kanser terapide ajanin

prooksidan 6zelliklerinden faydalanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle mevcut
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tez ¢alismasinda PEITC, dogal bir bilesik olarak ve detaylandirilan potansiyel
Ozellikleri nedeni ile Apigeninin kanser hiicreleri tzerindeki prooksidan etkilerinin
arttirilmasina olasi1 katkilar1 ongoriilen ajan olarak kullanilmistir.

2.6. Prostat kanseri (PK)

Prostat kanseri (PK), diinya genelinde erkeklerde akciger kanserinden sonra
ikinci en sik rastlanan solid doku kanseri olup kansere bagli 6liimler arasinda altinci
sirada yer almaktadir. GLOBOCAN 2020 kiiresel kanser yiikii istatistiklerine gore
diinya genelinde yeni tan1 alan vaka sayis1 1.414.259 ve PK nedenli 6liim sayis1 ise
375.304 olarak tahmin edilmektedir. Ulkemizde de PK, akciger kanserinden sonra
erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser tarudur. Turkiye’de PK yiki istatistikleri 2020
yil1 itibari ile 19.444 yeni vakaya ve 5.464 PK nedenli 6liime isaret etmektedir (Sung
ve ark., 2021).

PK’lerin biiyiik ¢cogunlugu yavas progresyon 6zelligine sahip olup diisiik risk
ve diisiik agresivite ile karakterizedir. Pek ¢ok vakada erken semptomlar belirgin
degildir. Hastaligin ge¢ semptomlar1 arasinda ise anemiye bagli yorgunluk, kemik
agrist ve spinal metastazlardan kaynaklanan fel¢ ve bilateral iiretral obstriiksiyondan
kaynaklanan bobrek yetmezligini yer alabilmektedir (Roberts ve ark., 2018).

Hastaligin tanisinda siklikla dijital rektal muayene (DRE), kandan prostat-
spesifik antijen (PSA) testi ve transrektal ultrason esliginde prostat biyopsisi
(TRUS)’nden faydalanilmaktadir. PSA testinin PK taramasinda hastalik spesifitesi
hala tartigmali olmasina ragmen PSA rutin pratikte kullanimi1 ¢ok yaygin olan PK
belirtecidir. Daha yeni tan1 modaliteleri arasinda ise erken tani sansini arttiran bazi
parametrelerin kullannmi ve yeni tani teknikleri yer almaktadir. Serbest ve total
PSA’nin birlikte kullanimi, DRE sonrasi idarardan prostat kanser antijen-3 (PCA3)
testi, Prostat Health Index (PHI) skoru (total PSA, serbest PSA ve serbest PSA [-2]
proPSA izoformu), 4K testi (total PSA, serbest PSA, tam PSA and insan kallikrein
antijen 2), multiparametrik manyetik rezonans goérintileme, PIRADS (prostat
goruntileme rapor ve veri sistemi) skoru ve MRI-TRUS fiizyon biyopsi gibi glincel
teknikler PK’nde erken ve dogru tani i¢in daha olumlu sonuglar sunmaktadir (Leslie,
Soon-Sutton, Sajjad & Siref, 2021).

PK’li bircok erkek icin hastalikla yasamak mumkindur. Yavas biiyiiyen ve

genellikle diisiik progresif 6zellikte bir timaor igin tiroloji uzmanlari tarafindan 6zel bir
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Klinik takip planinin yonetilmesi gerekmektedir. PK, sadece prostat ile sinirli alani
kapsadiginda lokalize PK olarak tanimlanmaktadir. Klinikopatolojik parametreler géz
Oniine alinarak lokalize PK’1i hastalar aktif izlem altinda tedavisiz yasamlarini devam
ettirebilmekte ya da lokalize PK’leri ¢esitli cerrahi teknikleri de igeren (radikal
prostatektomi gibi) lokal kiratif terapiler uygulanarak tedavi edilebilmektedir. Ancak
erken teshis edilemeyen ya da standart tedavilere cevap vermeyen, cerrahi tedavi
sonrast %30-35 oranda gelisebilen niiks ile seyreden, hizli ve yiiksek progresif 6zellikli
lokal ileri PK’li hastalarda heniiz hastalik riskini 6ngérmede kullanilabilecek herhangi
bir biyobelirteg tanimlanamadigi i¢in hasta yasina ve yasam beklentisine, hastalik
iliskili saglik sorunlarina, tiimoér patolojisine ve kanserin boyutuna bagli olarak
genellikle palyatif tedaviler uygulanmaktadir. Agr1 kesici ilaglar, bifosfonatlar,
niklear faktor kappa B reseptor aktivatora ligand inhibitdrleri, radyoterapi, hormonal
tedavi, kemoterapi, radyofarmasotikler, immunoterapi, odakli radyasyon tedavisi ve
diger hedefe yonelik tedaviler lokal ileri PK’nde kullanilan ¢esitli medikal tedaviler
arasinda yer almaktadir. Son yillardaki gelismeler ile metastatik PK’lerinde tedavi
secenekleri ciddi artis gostermesine ragmen heniiz PK’nin letal formu olan metastatik
kastrasyona direncli PK (mKDPK)’nin etkili bir tedavi yontemi bulunmamaktadir
(Leslie ve ark., 2021).
2.6.1. PK etiyolojisi

PK’nin en iyi bilinen risk faktorii yastir. PK yasa bagl insidansi en hizl artig
gosteren kanser tiirtidiir. Tan1 alan bireylerin %85°1 60 yasin lizerindedir. Bilinen diger
risk faktorleri arasinda ise erkek cinsiyet iligkili aktiviteler, pozitif aile Oykiisii ve
genetik yatkinlik, obezite, hipertansiyon, egzersiz eksikligi, bati tipi beslenme, yiiksek
testosteron seviyesi ve etnik kdken yer almaktadir (Gann, 2002).
2.6.1.1. PK’nde aile oyKkiisii ve genetik yatkinhk

PK, yiksek-orta penetrans gosteren PK yatkinlik genlerindeki nadir genetik
varyasyonlar ile diisiik penetrans gosteren bazi gen lokuslarindaki varyasyonlardan
kaynaklanan ve %40-50 oraninda kalitimsal faktorlerle iliskili oldugu diisiiniilen bir
hastaliktir. Ancak diger pek ¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi PK’nde de aile ykiisii her
kosulda belirli genetik faktorler ile agiklanamamaktadir. PK’lerin yalnizca %5-10nun
prostat kanserine yatkinlik genlerindeki germline varyasyonlar nedeni ile ortaya ¢iktigi

bildirilmektedir. Bu nedenle hem aile dykisunin ve hem de genetik yatkinligin PK
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icin gli¢li bir risk faktorii oldugu belirtilmektedir. Genel populasyon ile
kiyaslandiginda birinci derece yakinlarinda (baba ya da erkek kardes) PK tanis1 olan
kisilerin hastaliga yakalanma riski 2 kat; birinci derece iki yakininda PK hikayesi olan
kisilerin ise hastaliga yakalanma riski 5 kat artmaktadir. Ailesinde gii¢lii PK hikayesi
olan bireylerde ise daha erken yasta (6-7 yil 6nce) lokal ileri PK tani riski ve cerrahi
tedavi sonrasinda rekiirrens riski genel popiilasyona gore anlamli olarak yiiksektir.
Giliniimiize kadar PK riski ile iliskili 100°den fazla tek nikleotid polimorfizmi ve pek
cok gen lokusu tanimlanmistir. Bu genler arasinda herediter prostat kanseri geni 1
(HPC1), ¢esitli androjen ve vitamin D reseptor varyantlari, HPC2, HPCX, HPC20 ve
HOXB13 genleri yer almaktadir. Son yillardaki ¢alismalar ailesel meme ve over
kanseri sendromuna yatkinliktan sorumlu BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki germline
varyasyonlarin PK’nde de etkili oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle BRCA2 geni
varyasyonlari ailesel PK’nde en sik bildirilen varyasyonlar olmasi nedeni ile en yiiksek
ailesel PK riskini (7-8 kat fazla) teskil etmektedir. BRCAL/2 disinda homolog
rekombinasyon ile DNA tamir mekanizmasinda gorev alan diger proteinleri kodlayan
genlerin (CHEK?2, BRIP1, ATM, ATR, NBS1, PALB2 gibi) varyasyonlarinin da PK igin
risk teskil ettigi bildirilmistir (Leslie ve ark., 2021; Tan, Petrovics & Srivastava, 2018).
Son olarak yanlis eslesme tamir mekanizmasinda gérev alan hMLH1, hMSH2, hMSH6
ve hPMS2 gen varyasyonlarinin erken yas yiiksek riskli ve metastatik PK’lerinde
degerlendirilmesi gerektigi onerilmektedir. Belirli ailesel kriterleri saglayan kisilerde
yapilmasi Onerilen bu genetik testler, Ulusal Kapsamli Kanser Ag1 (NCCN)’nin 2018
PK yonergesine dahil edilmistir (National Comprehensive Cancer Network, Prostate
cancer version 4.2018). Son olarak 2021 yilinda baslatilan klinik faz ¢alismasi “The
IMPACT Study” ile PK yatkinligina sahip erkek bireylerin tanimlanmasi
hedeflenmistir (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00261456).

2.6.1.2. Bat1 tipi beslenme

PK i¢in diyet iliskili bilinen risk faktorii iyl pismemis ve/veya islenmis kirmizi
et yoniinden zengin bati tipi beslenme aligkanligidir. Ayrica, yiiksek kalsiyum
icerigine sahip gidalarin lokal ileri PK i¢in risk teskil ettigi ve doymus yagdan zengin
gidalarin da PK riskini arttirdigi belirtilmektedir. Yiiksek kalsiyum ve protein igerigi
nedeni ile st ve sut Grlinlerinin fazla tiiketimi ise PK tanili hastalarda rekiirrens riskini

arttirmaktadir. Vejeteryan diyet, folik asit alim1 ve balik tiiketimi de beslenme iligkili
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olarak PK riskini azaltan faktorler olarak ¢alismalarda yerini almistir (Lin, Aronson &
Freedland, 2015).
2.6.2. PK epidemiyolojisi

PK, diinya genelinde erkeklerde en sik rastlanan ikinci kanser tiiriidiir ve
gelismis iilkelerde daha siklikla gozlenmektedir. TUm global kanserlerin %7’si PK
iken bu oran gelismis toplumlarda %15’e ¢ikmakta ve hastaligin insidans1 her gegen
yil artis gdstermektedir (Sung ve ark., 2021). insidans artisindaki primer nedenlerin
beslenme aliskanliklar1 ve sosyal aligkanliklar ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. PK
genellikle 50 yas tistli bireylerde ortaya ¢ikmaktadir ancak istisna olarak daha geng
yasta ortaya ¢ikan PK’leri de vardir ve hastalik daha erken yasta daha agresif 6zellikler
sergilemektedir. PK en fazla ABD’de ve Birlesik Krallik iilkelerinde, en az ise
Afrika’da goriilmektedir. PSA tarama testinin yaygin kullanimi nedeni ile insidansi
ciddi oranda artis gosteren PK’nde gereksiz tani ve tedaviyi onlemek amaciyla
Agustos 2018’de PK’nin klinik ve patolojik karakteristiklerinde bir dizi degisim
gergeklestirilmistir. PSA  tarama test sayisinin azaltilmasi, yeni goriintiileme
sistemlerinin kullanilmasi, disiik riskli PK’lerinin aktif gozetim altinda tutularak
radikal tedavilerden kaginilmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan yilizdeler orta ve
yiiksek dereceli PK’nin insidansina artis olarak yansimistir (Leslie ve ark., 2021; Sung
ve ark., 2021).

PK hastalarinin %80’i tan1 aninda lokalize PK’ne sahiptir. Lokalize PK’nin 5-
yillik sag kalim orani %90’1n iizerinde olup hastaligin lokal terapisi net 5-yillik sag
kalim avantaji saglamakta ve sistemik terapiler ile birlikte lokalize PK’nde sag kalim
15 yili asmaktadir. Ancak lokal ileri PK’li hastalarda ve uzak metastazli (siklikla
kemik) hastalarda 5-yillik sag kalim oranlari sirasiyla %60-80 ve %30-40 arasinda
degismektedir. Sistemik terapilerin metastatik PK’li hastalarda yasam avantaji

siirlidir (Rebello ve ark., 2021; Sekil 25).

75



PK tamisinda vaka oranlar S-yilhik sag kalim oranlan
Lokal Sistemik

3—» 30-40% Timér yﬁkﬁ terapi terapi i

——  60-80% (ng/ml PSA) — |

T T T
0 5 10 15
Tam sonrasi gegen siire (yil)
P—m  90-99%

Hastalik evresi | ’ > »

(] Bélgesel B vzak

Lokalize metastaz metastaz Tedavi yaklasima | | | |

Sekil 25. Tan1 aninda PK evrelerinin yiizdesi ve PK’li hastalarda evrelere gore tedavi
destekli yasam siireleri (Rebello ve ark., 2021).

PK mortalite oranlar1 ise hastalik evresine ve insidans sikligina bagli olarak
degisim gostermektedir. Genel popiilasyonda PK mortalite oran1 100.000°de 20.1 iken,
siyahi Amerikanlarda oran 40.2°dir. Kafkas ve Asya toplumlarinda ise daha diigiik
olmakla birlikte 100.000’de 8.8-18.7 arasinda degismektedir (Rawla, 2019; Rebello
ve ark., 2021).

2.6.3. Prostat bezi anatomisi ve histolojisi

Prostat bezi yaklasik olarak 3 cm uzunlugunda, ceviz biiyiikliiglinde ve 20
gram agirhiginda olup erkek {rogenital sisteminin Onemli bir pargasini
olusturmaktadir. Pelvis boslugunda bulunan, mesanenin altinda ve rektumun hemen
oniinde konumlanan, prostatik liretranin etrafin1 saran koni bi¢ciminde bir organdir.
Uretranin prostat bezinin igine girdigi koninin taban kismi bazis, prostat: terk ettigi
koninin tepe boliimii ise apeks olarak adlandirilmaktadir. Prostat bezinin detayli
anatomik aragtirmalar1 sonucu morfolojik, patolojik ve fonksiyonellik temelinde
santral, transisyon ve periferal zon olmak iizere farkli bélgeler tanimlanmistir
(McNeal, 1981).

Geng eriskin erkeklerde periferik zon prostat glandiler dokusunun >%70'ini
olusturmakta ve normal prostat fonksiyonuna en biiyiik katkiy1 saglamaktadir. Normal
bez, stromaya gomiilii kanallardan ve asinilerden olusmaktadir. Kanallar ve asiniler,
bazal membrani olusturan bir bazal epitel tabakasi ile ¢evrili tek bir basit silindirik
epitel tabakasindan meydana gelmektedir. Ekstraselliiler matriks tabakasi, agirlikli
olarak diiz kas miyositleri olan spontan kasilmayi tesvik eden stromal hicrelerle

cevrelenmektedir. Stromada bulunan fibroblastlar ise parakrin sinyalizasyonu

76

1
20

TNM evre No/iMo m
sk | 2



saglayarak prostatik kanallar1 desteklemektedir. Bu siire¢ prostat gelisiminde biiytik
oneme sahiptir (Timms, 2008; Verze, Cai & Lorenzetti, 2016; Sekil 26).

V Santral zon

e

Seminal vezilml [ Periiiretral bez bolgesi

Transisyon zon: \\
Fibromiiskiller bolg:

N — 77— Periferal zon

N
Ejakulator kanal "\
jakilator kana l:l \

Bazal lamina

Bazal hiicre
y Epitelyum
Noroendokrin {f

hilcre

Bazal lamina = e B
Dizkss | <= =x=sezess=csooiy e o

g2
o

1
c=— |
=====

= = k! = |
Liimen Stroma ‘ . ? — Noron - i
Fibroblast
Endotel hiicre =

Sekil 26. Insan prostat bezinin anatomisi ve histolojik yapisi

Prostat bezi esas olarak meninin yaklasik %30-35’ini olusturan siviyi {ireten glandiiler
dokudan olusmaktadir. Meninin prostatik kaynakli bu kismi spermleri beslemekte ve
yiksek pH’mn korunmasina yardimci olan alkali ortami saglamaktadir. Prostat
bezindeki glandiiler yapilanmayi olusturan hiicrelerin (prostat salgi epitelini olusturan
hiicreler) yasamsal fonksiyonlar1 biiyiik 6l¢iide androjene bagimlidir (Alukal & Lepor,
2016). Bu nedenle hem normal prostat epitel hiicreleri hem de kanserlesme siirecine
girmis prostatik epitel hiicreler yasamsal fonksiyonlarmin devamliligi i¢in yiliksek
seviyede androjen reseptori (AR) eksprese etmektedir. AR, normal prostat epitelinin
saglhig i¢in gerekli bir transkripsiyon faktorii iken kanserli prostat hiicrelerinde
hormon bagimliligini devam ettiren onkogenik bir faktordiir (Tan, Li, Xu, Melcher &
Yong, 2015). Ek olarak bu hiicreler AR tarafindan transkripsiyonel olarak aktive
edilen ve prostat kanserli erkeklerde siklikla yiikselen bir serin proteaz olan PSA
salgilamakta ve tiimoriin yiikiinii temsil eden bu parametre PK klinik tanisi ve

takibinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Toivanen & Shen, 2017).
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2.6.4. PK histopatolojisi

PK %380 oraninda periferal zonda yer alan dizenli glandiler hiicrelerdeki
neoplastik degisimler ile baglamaktadir. Periferal zon prostatin DRE ile palpe
edilebilen rektuma yakin kismidir (Sekil 26). PK ¢ok yiiksek oranda organin glandiiler
kismindan gelistigi i¢in ve mikroskobik incelemede tipik glandiler paternler
gosterdiginden dolayr adenokarsinoma simifina dahil edilmekte olup PK’lerinin
%95’1ni prostatik adenokarsinomalar olusturmaktadir. Kalan %35°lik kisimda ise daha
nadir olarak gorilen prostatik trotelyal karsinoma, skuamdz hiicreli neoplaziler, bazal
hiicreli karsinoma ve prostatin noroendokrin tiimdrleri yer almaktadir (Inamura, 2018).
Prostatik karsinomalar, WHO ’nun 2016 yilinda revize edilen siniflamasina gore bes
alt grup altinda toplanmaktadir. Asiner adenokarsinomalar en sik goriilen PK alt tipi
olustururken, ikinci en sik goriilen alt tip ise prostatik duktal adenokarsinomalardir

(Epstein ve ark., 2016; Sekil 27).
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Sekil 27. WHO 2016’ya gore prostatik karsinomalarin histopatolojik siiflamasi
(Epstein ve ark., 2016)
2.6.4.1. Gleason skorlama sistemi

Prostatik adenokarsinomlarin klinik takibi ve tedavisinde kullanilan ve bilinen
en iyi prognostik parametre Gleason skorlama sistemidir. Bu sistemde prostatik
glandiiler paternler bez olusturma becerisi ve stromadaki biiylime sekline gore iyi
farklilagmadan kotii farklilagmaya dogru, patern i¢inde en sik goriilen farklilagsma
diizeyi ve en kot goriilen farklilasma diizeyine gore 1-5 arasinda 2 skor kullanilarak
skorlanmakta (Sekil 28) ve bdylelikle prostatik adenokarsinomalar WHO’nun 2016
yilindaki giincel derecelendirme sistemine gore histopatolojik olarak bes grade altinda

degerlendirilmektedir (Kweldam, van Leenders & van der Kwast, 2019). Buna gore;
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Grade grup 1 (Gleason skor 3+3=6 veya 6’dan az): Birbirinden belirli sinirlar
ile ayrilmis iyi bigimli bez yapilaridir.

Grade grup 2 (Gleason skor 3+4=7): Baskin olarak diizgiin simirli nodiiller
bulunmasina ragmen kismi olarak heterojenite gozlenir ancak bez yapilar1 hala
yuvarlak ve duzginddr.

Grade grup 3 (Gleason skor 4+3=7): Tumoral nodiil iyi sinirlara sahip degildir.
Girinti ve ¢ikintilara sahip kaynagmis nodiil yapilar siklikla gozlenir. En sik gézlenen
gruptur.

Grade grup 4 (Gleason skor 8): Birlesik siingerimsi bez yapilar1 dikkat ¢eker,
kaynagmis, kribriform ve glomeriiloid yapidaki nodiiller belirgindir.

Grade grup 5 (Gleason skor 9 ve {istii): Stroma tamamen daginiktir ve bazi
alanlarda nekrotik goriintiiler bulunur. Glandiiler yap1 olusturmaktan uzak solid hiicre

tabakalar1 ¢cok belirgindir.
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Sekil 28. Gleason skorlama ve grade grup semasi (Rebello ve ark., 2021)

Gleason skoru, klinik ve patolojik TNM evrelemesi, cerrahi tedavi karart ve
basarisi, cerrahi sonrasi biokimyasal niiks, metastatik hastalifa progresyon ve
hastaliksiz sagkalim gibi PK’nin 6nemli klinikopatolojik parametreleri ile yakindan
iligkili olarak tanimlanmis en iyi prognostik faktordiir. Grade grup 3 ve tlizeri

PK’lerinin mevcut tedaviler ile yasamsal avantajlar1 daha sinirhidir (Ertoy Baydar,
2017).
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2.6.5. PK patofizyolojisi ve hiicresel diizeyde molektler mekanizmalar

Son on yilda, PK’ne neden olan molekiiler mekanizmalarin, PK molekiiler alt
tiplerinin ve alt patolojilerinin aydinlatilmasina yonelik gerceklestirilen tim genom
DNA dizilime, mRNA dizilime ve proteom profilleme temelli ¢alismalar PK’nin
genetik temeline essiz bilgiler saglamistir. Prostatik adenokarsinomalarda timor
baglatici hiicrelerin bazal hiicreler veya liiminal hiicrelerden kaynaklandigi
diisiiniilmekte ve bu hiicrelerde ortaya ¢ikan somatik genetik degisimlerin hastaligin
primer itici giiclinii olusturdugu belirtilmektedir. Bu degisimler sonucu erken evrede
prostatin pre-malign lezyonlari, prostatik intraepiteliyal neoplaziler (PIN) ya da atipik
kiiciik asiner proliferasyon (ASAP) gosteren malignite siipheli odaklar olusmaktadir.
Sirec icerisinde pre-malign hiicrelerde biriken genetik ve epigenetik degisimler ile
adenokarsinomlar ortaya c¢ikmakta ve progresyona eslik eden farkli molekiiler
degisimler sonucu da hastalik metastatik forma ilerlemektedir (Leslie ve ark., 2021;

Rebello ve ark., 2021; Sekil 29).
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Sekil 29. PK’lerinin farkli evrelerine eslik eden genetik varyasyonlar (Rebello ve ark.,
2021)

2.6.5.1. Lokalize PK’nin molekiiler mekanizmalari

Lokalize PK’leri genel olarak PTEN delesyonlart (%12-17), c-myc
amplifikasyonlar1 (<%20), p53 delesyonlar1 ve mutasyonlari (%8), Rb1 kayb1 (%1) ile
NKX3-1 kayiplart (<%18) ile karakterizedir (Rebello ve ark., 2021). Bu degisimlere
ek olarak Kanser Genom Atlast Arastirma Ag1 (TCGA) lokalize PK’lerini genom
capinda analizlere dayanarak ve PK spesifik olarak 6 farkli molekiiler alt tipe
siiflandirmistir (Cancer Genome Atlas Research Network, 2015). Buna gore, lokalize
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PK’lerinin %50’den fazlas1 siklikla AR ile diizenlenen PK spesifik onkogenik
flizyonlar ile karakterizedir. Transmembran proteaz serin 2 (TMPRSS2) geni ile ETS-
iliskili gen ailesine tiye ERG (%46), ETV1 (%8) veya ETV4 (%4) genlerinin kimerik
formlar ile karakterize gen flizyonlar1 lokalize PK’lerinin %59 unu olusturmaktadir.
Bu grup genel olarak PTEN delesyonlarinin daha sik goriildiigii molekiiler alt gruptur
(Carver ve ark., 2009). ikinci en sik lokalize PK’leri ise ETS-flizyon negatif
adenokarsinomalar olup, speckle type POZ protein (SPOP) geninde fonksiyon kayb1
mutasyonlarinin eslik ettigi molekiiler alt smif ile karakterizedir. SPOP-mutant
PK’lerinde ¢esitli tiimor siipressor genlerin (GSTP1 gibi) promotdr bolgelerinde DNA
metilasyonlari, E-kaderin (CHD1) delesyonlari ve SPINK1 mRNA artis1 dikkat ¢eken
molekiiler degisimler arasinda yer almaktadir (Barbieri ve ark., 2012). Daha nadir
olarak FOXAL1l geninde fonksiyon kazanimi mutasyonlarinin ve IDH1 geninde
fonksiyon kayb1 mutasyonlarinin eslik ettigi lokalize PK’leri de farkli molekiiler alt
tipleri temsil etmektedir (Cancer Genome Atlas Research Network, 2015; Inamura,
2018; Sekil 30).
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Sekil 30. TCGA'’ya gore lokalize PK’lerinin molekdler alt tipleri (Inamura, 2018).

Lokalize PK’leri hormona duyarli olmakla birlikte yasamsal ag¢idan androjen
ve AR sinyalizasyonuna bagimlidir. Bu nedenle, AR geni amplifikasyonlar1 ve
fonksiyon kazanimi mutasyonlari lokalize PK’lerinde nadir olarak g6zlenmektedir. AR
geninin siklikla PK progresyonunda ve metastatik hastalikta siirticii rol oynadigi

bilinmektedir (Mills, 2014; Rebello ve ark., 2021).
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2.6.5.2. Lokal ileri ve metastatik PK’nin molekiiler mekanizmalar

Lokal ileri PK, hastaligin artik prostat ile sinirli olmadigi, yakin organ, lenf
nodlar1 ve/veya kemik tutulumlarinin siklikla goézlendigi kisacast metastatik
potansiyeldeki tim PK’lerini ifade eden genis bir tanmimdir. Bu grup igerisinde
metastatik kastrasyona duyarli PK’leri (mKSPK) ve mKSPK’lerinin hormon
duyarliligini baskilayan androjen deplesyon terapisi (ADT) sonrasinda gelisen ADT-
direngli metastatik kastrasyona direng¢li PK’leri (mKDPK) yer almaktadir. Lokal ve
sistemik terapi alan mKDPK’li hastalara ait biyopsi orneklerinde gergeklestirilen
caligmalarda tlimoriin lokalize PK’lerinden farkli olan bir mutasyonel profilinin
oldugu ve mevcut mutasyon profiline tedavi iliskili genetik dalgalanmalarin eslik ettigi
belirlenmistir (Fraser ve ark., 2017; Rebello ve ark., 2021; Robinson ve ark., 2015).
2.6.5.2.1. Metastatik kastrasyona direncli PK (mKDPK)

Metastatik KDPK, tan1 aninda tiim PK’lerinin %5’lik dilimini olusturan, %30-
35 oraninda da lokalize PK’lerinin lokal tedaviler sonrasi niiksii sonucu gelisen lokal
ileri PK’lerinde (siklikla mKSPK) ADT sonrasi direngle karakterize letal PK
formudur. Hastaligin bilinen sistemik tedaviler ile klinik kontrolii henliz miimkiin
degildir (Grasso ve ark., 2012; Leslie ve ark., 2021).

Metastatik KDPK’lerinde en yaygin goriilen degisimler AR sinyalizasyonunu
kapsayan ¢oklu disregiilasyonlardir. Siklikla AR amplifikasyonlari, AR fonksiyon
kazanimi mutasyonlari, AR geninin transkripsiyon regulatorlerinin (FOXAL1 gibi)
amplifikasyonlari, AR protiimdrojenik sinyalizasyonunun baskilayan repressorlerin
inaktive edici mutasyonlar1 ya da delesyonlar1 gibi molekiiler degisimler mKDPK’li
hastalarin %70’inde mevcuttur. Metastatik KDPK 6ncesi tedavi almamig mKSPK’li
tiimdr orneklerinde ise AR iligkili degisimler %2-6 sikliginda ortaya ¢ikmakta olup,
bu siirec AR’nin tedavi sonrast edinilmis fonksiyon bozukluklarina ve mKDPK
progresyonuna olan katkisina isaret etmektedir (Mateo ve ark., 2020; Mills, 2014;
Rebello ve ark., 2021; Stopsack ve ark., 2020).
2.6.5.2.1.1. Androjen reseptdéri (AR) ve sinyalizasyonu

Insan AR, X kromozomu iizerinde Xq11-12 lokalizasyonunda konumlanan ve
8 ekzondan olusan AR geni tarafindan kodlanan, ligand baglanmasi ile aktiflesen

niklear reseptdr superailesine tye bir transkripsiyon faktorudir. AR proteini basit
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olarak N-terminal domain, DNA-baglanma bdlgesi ve ligand-baglanma domaini ile
sonlanan bir C-terminalden olusmaktadir (Tan, Li, Xu, Melcher & Yong, 2015).

Prostatin normal luminal epitelyumunda androjenin aktif formu olan
dihidrotestosteronun (DHE) AR’ne baglanmasi sonucu ligand bagh aktif AR’nin
sitoplazmadan niikleusa translokasyonu gerceklesmektedir. Aktif AR, niikleusta
androjen cevap elementi (ARE) tasiyan genlerin promotdr bolgelerine baglanarak
transkripsiyonel aktiviteyi baslatmaktadir. Prostatin luminal hiicrelerinde normal
seviyede dlzenli olarak eksprese edilen AR’nin neoplastik farklilasmalarda artis
gostererek hiicre proliferasyonunu arttirdigt bilinmektedir. Bdylece prostatik
neoplazilerde, normal prostat dokusundaki biiyiime kontrolii kaybolmaktadir. AR
baskin olarak prostatik luminal ve bazal hiicrelerde homeostaziyi saglayan ve normal
prostat fonksiyonu i¢in dnemli gorevlere sahip basta PSA gibi proteazlar olmak iizere
pek cok hedef genin transkripsiyonunu diizenlemektedir. Bu genler arasinda PSA’y1
kodlayan KLK3 geni ve diger 6nemli prostatik serin proteazi kodlayan TMPRSS2 geni
yer almaktadir (Erzurumlu, 2021; Tan ve ark, 2015; Sekil 31).

AR’nin testosteron
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Sekil 31. Androjen reseptor sinyalizasyon mekanizmasi (Erzurumlu, 2021)
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AR sinyalizasyon bozukluklari, ADT sonrasinda mKSPK’nin mKDPK’ne
ilerlemesinde etkinligi tanimlanmis en 1yi molekiiler mekanizmadir. Metastatik KSPK
hiicrelerinde AR, normal prostatik dokudan farkli olarak etkinligini artan sekilde
devam ettirdiginden hala hedeflenebilir bir potansiyele sahiptir. Ancak mKDPK
hicrelerinde ADT sonrasinda edinilmis direngle iliskili olarak AR sinyalizasyonu
temelinde farkli molekiiler degisimler ortaya ¢ikmaktadir. Metastatik KDPK’nde AR
temelli molekiiler degisimler arasinda: (i) AR amplifikasyonlari, (ii): de novo streoid
biyosentezindeki artis sonucu ligand artisina bagli AR aktivite artisi, (iii): ligand
spesifitesindeki kayip ile AR’nin testosteron disi ligandlar ile de aktive edilebilir
sekilde degisimi, (iv): AR geninin ligand baglanma domaininde ortaya ¢ikan fonksiyon
kazanimi mutasyonlar1 sonucu ligand spesifitesi gozetmeksizin AR’nin aktiflesmesi,
(v): alternatif splicing mekanizmalar1 ile ARV7 gibi ligand baglanma domaininden
yoksun AR varyant proteinlerinin eksprese edilmesi sonucu gelisen siirekli AR
aktivasyonu gibi mekanizmalar yer almaktadir (Chan & Dehm, 2014; Rebello ve ark.,
2021; Sekil 32). Tiim bu mekanizmalar AR sinyalizasyonunun mKDPK i¢in hala
yasamsal oldugunu gostermekte ancak mKDPK’nin AR aksisinde farmakolojik
hedeflenebilirligini azaltan kotii prognostik faktorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Buna ragmen, mKDPK’nde yasamsal faktorlerin temeli hala AR sinyalizasyonu
oldugundan AR hedefli terapiler gelistirilmeye ve iyilestirilmeye devam etmektedir

(Rebello ve ark., 2021).

Normal prostat epiteli, lokalize PK ve mKSPK hiicreleri mKDPK hiicreleri
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Sekil 32. PK progresyonunda androjen/androjen reseptor bagimliligi ve KDPK’nde
AR sinyalizasyonu temelinde gerceklesen molekiiler degisimler (Rebello ve ark.,

2021).
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2.6.5.2.1.2. Metastatik kastrasyona diren¢li PK (mKDPK) iliskili diger molekiiler
degisimler

PK’nin lokalize formdan KSPK ve nihayetinde KDPK’ne ilerlemesinde,
biiyiime kontroliinde gérev alan anahtar genler de etkilidir. Ornegin PTEN delesyon
ve mutasyonlart KDPK’lerinde %40 sikligina ulagmaktadir. PTEN kaybina ek olarak
PI3K/AKT/mTOR yolagindaki disregiilasyonlar ve aktivite artisi da ileri PK’larda
dikkat c¢ekmektedir. Lokalize PK’lerinde baskin olarak rol almayan Wnt sinyal
yolagindaki degisimler de KDPK’lerinde belirgin olup, APC geni fonksiyon kaybi
mutasyonlart %9 ve CTNNBL1 geni fonksiyon kazanimi mutasyonlart %4 oraninda
gorilmektedir. c-myc ve NKX3-1 geni mutasyonlar1 da ileri PK’lerinde %20-30
sikliginda ortaya ¢ikmaktadir. Lokalize hastalikta p53 ve Rb1l delesyon/mutasyonlari
ile kontrolden ¢ikan genom stabilizasyonunun lokal ileri PK’lerinde ciddi oranda
instabil duruma ilerledigi bildirilmektedir. Ornegin mKSPK’lerinde p53 ve Rbl
mutasyon sikliklari sirastyla %27 ve %5 iken; mKDPK’lerinde bu oranlar sirasi ile
%50 ve %21°e ulagsmaktadir. Bu progresif onkogenik farkliliklar, PK’lerinde AR
sinyalizasyonundan  bagimsiz  olarak  ndroendokrin  farklilasma  gosteren
adenokarsionama fenotipinin ortaya ¢ikmasina ve bdylece ADT cevabi bulunmayan
agresif ve progresif 6zellikli tiimorlerin olusmasina neden olmaktadir (Cancer Genome
Atlas Research Network, 2015; Robinson ve ark., 2015; Stopsack ve ark., 2020).

Son olarak, DNA tamir mekanizmalarinda gorevli genlerdeki somatik
defektlerin de mKDPK’lerinde daha sik gozlendigi belirtilmektedir. Ozellikle
hastaligin ailesel yatkinliginda da tanimli olan homolog rekombinasyon ile tamir
mekanizmasinda gorevli BRCA2 genindeki somatik mutasyonlar mKSPK’da %7 ve
mKDPK’lerinde %12.5 oraninda goriilmekte ve ikinci siklikla ATM geni mutasyonlari
mKSPK’lerinde %5 ve mKDPK’lerinde %7 oraninda baskin mutasyonlar arasinda yer
almaktadir (Mateo ve ark., 2020; Stopsack ve ark., 2020). Hastaligin genomik
instabilite ile ilerleme gdsteren bu formlarinda ilgili degisimlerin rollerinin
bulundugunun aydinlatilmas1 ile son dénemde mKDPK’lerinde DNA zinciri
interkalatorleri, iyonize radyasyon tedavisi ve PARP inhibitorlerinin kullanimi giincel

tedaviler arasinda yerini almistir (Rebello ve ark., 2021).
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2.6.6. PK tedavisi ve klinik uygulamalar

PK’inde erken teshis kadar lokal ileri PK’lerinin klinik takibi ve tedavisi de
hastalarin sag kalimimi etkileyen 6nemli bir faktordiir. Son yillarda PK’lerinin
tedavisinde ciddi 6l¢iide ilerlemeler yasanmasina ragmen mKDPK tedavisinde basari
sansi hala oldukga sinirlidir. MKDPKli hastalarin mevcut tedaviler ile 5-yillik yasam
orani %35 civarindadir (Rebello ve ark., 2021).

Lokal PK’lerinde kiiratif amagli uygulanan lokal terapiler sag kalim avantajina
sahip olmakla birlikte pek cok hastada kesin tedaviyi miimkiin kilan tedavi
modalitelerini i¢cermektedir. Hastalarin klinikopatolojik 6zelliklerine uygun olarak
belirlenen klinik risk faktorleri (PSA degeri, klinik ve patolojik tiimor evresi, Gleason
skoru gibi) dikkate alinarak lokal hastalikta aktif izlem, radyoterapi, cerrahi (radikal
prostatektomi ve/veya pelvik lenf nodu diseksiyonu), kisa siireli ADT gibi tedaviler
uygulanmaktadir (Kane, Eggener, Shindel & Andriole, 2017; Rebello ve ark., 2021,
Sekil 33).
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Sekil 33. Lokal PK’lerinde tedavi modaliteleri (Rebello ve ark., 2021)
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Tedavi alan lokal PK’li hastalarin yaklasik %35’inde tedavi sonrasi PSA
seviyesinin artis1 ile karakterize biyokimyasal niks gozlenmektedir. Biyokimyasal
niiks sonrasi ilerleyen ve heniiz tedavi edilmemis olan PK, genellikle KSPK’1 olup bu
hastalarda birkag¢ y1l ADT ile cevap alinabilmektedir. Lokal ileri PK’li hastalarda 5-
yillik yagam orani %60-80 arasinda degismektedir. Tedavi se¢eneklerini olusturmada

uzak metastaz varligi (M0/M1) belirleyicidir (Gillessen ve ark., 2020; Sekil 34).

Metastatik Kastrasyon Duyarh Prostat Kanseri (mKSPK)
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Sekil 34. Lokal ileri PK’lerinde tedavi modaliteleri (Rebello ve ark., 2021)

Metastatik KSPK’nde altin standart terapiler arasinda cerrahi (bilateral
orsiektomi) ve ADT yer almaktadir. ilk basamak ADT’de LHRH agonistleri
kullanilmakta olup tedavi radyografik progresyona kadar devam etmektedir. Bunun
yaninda uzak metastaz varhiginda LHRH agonistlerine ek olarak eksternal beam
radyoterapi (EBRT), rayoterapi destekli yeni nesil anti-androjenikler veya AR
sinyalizasyon inhibitérleri (ARSI) (ABI:Abirateron, ENZ: Enzalutamide, APA:
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Apalutamide) ya da Docetaxel ile taksan bazli birinci basamak kemoterapi
uygulanmaktadir (Sekil 34). Metastatik KSPK hastalarinda standart tedavi
protokollerine ek olarak pek ¢ok klinik faz calismasinda (CHAARTED, STAMPEDE,
LATITUDE, TITAN trials gibi) erken Docetaxel ya da ARSI kullaniminin
konvensiyonel ADT etkinligini arttirdig1 belirlenmistir. Sonug¢ olarak kombin ya da
sirali terapilerin mKSPK’li hastalarda progresyonsuz yasami arttirdigi bildirilmistir
Cornford ve ark., 2017; Fizazi ve ark., 2017; Kyriakopoulos ve ark., 2018; Rebello ve
ark., 2021).

Metastatik KSPK’li hastalarda sistemik terapilerin, standart ADT ve/veya
ARSI & taksan kombin tedavilerin kisa donem sonuglar1 oldukga iyi olmasina ragmen
bir siire sonra hastalarin tiimiinde serum testosteron diizeyini kastrasyon seviyesi
indiren tiim yaklasimlara ragmen PSA artis1 ve radyografik progresyon ile karakterize
bir klinik tablo ortaya ¢ikmaktadir. Metastatik KDPK’lerinde yasam boyu ADT’ye ek
olarak yeni taksan bazli kemoterapétiklerin, ARSI ajanlarinin, kemik hedefli ajan
Radium-223 kloridin ve terapdtik asilamanin (Sipuleucel T) yasam siiresine {izerine
anlaml katkilar1 bulunmaktadir (Gillessen ve ark., 2020). Ancak ADT’ye ek hangi
ajanin ya da ajanlarin hangi mKDPK hastalarinda daha belirgin olarak fayda sagladigi
hentz bilinmemektedir. Docetaxel ile ilk basamak kemoterapi veya ADT
oncesi/sonrasinda yeni nesil ARSI ajanlarinin yasam siiresi lizerine avantajlarini
arastiran klinik ¢alismalar devam etmektedir.

Kemoterapi temelinde ise, TAX-327 ve SWOG 99-16 klinik ¢alismalarinda
bagisiklik sistemini baskilayan ajan prednisolone ile Docetaxel’in mitoksantron &
prednisolone kombinasyonuna gore iistlinliigii ile Docetaxel & Estramustine kombin
etkinliginin mitoksantrona gore iistiinliigii belirlendikten sonra mKDPK’li hastalarda
ilk basamak standart kemoterapide Docetaxel kullanilmaya baslanmistir (Petrylak;
2006; Tannock ve ark., 2004). Sonraki yillarda Docetaxel basarisizliginda kullanilmak
lizere yeni nesil taksan tlirevleri iizerine calismalar gergeklestirilmistir ve TROPIC
klinik faz ¢alismasi ile Cabazitaxel’in Docetaxel-direncli mKDPK’li hastalarda yasam
stiresine sagladig1 avantaj ortaya koyulmustur (Oudard, 2011). Cabazitaxel, Docetaxel
ile ilk basamak kemoterapiye ve ikinci nesil anti-androjeniklere direngli mKDPK
tedavisinde kullanilmak iizere onay alan son taksan tiirevidir. Son olarak yeni nesil

immiinterapi ajan1 Pembrolizumab ve BRCAZ2-mutasyonlu mKDPK hastalarinda

88



PARPi (Olaparib) giincel tedavi protokolleri arasinda yerini almistir (Antonarakis ve
ark., 2020; Mateo ve ark., 2020). Bu gelismelere ragmen mKDPK’li hastalarin
tedavisinde edinilen terapi direnci nedeniyle klinik zorluklar hala devam etmektedir
(Leslie ve ark., 2021; Rebello ve ark., 2021).

Yasamsal avantajlarina ragmen mKDPK tedavi protokollerinin hastalarin
yasam kalitesini bozan toksik yan etkileri de bulunmaktadir. Cerrahi tedavilerde
siklikla erektil disfonksiyon ve iiriner inkontinans; radyoterapide bagirsak irritabilitesi
ve/veya diskida mukus veya kan, ishal, liriner irritabilite ve/veya aciliyet, hematiiri ve
tiriner retansiyon, ikincil malignite gelisme riski; 6zellikle AR sinyalizasyonu hedefli
tedavilerde bilissel islev bozuklugu, nobetler, ates basmasi, yorgunluk, hipokalemi,
O0dem, artiyal hipertansiyon, karaciger fonksiyon artisi, kardiyovaskiiler olaylar; taksan
bazli kemoterapide (Docetaxel ve Cabazitaxel) miyelosupresyon (notropeni,
trombositopeni ve/veya anemi), notropenik ates, ishal, duyusal polindropati, mide
bulantis1 ve/veya kusma, 6dem, alopesi, dokiintii, yorgunluk, asteni, alerjik
reaksiyonlar gibi yan etkiler bildirilmektedir (Rebello ve ark., 2021). Uzun sireli
tedavilerde ise yan etkilerin pek ¢ogu kroniklesmektedir. Bu durum hem tedavi
stirekliligini sinirlamakta hem de tedavi basarisini azaltmaktadir. Ek olarak, metastatik
KDPK’li hastalarin neredeyse %80°’i 75 yas lizerinde oldugundan yasa bagli artis
gosteren yan etkiler de hastalarin tedavi protokollerindeki basar1 oranim
distirmektedir. Bu nedenle mKDPK’nde kullanilmak iizere minimal toksik etkili
kanser spesifitesi yiiksek yeni ajanlarin gelistirilmesine ihtiya¢ bulunmaktadir.
2.6.6.1. Cabazitaxel

Cabazitaxel, ilk basamak kemoterapide Docetaxel ile tedavi edilen veya AR
hedefli anti-androjenikler ile kombin hormon terapi alan ancak terapi yaniti
bulunmayan mKDPK hastalarinda kullanilmak iizere ek sagkalim avantaji
saglayabilen ve FDA onay1 bulunan ikinci nesil yari sentetik taksan tiirevidir (de Bono
ve ark., 2010; Nightingale & Ryu, 2012).

Taksanlar, Taxus cinsi bitkilerden elde edilen dogal diterpenoid bilesikleri
olup, pek ¢cok kanserin tedavisinde kullanilan Paclitaxel ile 6zellikle metastatik PK
tedavisinde kullanilan Docetaxel ve Cabazitaxel’den olugsmaktadir. Cabazitaxel yar1
sentetik bir miikrotiibiil inhibitérii olarak hiicre dongiisii sirasinda mikrotiibiil

stabilizasyonu saglayarak dongiliyii G2/M evresinde duraklatmakta ve i¢ apoptotik
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yolag: aktive etmektedir. Cabazitaxel’in mikrotiibiil iliskili etki mekanizmas1 diger
taksan turevleri olan Paclitaxel ve Docetaxel’e benzerlik géstermektedir (Fitzpatrick
& de Wit, 2014).

Prostat kanseri hiicresi
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Sekil 35. Cabazitaxel’in PK hiicresindeki etki mekanizmalari (Tsao, Cutting, Martin
& Oh, 2014)

Mikrotiibiiller, hiicre seklinin korunmasinda, vezikiil tasinmasinda, hiicre
sinyalizasyonunda ve hiicre boliinmesinde anahtar rolii olan a-tubulin ve B-tubulin
heterodimerlerinden olusan hiicre iskeleti polimerleridir. Cabazitaxel, B-tubulin alt
biriminin N-terminal amino asitlerini baglayarak mikrotlbdl polimerizasyonunu
desteklemektedir. Boylece depolimerizasyon Onlenerek mikrotiibiil dinamigi
bozulmakta ve hucre dongusunde mikrotubtl kontrollu suregler inhibe edilmektedir
(Nightingale & Ryu, 2012; Sekil 35).

Cabazitaxel, diger taksan tiirevleri ile benzer fonksiyonu paylasmasina ragmen,
ilacin yapist ve farmakolojisi belirgin sekilde farklilik gdstermektedir. Cabazitaxel’in
molekiiler yapisi, hidroksil gruplarinin metoksi yan zincirleri ile degistirildigi bolgede
Paclitaxel ve Docetaxel’in kimyasal yapisina gore farkliliklara sahiptir. Bu bolgedeki

ekstra metil gruplari, ABCB tarafindan kodlanan adenosin-5'-trifosfata (ATP)-bagiml
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akis pompasini (P-glikoprotein, P-gp) devre disi birakarak taksanlara karsi gelisen
edinilmis bir diren¢ mekanizmasini ortadan kaldirmaktadir (Tsao ve ark., 2014; Sekil
35). Paclitaxel ve Docetaxel’in P-gp afiniteleri oldukga yiiksek oldugundan kanser
hlcrelerinde artan P-gp diizeyi ve aktivasyonu, ilk nesil taksan tirevleri igin bilinen
diren¢ mekanizmalari arasinda yer almaktadir. Bu nedenle P-gp substrat1 olmayan bir
taksan tiirevinin sentezlenmesi i¢in ciddi Ol¢lide ¢aba sarfedilmistir. P-gp’ye diisiik
afinite gosteren Cabazitaxel, hiicrede P-gp etkilerine kars1 duyarli olmadigindan kan-
beyin bariyerini gecebilir 6zelliktedir ve bu nedenle hem merkezi sinir sistemi
metastazlarinda hem de kemik metastazlarinda etkinligi bulunmaktadir (Fitzpatrick &
de Wit, 2014). Cabazitaxel, Docetaxel terapisi almis mKDPK’l1 hastalarda kullanim
onay1 almis bir ilag olmasina ragmen yeni klinik ¢alismalar, yeni nesil anti-androjenik
tedavilerinden sonra da Cabazitaxel’in kullanilabilecegine isaret etmektedir (Barqawi
ve ark., 2019).

Taksan tiirevlerinin mikrotiibiil iligkili fonksiyonlarmna ek olarak PK’lerinde
AR sinyalizasyonunu diizenleyici rollerinin de bulundugu ortaya koyulmustur.
Paclitaxel ve Docetaxel’in PK hiicrelerinde AR ekspresyonunu, AR transkripsiyonel
aktivitesini ve niiklear birikimini azalttig1 gosterilmistir (Gan ve ark., 2009; Martin &
Kyprianou, 2015). Cabazitaxel’in AR sinyalizasyonu iizerindeki etkilerini arastiran
caligmalarin sonuglari ise diger taksan tlirevlerinden farkli olarak ilacin AR
aksisindeki etkinliginin diisiik oldugunu ve taksanlar igerisindeki iistiin etkinliginin
AR-bagimsiz mekanizmalar ile saglandigini ortaya koymaktadir (van Soest ve ark.,
2015). Cabazitaxel’in metastatik hormona duyarli AR pozitif PK hiicre hatti
LNCaP’da AR ve AR-iliskili 1s1 sok faktorleri HSP90a, HSP40 ve HSP70/HSP90’nin
ekspresyon duzeylerinde anlamli azalmaya neden oldugu belirlenmis olmasina
ragmen, mevcut etki ileri evre timorlerde Docetaxel ile karsilastirildiginda daha diisiik
duzeydedir (Rottach ve ark., 2019; van Soest ve ark., 2015). Cabazitaxel, AR
ekspresyon seviyesinde azalmaya neden olmasina ragmen, Cabazitaxel uygulamasi
sonrasinda AR niiklear birikiminde daha fazla artis gozlenmektedir (Martin &
Kyprianou, 2015; van Soest ve ark., 2015). Gergeklestirilen klinik ¢caligmalarda da
anti-androjenik ilag (Enzalutamide) direngli-duyarli hastalarda Cabazitaxel
etkinliginde anlamli bir fark bulunmamasi ve in vitro deneylerde bulgularin

desteklenmesi Cabazitaxel’in direkt olarak AR iligkili etkilerinin diisiik oldugunu
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dogrulamaktadir. Enzalutamide ve Docetaxel ¢apraz direnci in vivo ¢alismalarda AR-
iliskili mekanizma tizerinden agiklanabilirken, Cabazitaxel’in Enzalutamide direncli
hicrelerde AR-bagimsiz etkinligini  stirdiirmesi  ilacin ~ AR-iligkili ~ direng
mekanizmalarindan etkilenmedigini diisiindiirmektedir (Al Nakouzi ve ark., 2015).

Cabazitaxel, mKDPK’li hastalarinin sag kalim siirelerinde anlamli avantaja
sahip bir ila¢ olmasina ragmen, Cabazitaxel kullanimi1 sonrasinda kanser hiicrelerinde
gelisen diren¢ mekanizmalart mKDPK tedavisinde sinirlamalara neden olmaktadir
(Duran ve ark., 2015). Cabazitaxel, kimyasal yapisi nedeni ile detaylandirilan
mekanizmalarda agiklandigi gibi kanser hiicrelerinde P-gp aktivasyonu ve AR-iliskili
edinilmis diren¢ mekanizmalarindan etkilenmemektedir. Ancak progresif ozellikte
farkli molekiiler mekanizmalar Cabazitaxel etkinliginin azalmasina neden olmaktadir.
Son yillarda bildirilen iyi tanimlanmis Cabazitaxel diren¢ mekanizmalar1 arasinda
onkogenik proliferatif yolaklarda aktivite artist (PI3K/Akt/mTOR aktivasyonu ve
MAPK/ERK aktivasyonu ), B-tubulin gen mutasyonlari, mikrotiibiil dinamiklerindeki
degisimler, tubulin beta simif III (TUBB3) yuksek ekspresyonu, BRCA1 diisiik
ekspresyonu ve EMT aktivasyonu gibi mekanizmalar yer almaktadir (Duran ve ark.,
2015; Kroon, Kooijman, Cho, Storm & van der Pluijm, 2016). Alternatif tedavilere
ihtiyag duyulmakla birlikte Cabazitaxel giincel PK tedavisinde yaygin klinik
kullanima sahiptir.

Mevcut tez calismasinda ilk nesil taksan Docetaxel ve AR hedefli anti-
androjeniklerin kullanimi ile olusturulan kombin hormon terapilere direng gosteren
mMKDPK hastalarinin kemoterapisinde son se¢enck olarak onaylanan taksan tiirevi
Cabazitaxel’in secici prooksidan etkileri ve PK’nde redoks adaptasyonu (izerine
etkileri ilk kez belirlenerek, ilacin potansiyel sitotoksik ve prooksidan etkileri,
Apigenin ve PEITC kombinasyonu ile olusturulan prooksidan kanser terapi modelinin
ilgili siireclerdeki etkinlikleri ile karsilastirilmistir.

Taksan grubunda yer alan Paclitaxel ve Docetaxel’in kanser hiicrelerinde
endojen ROS artisina neden olduklar1 ve bdylece prooksidan etkiye sahip yapidaki
kemoterapoétikler arasinda yer aldiklari bilinmektedir (Conklin, 2004; Yang ve ark.,
2018). Ancak bu ilaglar kanser hiicrelerinde klasik taksan fonksiyonlarini
gerceklestirebildikleri konsantrasyonlarda segici sitotoksik ve prooksidan etkileri

diisiik oldugundan hiicre 6liimiinii se¢ici olmayan sekilde aktive etmekte ve boylece
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kanser hiicrelerinin yanisira saglikli hiicrelerde de toksik diizeyde etki gostermektedir
(Conklin, 2004). Ayrica kanser hiicrelerinde taksanlarin neden oldugu ROS artisi,
taksan kaynakli hiicre Oliimiiniin yanisira ilag direnci mekanizmalarin1 da
etkileyebilmektedir (Kosaka, Hongo, Miyazaki, Nishimoto, Miyajima & Oya, 2017).
Literatiirde Cabazitaxel’in PK hiicrelerinde endojen ROS artisina etkilerini ve
mekanizmalarii arastiran tek calismada Docetaxel direngli C4-2AT6 PK hicre
hatlarinda ilacin Docetaxel’e gore daha fazla endojen ROS artisin1 uyardigi ve
Cabazitaxel’in prooksidan etki mekanizmasinin mKDPK hiicrelerinde stres ile
indiklenen sestrin protein ailesine Uye Sestrin-3 (SESN3) inhibisyonu aracili
gerceklestigi rapor edilmistir (Kosaka ve ark., 2017). Ancak Cabazitaxel’in kanser
hiicrelerinde SESN3 inhibisyonu ile ROS eliminasyonunu baskilamasinin kanser
hiicrelerine spesifik bir etki mekanizmasi olup olmadigi, Cabazitaxel’in segici
prooksidan etkileri ile kanser hiicrelerinde redoks adaptasyon mekanizmasi {izerine
etkileri henuz bilinmemektedir.
2.6.7. PK’nde redoks adaptasyonunun kanser progresyonuna ve agresifligine
etkileri

Kanserde redoks adaptasyonu, 6zellikle ileri evre kanserlerde timor uyarici
inflamasyon artis1 ve mikrocevre ile kanser hiicreleri arasindaki iletisimin kanser
hiicresi lehine siirdiiriilmesini saglayan bir mekanizma olarak, erken evrede sadece
kanser hcresini ilgilendiren bir surecken, ge¢ evrede anjiyogenez, invazyon ve
metastatik potansiyeli uyararak progresif roller tistlenen 6nemli bir mekanizma olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Ilimli ROS diizeyinin hormona duyarli ve lokalize PK
hiicrelerinde ROS’a bagimli  oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarinin
gerceklestirilebilmesi i¢in elzem oldugu ve kanser hiicresinin yasami i¢in gerekli diger
bazi sinyalizasyonlarda tiimdrojenik diizeyde ROS’un gorev aldig1 belirtilmistir (Han
ve ark., 2020). PK’nde redoks adaptasyonu Uzerine gerceklestirilen klinik galigsmalar
incelendiginde ise prostatik adenokarsinomalarin klinik sessiz formdan klinik 6nemli
forma gegisini takiben ADT uygulanmaya baslamasi ile kanserli dokuda endojen ROS
tiretiminin artis gosterdigi, kanser hiicrelerinde redoks sinyalizasyon aglarinin
amplifiye oldugu ve bu siireglerin KDPK hiicrelerinin yasamsal avantaj kazanmasina
ve PK’ni olusturan hiicre popiilasyonu igerisinde secilimlerine katki sagladigi

bildirilmektedir (Mondal, Narwani, Notta, Ghaffar, Mardhekar & Quadri, 2021). Bu
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stirecler, PK’nde ADT sonras1 gelisen/ilerleyen redoks adaptasyonunun hastaligin
mKDPK progresyonuna katki sagladigini ortaya koymaktadir. Gergeklestirilen bir in
vitro calismada ise ilk kez ¢esitli evrelerde olan farkli agresif 6zelliklere sahip PK
hiicre hatlar1 ve saglikli prostatik epitel hiicreleri endojen oksidatif stres diizeyleri
acisindan karsilagtirilmig ve hiicrelerin malignite iliskili agresif 6zelliklerinin endojen
ROS ve oksidatif stres artist ile uyum gosterdigi tespit edilmistir (Freitas, Baldeiras,
Proenca, Alves, Mota-Pinto & Sarmento-Ribeiro, 2012; Kumar, Koul, Khandrika,
Meacham & Koul, 2008). Cabazitaxel diren¢ mekanizmalarinin arastirildigi yeni bir
calismada ise PK hiicrelerinde artmis aktivite gosteren Nrf2 sinyalizasyonunun
Cabazitaxel duyarhiliginin arttirllmasinda bir hedef olarak baskilanabilirligi
gosterilmistir (Endo ve ark., 2021). Bu veriler 1s18inda mevcut tez ¢calismasinda redoks
adaptasyonu ile iligkili olarak farkli fenotipleri yansitacaklar1 diigtiniilerek bir prostat
normal epitel hiicre hatti, bir metastatik hormona duyarli PK hiicre hatt1, metastatik
hormona duyarli PK hiicre hattinin hidrojen peroksit direncli redoks adapte modeli ve
bir metastatik KDPK hiicre hatt1 kullanilmistir.
2.6.8. Apigenin ve PEITC’in AR aksisinde PK spesifik etki mekanizmalar:
Apigeninin anti-androjenik etkilerini inceleyen tek ¢aligmada, daha 6nce ¢esitli
kanser tirlerinde de ortaya koyulan pro-apoptotik aktiviteyi uyarici ve hiicre
dongiisiinii inhibe edici sitotoksik molekiiler etki mekanizmalarina ek olarak, insan
metastatik PK hiicre hatti LNCaP’da doza ve zamana bagli AR protein diizeyini ve
hem eksprese edilen hem de sekrete edilen PSA miktarini azalttigi belirlenmistir
(Gupta, Afaq & Mukhtar, 2002). Mevcut veri, Apigeninin bir prooksidan
kemoterapotik aday olarak kullanilabilirligine PK 6zelinde ek katkilar sunmaktadir.
PEITC’in PK’ndeki anti-androjenik etkileri incelendiginde ise ajanin tek basina hem
hormona duyarli hem de hormona duyarsiz AR (+) PK hiicrelerinde AR mRNA ve
protein seviyesini azalttigi, AR koregiilatorini inhibe ettigi ve PSA salgisini azalttigi
gosterilmistir (Yu, Gong, Chen, Solelo Leon, Young & Chen, 2013; Wang, Liu &
Chiao, 2006). Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda ise Apigenin ve PEITC
kombinasyonu ile ilk kez olusturulan in vitro prooksidan kombin terapi modelinin
farkli fenotiplerdeki AR (+) PK hiicrelerinde prooksidan yonde etkilerinin analiz
edildigi konsantrasyonlarda, olasi sinerjistik anti-androjenik etkilerinin de ilk kez

birlikte degerlendirilmesi planlanmistir.
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2.7. Tez ¢calismasinin amaci

Mevcut tez ¢alismasinin amaci, dogal bilesiklerin (Apigenin ve PEITC)
kombinasyonu ile olusturulan ve arttirilmis prooksidan etkileri ongériilen in vitro
terapi modeli etkinliginin/kullanilabilirliginin/hedeflerinin farkli direng fenotiplerine
sahip PK hiicre hatlarinda hedef molekiiler mekanizmalar arastirilarak belirlenmesi ve
belirlenen in vitro terapi etkinliginin mKDPK kemoterapisinde kullanilan Cabazitaxel
monoterapi etkinligi ile karsilastirilmasidir.

Bu kapsamda tez ¢aligmasinin ana materyalini farkli direng fenotiplerine sahip
PK hiicre hatlar1 olusturmaktadir. (i): LNCaP insan PK hiicre hatti: AR (+) hormona
duyarli metastatik PK hiicre hattidir. (i1) LNCaP-HPR hiicre hatti: Tez ¢aligsmasi
kapsaminda LNCaP hiicre hattinda hidrojen peroksit direnci olusturulmasi ile elde
edilen ve yedi farkli yontem kullanilarak gerceklestirilen direng validasyonlari ile
redoks adapte fenotipi yansittig1 belirlenen metastatik AR (+) PK hiicre hattidir. (iii):
C4-2 insan mKDPK hiicre hatti: AR (+) metastatik kastrasyona direncli PK hiicre
hattidir. (iv): RWPE-1: Insan saglikl1 prostat epitel hiicre hattidir.

PK’nin redoks adaptasyonu ve PK agresifligi ile ilgili olarak dort farklh
fenotipini yansitan bu hiicre hatlarinda Apigenin, Apigenin + PEITC ve
Cabazitaxel’in;

Hiicre canlilig1 ve sagligi lizerine etkileri belirlenerek secgici olduklar1 ve olasi
prooksidan etkilerinin belirlenmesi i¢in optimum konsantrasyon ve zaman dilimlerinin
tespiti/validasyonu amaciyla farkli konsantrasyon ve zaman araliklarinda hiicre
proliferasyonu, hiicre 6liimii ve hiicre dongiisii analizleri gerceklestirilmistir. En etkin
olduklar1 saptanan konsantrasyonlarda ve zaman dilimlerinde ajanlarin ve
kombinasyonun, genel prooksidan etkileri ve iligkili hiicre sagligi {izerine etkileri sirasi
ile akis sitometrik endojen oksidatif stres analizi, floresan mikroskobik ROS analizleri,
total GSH miktarinin tespiti ve mitokondriyal membran potansiyelinin belirlenmesi ile
incelenmistir. Kanser hiicrelerinde redoks adaptasyonunu saglayan transkripsiyon
faktorleri (Nrf2, NF-xB ve Hif-a), major antioksidan savunma sistemi enzimlerini
kodlayan genler (SOD, CAT ve GR) ile PK-iligkili AR ve PSA’nin mRNA seviyeleri
tizerine etkileri gercek zamanli kantitatif PCR ile tespit edilmistir. Redoks
adaptasyonunu saglayan aktif transkripsiyon faktorlerinin (p-Nrf2, p-NF-xB ve Hif-a)

ve PK-iligkili AR ve PSA’nin Western Blot ile protein diizeyinde ekspresyon analizleri
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gerceklestirilmis; immiinfloresan analiz ile de proteinlerin hem ekspresyon degisimleri
hem de subselliler lokalizyonlarindaki degisimler incelenmistir. Tez ¢alismasinin

siral1 hedefler dogrultusundaki amaci Sekil 36’da sematize edilmistir.

LNCaP LNCaP-HPR C4-2 RWPE-1

Apigenin PEITC

: T ROS eliminasyonu

. l ' & Cabazitaxel

/ <?ROS / \
DNA'ya ! | DNA hasarive | " Redoks )
proteinlere ve stresle uvanibin adapta;-_\‘on
membranlara a mekanizmasmn
: poptoz - !

= direkt hasar = " L degnames: .

KANSER

HUCRESININ
OLUMU

Sekil 36. Tez ¢alismasinin sirali hedefleri dogrultusundaki amaci ve sematize hali

Mevcut tez ¢alismasinda (i): PK i¢in ilk kez redoks adaptasyonuna sahip bir in
vitro metastatik kanser hiicre hattt (LNCaP-HPR) gelistirilmistir. Bu hiicre modeli,
PK’lerinde redoks adaptasyonunun molekiiler mekanizmalarmin bir kisminin
aydinlatilabildigi bir model olup, ileriki c¢alismalarda redoks adaptasyon
mekanizmalar1 lizerinde daha genis caligmalarin planlanabilecegi potansiyel bir
secenek olusturmaktadir. Ek olarak PK icin gelistirilen/iyilestirilen tiim terapilerde
redoks adaptasyonunun terapi yanitina etkisi bu model {izerinde incelenebilecektir.
(ii): LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarinda redoks manipiilasyonlarini1 hedef alan
bir terapi modeli sonrasinda redoks adaptasyon mekanizmalarinin degisimi agisindan
farkliliklar ilk kez belirlenmistir (iii): LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarinin klasik
Cabazitaxel monoterapisine karsi duyarliliklar1 molekiiler diizeyde karsilastirilmis ve

PK’nde gelisen redoks adaptasyonunun Cabazitaxel yaniti lizerine etkisi ve bu siirecin
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ilacin etkinligi ile olan iligkisi ilk kez belirlenmistir. (iv): Apigeninin PK’nde redoks
adaptasyon mekanizmalar1 tlizerine etkileri ilk kez incelenmistir. Tez c¢alismasi
kapsaminda dort farkli fenotipte in vitro PK hiicre modeli kullanildigindan mevcut
verilerin bu bilesigin de curcumin, quersetin ve epigallokatesin gallat gibi klinik faz
asamasindaki flavonoid tiirleri arasina girebilme potansiyelini ylikseltecek olan
preklinik ¢alismalara 6nemli katkilar saglayacagi diistiniilmektedir. (v): Herhangi bir
kanser tird icin direkt olarak hicre ici oksidatif stres ve total antioksidan kapasiteyi
hedef alan (redoks manipiilasyonu saglayan) bitkisel bazli (Apigenin + PEITC) bir in
vitro kombin terapi modeli ilk kez olusturulmus ve modelin etkinligi kanser hiicreleri
ile normal epitel hiicrelerinde ilk kez birlikte degerlendirilmistir. Bu nedenle elde
edilen veriler kombin modelin hedef olarak kanser secici etkilerini de ortaya
koymustur. Olusturulan modelde PEITC’in GSH deplesyonunu saglayict etkileri
bilindiginden potansiyel olarak Apigeninin prooksidan etkilerini arttirabilecegi ve
kanser spesifitesi yiuksek olan bu dogal ITC tiirevinin kurgu kapsaminda olusturulan
kombin model i¢in ideal bir aday olabilecegi ongoriilmiistiir. (vi): Apigenin ve PEITC
kombinasyonunun PK’nde anti-androjenik etkileri ilk kez birlikte degerlendirilmistir.
Bu bilesiklerin tek baslarina PK’nde anti-androjenik etkileri oldugu bilinmesine
ragmen sinerjistik anti-androjenik etkinin belirlenmesi ajanlarin PK’nde birlikte
kullanilabilirliginin daha efektif oldugunu gosterecektir. Sirali maddelerde agiklanan
stirecler tez calismasinin 6zgilinliiglinii ortaya koymakta olup, elde edilen verilerin
giincel literatiire katki potansiyelini yansitmaktadir. Ayrica tez ¢alismasindan elde
edilen bulgular ile Apigenin ve PEITC bazli prooksidan kombin terapi modelinin stres
adaptasyonu artmis olan agresif fenotipteki PK hiicrelerinde klasik kemoterapiye gore
toksik yan etkiler acisindan daha {stiin ve etkin olarak kullanilabilirliginin
gosterilmesi, KDPK tedavisinde kullanilmak {izere gelistirilecek yeni prooksidan

kanser terapi stratejilerine 11k tutacaktir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Laboratuvar donanim ve cihazlar

-152°C yatay tip derin dondurucu (Panasonic, Japonya)

-86°C dikey tip ultra derin dondurucu (Panasonic, Japonya)

-20°C dikey tip derin dondurucu (Bosch, Trkiye)

-20°C yatay tip derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye)

+2°C - +8°C buzdolabi (Alaska, Tiirkiye)

+2°C - +8°C dik tip sise sogutucu (AsTerm, Tiirkiye)

CO> inkubator (Panasonic, Japonya)

Class Il biyoguvenlik kabini (Laminar flow) (ScanLaf, Labogene, Danimarka)
Inverted 151k mikroskobu (Euromex, Hollanda)

Muse® Cell Analyzer (Merck Millipore, Almanya)

EVOS FLoid-FL Cell Imaging System (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Etuv (Ecocell, Siemens, Almanya)

Santrifuj (NF 800R, Niive, Tirkiye)

Sarjli pipetor (Axygen MotoPet, Canadawide Scientific, Kanada)
Mikropipet seti (Axygen, ABD)

Cok kanall1 pipet (Accumax, Hindistan)

Mikropor siringa filtresi (0.22 uM) (Merck Millipore, Almanya)
Stericup® filter units PVDF kapakli (Merck Millipore, Almanya)
Cell scraper small (Corning, ABD)

Sterile 13mm diameter coverslips (Sarstedt, Almanya)

Sogutmali mikrosantrifiij (Microfuge 20R, Beckman Coulter, ABD)
Vorteks (VELP Scientifica, Italya)

Orbital calkalayici (Cleaver Scientific, Birlesik Krallik)

Manyetik 1sitmal1 karistiric1 (Cleaver Scientific, Birlesik Krallik)
Mini rotator (Biosan, Letonya)

Combi-spin & vorteks (Biosan, Letonya)

Hassas terazi (Radwag, ABD)

Buz makinesi (Scotsman, ABD)
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UV-Vis Spektrofotometre (Beckman Coulter, ABD)

Multimode mikroplate okuyucu (Berthold Technologies, Almanya)
Thermal cycler (Bio-Rad, ABD)

ProFlex PCR System (Thermo Fisher Scientific, ABD)
StepOnePlus™ Real Time-PCR System (Applied Biosystems, ABD)
Qubit 2.0 Flurometer (Invitrogen, ABD)

Mini-PROTEAN® Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad, ABD)
Mini-PROTEAN® Tetra Cell and Mini Trans-Blot® Module (Bio-Rad, ABD)
C-DiGit® Blot Scanner (LI-COR, ABD)

3.1.2. Kimyasallar ve sarf malzemeler

Insulin (Sigma-Aldrich, Almanya)

Sodyum Hidrojen Karbonat (Sigma-Aldrich, Almanya)
3,3’,5-Triiodo-L-thyronine sodium salt (Sigma-Aldrich, Almanya)
Apo-Transferrin Human (Sigma-Aldrich, Almanya)

Biotin (Sigma-Aldrich, Almanya)

Adenine Hidroklorid Hidrat (Sigma-Aldrich, Almanya)

Dimetil sulfoksit (DMSO) (VWR International, ABD)

Kloroform (Merck, Almanya)

Izopropanol (Merck, Almanya)

Etanol (Isolab, Almanya)

Metanol (Merck, Almanya)

Paraformaldehit (Merck, Almanya)

2-Merkaptoetanol (Merck, Almanya)

Tris Base, Molecular Biology Grade (Merck, Almanya)

Hidroklorik asit (HCI) 30% (Sigma-Aldrich, Almanya)

Hidrojen peroksit soliisyonu %30 (w/w) H2O (Sigma-Aldrich, Almanya)
Triton X-100 (VWR International, ABD)

Tripan Blue solisyonu (Thermo Fisher Scientific, ABD)

MycoProbe Mycoplasma Detection Kit (R&D Systems, ABD)
Hoechst 33258 (Merck, Almanya)

Pierce™ 16% Formaldehyde (w/v), Methanol-free (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Cabazitaxel %99.87 (S3022, Selleck Chemicals, ABD)
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Apigenin %99.07 (52262, Selleck Chemicals, ABD)

Fenetil izotiyosiyanat (PEITC) %99 (Merck, Almanya)

F-12 Nutrient Mixture (Ham's) (Biological Industries, ABD)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)-low glucose with L-glutamine
(Gibco®, Thermo Fisher Scientific, ABD)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)-high glucose with L-glutamine
(Gibco®, Thermo Fisher Scientific, ABD)

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium with L-glutamine (Gibco®,
Thermo Fisher Scientific, ABD)

Keratinocyte serum-free medium (1X) kit (Gibco®, Thermo Fisher Scientific, ABD)
Tripsin-EDTA (0.25%), phenol red (Gibco®, Thermo Fisher Scientific, ABD)
Phosphate Buffered Saline (PBS) 1X (Capricorn Scientific, Almanya)

Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco®, Thermo Fisher Scientific, ABD)

Charcoal Stripped Fetal Bovine Serum (CS FBS) (Gibco®, Thermo Fisher Scientific,
ABD)

Antibiyotik/Antimikotik soltisyonu (100x) (Capricorn Scientific, Almanya)

Sodyum pirtivat (100 mM) (Gibco®, Thermo Fisher Scientific, ABD)

Cell Proliferation Colorimetric Reagent, WST-1 (BioVision, ABD)

Muse® Annexin V & Dead Cell Kit (Merck Millipore, Almanya)

Muse® Cell Cycle Kit (Merck Millipore, Almanya)

Muse® Oxidative Stress Kit (Merck Millipore, Almanya)

Muse® Mitopotential Assay Kit (Merck Millipore, Almanya)

Invitrogen™ CM-H2DCFDA 20x50ug (General Oxidative Stress Indicator) (Thermo
Fisher Scientific, ABD)

Dihydroethidium (Hydroethidine) 10x1mg (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Glutathione Colorimetric Assay Kit (BioVision, ABD)

E.Z.N.A.® Blood RNA Kit (Omega Bio-tek, ABD)

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD)
TagMan® Gene Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, ABD)

TagMan® Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Cytoplasmic and Nuclear Protein Extraction Kit (Boster Bio, ABD)

Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (Abcam, Birlesik Krallik)
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EZBlock™ Universal Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (BioVision, ABD)
Qubit™ Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD)

4-15% Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free Precast Gels (Bio-Rad, ABD)

2X Reducing Protein Loading Buffer (Advansta, ABD)

Prestained Protein Ladder (5-245 kDa) (Abcam, Birlesik Krallik)
Nitrocellulose/Filter Paper Sandwiches, 0.45um (Bio-Rad, ABD)

10X Tris/Glycine/SDS Buffer (Bio-Rad, ABD)

10X Tris/Glycine Buffer (Bio-Rad, ABD)

Ponceau S sollisyonu (Sigma-Aldrich, Almanya)

Nonfat dry milk (Cell Signaling Technology, ABD)

Tris Buffered Saline with Tween 20, 20X (Santa Cruz Biotechnology, ABD)

Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma Aldrich, Almanya)

SuperSignal™ Western Blot Enhancer (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Normal Goat Serum (Abcam, Birlesik Krallik)

Fluoroshield Mounting Medium with DAPI (Abcam, Birlesik Krallik)

Androjen Reseptor (AR), Prostat Spesifik Antijen (PSA) ve Histon H3 Rabbit
Monoklonal Primer Antikorlar1 (Cell Signaling Technology, ABD)

Niklear faktor-xB p65 (p-p65 NF-xB) fosfo S536 rabbit poliklonal, hipoksi ile
uyarilan faktor-a (Hif-a) rabbit monoklonal, niiklear faktor eritroid 2p45-iliskili faktor
2 fosfo S40 (p-Nrf2) rabbit monoklonal ve Aktin-p rabbit poliklonal Primer
Antikorlar1 (Abcam, Birlesik Krallik)

Goat Anti-Rabbit 1gG H&L (HRP)-konjuge sekonder antikor (Abcam, Birlesik
Krallik)

Goat Anti-Rabbit 1gG H&L (Alexa Fluor® 594) poliklonal sekonder antikor (Abcam,
Birlesik Krallik)
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3.2. YOontem
3.2.1. Hucre kalturi
3.2.1.1. Kullanilan hiicre hatlar

Androjen reseptor (AR) pozitif hormon duyarli insan metastatik prostat
karsinoma hiicre hatt1t LNCaP (CRL-1740™) ve prostat normal epitel hiicre hatti
RWPE-1 (CRL-11609™) uygun tasima kosullarinda American Type Culture
Collection (ATCC)’dan temin edildi. LNCaP’dan koken alan androjen reseptér (AR)
pozitif kastrasyon direngli prostat kanseri hiicre hatti C4-2 ise Bern Universitesi
Translasyonel Androloji & Uroloji Bolimi'nde gorev yapan Prof. Dr. George
Thalmann tarafindan Texas Universitesi M.D. Anderson Cancer Centre’dan cretsiz
olarak saglandi. Hiicre hatt1 stoklar1 kiiltiir agamasina kadar -152°C’de saklandi. Tiim
hiicre hatlar1 10 giinliik kiiltiir sonrasinda Hoechst boyama gerceklestirilerek (Sekil
37) ve Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda MycoProbe Mycoplasma Detection Kiti

kullanilarak mikoplazma kontaminasyonu agisindan kontrol edildi (Sekil 38).

LNCaP

B - - -
o - - -

Sekil 37. Tez kapsaminda kullanilan hiicre hatlarinin mikoplazma kontaminasyonu
acisindan negatif oldugunu gosteren 10 giinliik kiiltlir sonrasindaki Hoechst boyama
goruntuleri
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Sekil 38. Tez kapsaminda kullanilan hiicre hatlarinin mikoplazma kontaminasyonu
acisindan negatif oldugunu gosteren test kiti sonuglari
3.2.1.2. Hiicre stoklarmin acilmasi

-152°C’de saklanan dondurulmus hiicre stoklar1 37°C’de siv1 hale getirildikten
sonra steril kosullarda 15 ml’lik falkon tiipe aktarildi ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij
(Microfuge 20R, Beckman Coulter, ABD) edildi. Hiicre pelletleri izerine her bir hiicre
hatt1 i¢in uygun olan besiyeri eklenerek siispanse edildi. Stispanse hiicreler 5 ml taze
besiyeri iceren 25 cm?’lik filtreli hiicre kiiltiirii flasklarina aktarildi. Hiicreler 37°C
sicaklik ve %5 COz ile desteklenen nemli inklbator icerisinde steril ortamda kdltiire
edildi.
3.2.1.3. Hiicre kiiltiirii kosullar:
3.2.1.3.1. LNCaP hucre kulttru

LNCaP hiicre hatti, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodyum pirivat, %10 FBS, 100
pg/ml Streptomisin, 100 U/ml Penisilin ve 2.5 pg/ml Amphoterisin B iceren RPMI-
1640 besiyerinde kilttre edildi. Her 4-7 giinde bir besiyeri degisimi yapilarak kiiltiiriin
devamlilig1 saglandi.
3.2.1.3.2. C4-2 hucre kultara

C4-2 hiicre hatt1, %80 1 g/L glukoz ve L-glutamin iceren DMEM besiyeri, %20
F-12 Nutrient Mixture (Ham's), %10 FBS, 100 U/ml Penisilin, 100 pg/ml
Streptomisin, 25 pg/ml Adenin Hidroklorid Hidrat, 0.25 pg/ml Biotin, 5 pg/ml Apo-
Transferrin, 13.6 pg/ml 3,3’,5-Triiodo-L-thyronin sodyum tuzu ve 5 pg/ml insulin
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iceren 500 ml “T-medium” igerisinde kultlre edildi. Her 2-3 glinde bir besiyeri
degisimi yapilarak kiiltiiriin devamlilig1 saglandi.
3.2.1.3.3. RWPE-1 hiicre kultara

RWPE-1 hiicre hatt1 L-glutamine, epidermal blytme faktori (rEGF) and
bovine pituitary extract (BPE) ile desteklenmis Keratinocyte serum-free medium
icerisinde kultire edildi. Her 3-4 giinde bir besiyeri degisimi yapilarak kiiltiiriin
devamlilig1 saglandi.
3.2.1.4. Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicre iiremesinin saglandigi flask igerisinde hiicre yogunlugu %80’in iizerine
ulastiginda hiicrelerin lireme ortami1 sarjli pipetér kullanilarak uzaklastirildi.
Hiicrelerin tutundugu flask yiizeyi steril PBS ile 1 kez hafif¢e yikandi. Hiicrelerin
tutunduklar yiizeyden ayrilmalari i¢in flask boyutuna uygun miktarda Tripsin-EDTA
(0.25%) soliisyonu eklendi ve hiicreler 37°C sicaklik ve %5 CO» ortaminda 3-5 dakika
bekletildi. Siire sonunda hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadigi inverted
mikroskop altinda kontrol edildi. LNCaP ve RWPE-1 hiicre hatlar1 i¢in tripsin
miktarmin 2 kati kadar saf FBS; C4-2 hiicre hatti i¢in ayn1 miktarda T-medium
kullanilarak flasklarda tripsin inaktivasyonu ger¢eklestirildi. Hiicre siispansiyonlar1 15
ml’lik falkonlara alinarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicre yogunluguna
bagli olarak hiicre pelleti iizerine uygun miktarda taze besiyeri eklenerek hiicreler yeni
flasklara pasajlanda.
3.2.1.5. Hiicre stoklarmin hazirlanmasi

Hiicre stoklama islemi gerceklestirilecegi zaman pasajlama islemi sirasinda
pellet haline getirilen hiicre slispansiyonu iizerine hiicrenin yogunluguna bagh olarak
vial bagina LNCaP hiicre hatti icin 950 ul FBS + 50 ul DMSO; C4-2 hiicre hatt1 i¢in
900 pl T-medium + 50 pl DMSO ve RWPE-1 hiicre hatti igin 750 pul medium + 150
ul FBS + 100 ul DMSO koyularak hiicreler oda sicakligindan -20°C’ye kaldirildi.
Ardindan 1 saat i¢inde -152°C’ye alinarak stoklandi.
3.2.1.6. Hiicre sayisinin belirlenmesi

Hicre pelleti elde edildikten sonra pellet izerine her bir hicrenin kendi
besiyerinden 1 ml eklenerek hiicreler slispanse edildi. Hiicre stispansiyonlarindan 10
ul cekilerek iizerine esit miktarda tripan blue soliisyonu eklendi ve thoma lami

kullanilarak inverted mikroskop (Euromex, Hollanda) altinda sayim islemi
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gerceklestirildi. Thoma laminin {izerinde ¢izgilerle belirlenmis ve toplam hacmi 0.1
mm? olan yiizeyde bulunan 16 biiyiik kare ve her biiyiik karede bulunan 25 kiiciik kare
olmak iizere toplamda 400 kare i¢indeki, kare cizgilerine teget olan ve karelerin
cizgilerini kesen hiicreler sayildi. Asagidaki formiil kullanilarak ml basina diisen
toplam hiicre sayis1 belirlendi;
Hiicre sayis1 = 16 karede sayilan hiicre sayisi toplami x diliisyon faktorii x 10%
(mm¥iin ml’ye ¢evrilmesinde kullanilan sabit say1)
3.2.2. Kullamlan ilaglarin stok soliisyonlarinin hazirlanmasi1 ve hiicrelere
uygulanmak Gzere uygun konsantrasyonlarda dilte edilmesi
3.2.2.1. Cabazitaxel

Cabazitaxel %99.87 saflikta 10 mg/vial olmak iizere liyofilize sekilde Selleck
Chemicals’dan (Katalog no: $3022) temin edildi. ilacin ana stogu DMSO igerisinde
hazirlandiktan sonra ¢6zlinmiis haldeki ilag soliisyonu 0.22 um’lik mikropor filtreden
gecirildi. 50 pl’lik hacimlerde tiipler i¢ine alikotlanan stok ila¢ soliisyonlar1 deney
asamasina kadar -80°C’de saklandi. Her bir deney Oncesi taze ana stoktan Sekil 39°da
belirtilen uygun diliisyonlar her bir hiicrenin kendi besiyeri ile gergeklestirilerek ilag
hiicrelere uygulanabilir hale getirildi. Literatiir taramas1 sonucu Cabazitaxel uygulama
dozlar1 0.5 nM, 1 nM, 5 nM ve 10 nM olarak belirlendi. En ylksek uygulama dozunda
saf DMSO oran1 %0.002’nin altinda tutuldu (Sekil 39).

Molekiil agirhgi: 835.93 g/mol

10 mg Cabazitaxel | 4 | 2.302,5uDMSO | —> } Ana stok (AS)
50 pl ana stok + | 4950 pl besiyeri | — } Arastok 1 (AR1, DMSO orani: %1)
10 pl ana stok + | 4990 ulbesiyeri | —— } Ara stok 2 (AR2, DMSO orani: %50.002)

100 pl’de hiicrelere uygulanan doz & hacim hesabi;

0.5 nM 1M 5nM 10 nM
0.5 plAR2 1 ul AR2 5 ulAR2 10 pl AR2
+99.5 ul besiyeri + 99 pl besiyeri + 95 pl besiyeri + 90 pl besiyeri

Sekil 39. Cabazitaxel stok soliisyonlarinin hazirlanmasi ve uygun konsantrasyonlarda
dilte edilmesi
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3.2.2.2. Apigenin

Apigenin %99.07 saflikta 100 mg/vial olmak tizere liyofilize sekilde Selleck
Chemicals’dan (Katalog no: S2262) temin edildi. Maddenin ana stogu DMSO
icerisinde hazirlandiktan sonra ¢oziinmiis haldeki soliisyon 0.22 pm’lik mikropor
filtreden gecirildi. 20 pl’lik hacimlerde tlipler icine alikotlanan stok soltisyonlar deney
asamasina kadar -80°C’de saklandi. Her bir deney Oncesi taze ana stoktan Sekil 40°da
belirtilen uygun diliisyonlar her bir hiicrenin kendi besiyeri ile gerceklestirilerek
soliisyon huicrelere uygulanabilir hale getirildi. Literatiir taramasi sonucu Apigenin
uygulama dozlar1 5 uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM ve 80 uM olarak belirlendi. En yiiksek
uygulama dozunda saf DMSO oran1 %0.1’in altinda tutuldu (Sekil 40).

Molekiil agirhg:: 270.24 g/mol

100 mg Apigenin + 3.700 pl DMSO — (100 mM] } Ana stok (AS)
20 pl ana stok + | 180 ul besiyeri — } Ara stok 1 (AR1, DMSO orani: %10)
50 pl ana stok + | 4950 plbesiyeri | — } Ara stok 2 (AR2, DMSO orani: %0.1)

100 pl’de hiicrelere nygulanan doz & hacim hesabi;

SuM 10 pM 20 M 40 pM 80 nM
5 ul AR2 10 ul AR2 20 ul AR2 40 pl AR2 80 nlAR2
+ 95 ul besiyeri + 90 pl besiyeri + 80 ul besiyeri + 60 pl besiyeri + 20 pl besiyeri

Sekil 40. Apigenin stok soliisyonlarinin hazirlanmasi ve uygun konsantrasyonlarda
dilte edilmesi
3.2.2.3. Fenetil izotiyosiyanat (PEITC)

Fenetil izotiyosiyanat (PEITC) %99 saflikta cam sise igerisinde 5 g olmak
tizere hazir soliisyon seklinde Merck’den (Katalog no: 253731) temin edildi.
Maddenin sise igerisindeki ana stogunun konsantrasyonu 6.7 M olarak belirlendi.
Coziinmiis haldeki ana stok soliisyon 0.22 pm’lik mikropor filtreden gecirildi ve
+4°C’de saklandi. Her bir deney Oncesi taze ana stoktan Sekil 41°de belirtilen uygun
dilusyonlar her bir hiicrenin kendi besiyeri ile gergeklestirilerek madde soliisyonu
hiicrelere uygulanabilir hale getirildi. Literatiir taramas1 sonucu PEITC uygulama
dozlar1 5 uM, 10 uM, 15 uM ve 20 uM olarak belirlendi. En yiiksek uygulama dozunda
saf ¢oziicii oran1 %0.0015’in altinda tutuldu (Sekil 41).
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Molekiil agirhg:: 163.24 g/mol

hS gPEI“TC e } Ana stok (AS)

azir soliisyonu

1,5 pl ana stok + | 9985 ul besiyeri | — } Ara stok 1 (ARI, saf ¢6ziicii orant: %0.15)
50 pl ana stok + | 4950 pl besiyeri | — } Ara stok 2 (AR2, saf ¢oziicii orani: %0.0015)

100 pl’de hiicrelere uygulanan doz & hacim hesabi;

SuM 10 pM 15 pM 20 pM
5 ul AR2 10 ul AR2 15 pl AR2 20 ul AR2
+ 95 ul besiyeri + 90 pl besiyeri + 85 pl besiyeri + 80 pl besiyeri

Sekil 41. PEITC’in stok sollisyonu ve uygun konsantrasyonlarda dilte edilmesi

3.2.3. Hidrojen peroksit (H202) direncli LNCaP hiicre hatti (LNCaP-HPR) eldesi

Hidrojen peroksit direngli LNCaP hiicre hattinin elde edilebilmesi igin
literatlirde kolanjiokarsinoma hiicre hatt MMNKI1-L’de (Thanan ve ark., 2015) ve
akciger kanseri hiicre hattt A549°da (Onul ve ark., 2012) gerceklestirilen sirasi ile 72
gunlik ve 70 gunlik in vitro hidrojen peroksit adaptasyon protokolleri temel alinarak
LNCaP hiicre hattinin iireme patternine gére olusturulan uygun bir protokol izlendi.
3.2.3.1. H202 stok solisyonunun hicrelere uygulanmak {zere uygun
konsantrasyonlarda dilte edilmesi

Distile su icerisinde hazir halde siispanse edilmis %30’luk (w/w) H20:2
soliisyonu Sigma-Aldrich’den (Katalog no: H1009) 100 ml sise olarak temin edildi ve
+4°C’de saklandi. Uriiniin belirtilmis olan stok konsantrasyonuna gore LNCaP
hiicresinin besiyeri ile uygun diliisyonlar gergeklestirilerek H2O- sollisyonu hiicrelere
uygulanabilir hale getirildi (Sekil 42). Literatiir taramas1 sonucu H20. uygulama
dozlar1 25 pM, 50 puM, 100 uM ve 250 uM olarak belirlendi. En yiiksek uygulama
dozunda saf su oran1 %0.17’nin altinda tutuldu (Sekil 42).
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Yogunluk: 1.11 g/ml
Molarite: 9.8 M ]‘ Ana stok (AS)

4,25 pl %630°luk
I-izo:l: o]:"isyoll:u 4+ [2.495,75 pl besiyeri| —> } Ara stok (AR, saf su orani: %0.17)

100 pl°de hiicrelere uygulanan doz & hacim hesabi;

25 pM 30 uM 100 pM 250 pM
0.5 ul AR 1 ul AR 2 ul AR 5 ul AR
+99.5 pl besiyeri + 99 pl besiyeri + 98 pl besiyeri + 95 pl besiyeri

Sekil 42. Hidrojen peroksitin stok soliisyonu ve uygun konsantrasyonlarda dille
edilmesi

3.2.3.2. LNCaP-HPR eldesi icin diren¢ gruplarinin olusturulmasi ve uygulanan
protokol

Bu kapsamda ilk olarak parental LNCaP hiicre hattina 24 ve 48 saatlik zaman
dilimlerinde 25 puM, 50 M, 100 uM ve 250 uM H.O> uygulanarak hicrelerin doza ve
zamana baglhi H2O; duyarliliklar1 belirlendi. LNCaP hiicre hattina 24 ve 48 saatlik
zaman dilimlerinde belirlenen dozlarda H202 uygulanmasi sonucunda, 25 pM, 50 uM
ve 100 uM dozlarda 24 saatlik H>O>’nin hiicre canliligini sirasi ile %93’e, %75’¢ ve
%50’ye azalttig1 tespit edildiginden direng protokoliinde 24 saatlik 50 uM ve 100 uM
H202 dozlar1 kullanildi. LNCaP hiicreleri 6 farkli yogunlukta (1x10°, 1.5x108, 2x10°,
3x10°, 4x10° ve 5x10°) ve her bir doz grubu icin birer adet olmak (izere toplam 12 adet
25 cm?’lik filtreli hiicre kiiltiirii flasklarina ekildi. Olusturulan 12 ayr1 gruba ilk 30
gunlik stre boyunca her 3-4 giinde bir 24 saatlik sire i¢cin 50 uM ve 100 uM H.O>
uygulanmaya baslandi. 100 pM H202 uygulanan hiicre gruplarindan 5x10° disindaki
tim gruplar ilk 15 giin icerisinde kaybedildiginden ve 5x108 100 uM grubunun H,O>
yaniti ve toparlanma arasinda gegen zamani olduk¢a uzun oldugundan direng
protokoliine 50 uM doz gruplari ile devam edildi. 30 giinliik siire sonunda sitotoksisite
analizi yapilarak parental hiicrelere gore direng katsayisi en fazla olan 50 uM’lik doz
gruplari (1.5x108, 2x10° ve 3x10°), 2. 30 giin i¢in ayn1 protokolde devam ettirildi. 2.
30 giin sonunda sitotoksisite analizi yapilarak parental hiicrelere gore direng katsayisi
en fazla olan 50 pM’lik doz gruplar (2x108 ve 3x10°), 3. 30 giin igin ayn1 protokolde
devam ettirildi. Son olarak, parental LNCaP hiicrelerinin canliligin1 ~%50 oraninda
azaltan (ICsp) 100 uM doz igin yaklasik 2.0-kat direng elde edildigi 90 giin (3. 30 giin)
sonunda direng protokolii 2x10° 50 uM’lik doz grubunda tamamlandi. Elde edilen
hiicre hatt1 LNCaP-HPR olarak isimlendirildi.
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3.2.4. Sitotoksisite analizi

Sitotoksisite analizi WST-1 reaktifi kullanilarak gerceklestirildi. WST-1, hiicre
canliligimin spektrofotometrede Olciilebilmesini saglayan kolorimetrik temelli bir
reaktif olup sitotoksisite testlerinde siklikla ve giivenle kullanilmaktadir. Yontemin
temeli, canli hiicrelerde WST-1 reaktifinin mitokondriyal dehidrogenaz enzim
aktivitesine bagli olarak koyu renkli formazan kristalleri olusturmasina ve renk
degisiminin kolorimetrik 6l¢iim ile sayisal degere doniistiiriilmesine dayanir. Hiicre
canlilif1 fazla oldugunda olusacak kristal miktar1 ve renk skalasindaki koyuluk da fazla
olacagindan hiicre canliligindaki azalma renk skalasinda agik renge dogru gecis ile
orantili sayisal olarak olciilebilmektedir. Tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen
literatiir taramasina gére LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarinda
Apigenin igin 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde 5 farkli dozda (5 uM, 10 uM,
20 uM, 40 uM ve 80 uM); PEITC icin 24 saatlik zaman diliminde 4 farkli dozda (5
UM, 10 uM, 15 uM, 20 uM); Cabazitaxel icin 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde
4 farkli dozda (0.5 nM, 1 nM, 5 nM ve 10 nM) sitotoksisite analizleri gerceklestirildi.
Bu amacgla LNCaP, LNCaP-HPR ve RWPE-1 hiicre hatlarindan kuyu basina 2x10%
C4-2 hiicre hattindan ise kuyu basma 15x10% olmak tizere 96-kuyulu hiicre kultir
plaklarina ekimi yapilan hiicrelere belirlenen siireler i¢in ilgili dozlarda ajanlar
uygulandi. Siire sonlarinda kuyu basma 10 ul WST-1 reaktifi eklenerek 37°C sicaklik
ve %5 CO: igeren inkiibatdrde hiicreler 2 saat boyunca inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan multimode mikroplate okuyucuda (Berthold Technologies,
Almanya) 520 nm referans alinarak her bir kuyudan 440 nm dalga boyunda absorbans
Olctimii alindi. Her bir doz i¢in uygulama en az 3 kuyuda tekrar edildi. Ajan
uygulanmamis olan hiicre grubunun (negatif kontrol) canliligi %100 olarak kabul
edilerek doz uygulanmis hiicre gruplarinin canlilig1 absorbans degerlerine gore negatif
kontrol ile karsilastirildi ve hiicre canlilig1 her bir doz grubu i¢in % cinsinden asagidaki

formiil kullanilarak ifade edildi;

Her bir doz grubunun absorbans ortalamasi
% Canhhk = - x 100
Negatif kontrol grubunun absorbans ortalamasi
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3.2.4.1. LNCaP-HPR hiicrelerinde sitotoksisite analizi ile diren¢ katsayisinin
belirlenmesi

Her bir 30 giinliik doz periyodunun sonunda LNCaP hiicrelerinin kazandig
H20: direnci sitotoksisite analizi gerceklestirilerek katsay1 olarak ifade edildi. Bu
amagla 30 giinliik siire sonunda canlilik analizi yapilacak olan diren¢ gruplarindan her
biri kuyu basina 2x10* hiicre olacak sekilde 96-kuyulu hiicre kiiltiir plaklarina ekildi
ve hicrelere 24 saat boyunca 25 uM, 50 uM, 100 uM ve 250 uM H>O2 uygulandi. 24
saat sonunda WST-1 ile sitotoksisite analizi gergeklestirildi ve sitotoksisite analizinde
belirtilen % canlilik hesab1 yapildi. Boylece, her bir doz grubu i¢in hiicrenin kazandig1

direng katsayis1 asagidaki formiile gére hesaplandi;

. Her bir doz igin LNCaP-HPR hiicrelerinin % canlilig1
Direnc¢ katsayis1 =

Her bir doz i¢in parental LNCaP hiicrelerinin % canliligi

Her bir 30 giinliik doz periyodunun sonunda yukaridaki formiil kullanilarak
hicrelerin 1. 30 giin, 2. 30 gun ve 3. 30 gunlik periyotlarda ilgili dozlar icin
kazandiklar1 direng katsayilar1 belirlendi.

3.2.5. Apoptotik etkinin belirlenmesi

Tez kapsaminda kullanilan ajanlardan Apigenin icin 24 ve 48 saatlik zaman
dilimlerinde 4 farkli dozda (10 uM, 20 uM, 40 uM, 80 uM); PEITC i¢in 24 saatlik
zaman diliminde 4 farkli dozda (5 uM, 10 uM, 15 uM, 20 uM); Cabazitaxel i¢in 24
ve 48 saatlik zaman dilimlerinde 3 farkli dozda (I nM, 5 nM, 10 nM) uygulama
yapilarak LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarinda ajanlarin apoptotik
etkileri belirlendi. Tiim hiicreler i¢in apoptotik etkinin belirlendigi zaman dilimleri
ajanlarin ayni dozlarda gergeklestirilen sitotoksik analiz sonuglarma gore segildi.
Apoptotik etkinin belirlenmesi amaciyla Annexin V & Dead Cell Kit protokolii
uygulandi. Yontemin temeli apoptotik hiicre 6liimiiniin erken evresinde gerceklesen
o6nemli bir fizyolojik degisim olan fosfatidilserinin hiicre membraninin i¢ yiizeyinden
dis ylizeyine translokasyonuna dayanmaktadir. Annexin V, fosfolipidlere baglanma
ozelliginde kalsiyum bagimli bir protein olup fosfatidilserin bakiyelerine oldukca
yuksek afinite ile baglanmaktadir. Bu sayede apoptotik hiicrelerin dis yiizeyinde
konumlanan fosfatidilserinlere Annexin V’1in baglanmasi ile apoptotik hiicreler tespit

edilebilmektedir. Ayrica hiicre membraninin yapisal biitlinliigiiniin ve 6lii hiicrelerin
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belirteci olarak kullanilan 7-AAD boyasi sayesinde de 6lii hiicreler, saglikli ve erken
apoptotik hiicrelerden ayirt edilebilmektedir. Boylece total hiicre popiilasyonu 4 farkli
popiilasyonda analiz edilebilir sekilde ayrilabilmektedir;

1. Canli hiicreler: Annexin V (-), 7-AAD (-)

2. Erken apoptotik hiicreler: Annexin V (+), 7-AAD (-)

3. Geg apoptototik hicreler: Annexin V (+), 7-AAD (+)

4. Ol hicreler (ntiklear debris): Annexin V (-), 7-AAD (+)

Bu amagcla 6-kuyulu hiicre kiiltiir plaklarina LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve
RWPE-1 hiicre hatlarindan 1x10°-5x10°/ml yogunlukta olacak sekilde ekim
gergeklestirildikten sonra hiicrelere belirlenen siireler i¢in ilgili dozlarda ajanlar
uygulandi. Siire sonunda hiicreler Tripsin-EDTA (0.25%) kullanilarak 15 ml’lik
falkon icerisinde stispanse hale getirildi ve 1 kez PBS ile yikandi. Yikama sonrasinda
100 pl PBS ile siispanse edilen hiicrelerin iizerine esit hacimde Annexin V & Dead
Cell reaktifi eklenerek pipetaj yapildi. Hiicreler oda sicakliginda ve karanlik ortamda
30 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra Muse® Cell Analyzer cihazinda analiz
edildi. Tiim hiicrelerde her bir ajan ve her bir doz grubu icin 3 farkli analiz
gerceklestirildi.
3.2.5.1. LNCaP-HPR hucrelerinde diren¢ validasyonu icin apoptotik etkinin
belirlenmesi

Uygun yogunlukta (1x10°-5x10%ml) 6-kuyulu hiicre Kiiltiir plaklarina ekimi
gerceklestirilen LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarina 24 saat boyunca 50 uM ve
100 pM H202 uygulandi. Siire sonunda hiicreler Annexin V & Dead Cell Kit
protokoliine gore hazirlanarak Muse® Cell Analyzer cihazinda analiz edildi. Boylece,
LNCaP ve LNCaP-HPR hucrelerinde H202 uygulamasi sonrasinda apoptotik hiicre
oranlar1 belirlendi.

3.2.6. Apigenin ve PEITC kombin doz gruplarinin belirlenmesi

Tiim hiicre hatlarindan elde edilen sonuglar dikkate alinarak Apigenin ve
PEITC’in kombin uygulama dozlari, 1) Tek basina Apigenin ve PEITC’in doza ve
zamana bagli sitotoksik ve apoptotik etkilerine, 2) Cabazitaxel’in doza ve zamana
bagli sitotoksik ve apoptotik etkisine bagli olarak se¢ildi. Bu kapsamda kombin doz

uygulamalarinda,
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e 20 uM Apigenin + 5 uM PEITC

e 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC

e 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC

e 20 uM Apigenin + 10 uM PEITC

e 40 uM Apigenin + 10 uM PEITC

e 80 uM Apigenin + 10 uM PEITC
olmak {izere 6 farkli doz kombinasyonunun LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1
hlcrelerinde 24 saatlik sitotoksik etkisi belirlendi. Kombin uygulamalarin hiicre
canlilig1 inhibisyonuna bagli olan, iki ajanin farmakolojik etkilesimini matematiksel
olarak temsil eden kombinasyon indeks (CI) degerleri (CI<1 ise sinerjistik etki, CI=1
ise aditif etki, CI>1 ise antagonist etki) ve ajanlarin kombin doz gruplarindaki doz
rediiksiyon indeks (DRI) degerleri (DRI>1 ise iki ajan daha diisiik dozlarda birlikte
kullanilirsa etkiyi tercih edilen yonde arttiric1 etkilesime sahiptir; DRI<1 ise iki ajan
daha diisiik dozlarda birlikte kullanildiginda etkiyi tercih edilen yonde arttirici
etkilesime sahip degildir) CompuSyn (Chou & Talalay, 1984; Chou & Martin, 2005)
yazilimi kullanilarak hesaplandi. Elde edilen verilere gore 24 saatte kanser
hlcrelerinde maksimum, RWPE-1 prostat normal epitel hicrelerinde minimum
diizeyde sitotoksisitesi saptanan ve kanser hiicrelerinde sinerjistik etkisi oldugu
belirlenen 3 farkli doz kombinasyonunun (20 uM Apigenin + 5 uM PEITC, 40 pM
Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC) tim hcre hatlarinda
apoptotik etkisi analiz edildi. Boylece, sitotoksik ve apoptotik analiz verilerine gore
pro-oksidan etkisi degerlendirilecek en uygun kombin doz gruplarmin 40 pM
Apigenin +5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC oldugu; en uygun zaman
diliminin ise 24 saat oldugu tespit edildi. Cabazitaxel’in ise 48 saatte 5 nM ve 10 nM
dozlarda hiicre canliligin1 benzer oranda inhibe ettigi belirlendiginden bu agamadan

sonraki deneylerde ilgili zaman dilimleri ve dozlar {izerinde ¢alisild1 (Sekil 43).
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Hiicre hatlar: TNCaP, LNCaP-HPR, C4-2, RWPE-1

. Apigenin + .
Apigenin PEITC PEITC Cabazitaxel

10 pM S5 pM 20 uM Apigenin + 1 nM
20 pM 10 pM 5 uM PEITC 5 oM
40 pM 15 pM 40 pM Apigenin + & 10 oM
80 pM 20 pM 5 yM PEITC

80 pyM Apigenin +

5 yM PEITC

20 uM Apigenin +

10 pM PEITC

40 uM Apigenin +

10 pM PEITC

80 uM Apigenin +

10 pM PEITC

Etkin zaman dilimi

48 saat 24 saat 24 saat 48 saat

5 pM PEITC, 40 pM Apigenin, 80 pM Apigenin
40 pM Apigenin + 5 pM PEITC, 80 pM Apigenin + 5 pM PEITC

5 nM Cabazitaxel
10 nM Cabazitaxel

Pro-oksidan etkisi degerlendirilen doz gruplar

Sekil 43. Calisma kapsaminda belirlenen doz gruplari ve etkin apoptotik zaman
dilimleri

3.2.7. Hicre dongusu tzerine etkilerin belirlenmesi

LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicrelerine 24 saat boyunca 5 uM
PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM
Apigenin + 5 uyM PEITC ile; 48 saat boyunca 5 nM ve 10 nM Cabazitaxel
uygulandiktan sonra ajanlarin hiicre dongiisii iizerindeki etkileri belirlendi. Bu
kapsamda icerisinde propidium iodid (PI) ve RNaz A bulunan ve bdylece hiicre
dongusunin fazlarmi yalnizca DNA miktarina gore ayirt edebilen Muse® Cell Cycle
reaktifi kullanildi. GO/G1 fazinda bulunan hiicreler her bir kromozomun iki kopyasina
sahipken S fazinda gergeklesen replikasyon ile kromozomal DNA ikilendiginde G2/M
fazindaki hiicrelerin kromozom sayist iki kat artmaktadir. Boylece, PI’dan alinan
floresan yogunlugu da artis gésterdiginden hiicre dongiisiiniin S fazindan 6nceki ve S
fazindan sonraki fazlarinda bulunan hiicreler birbirinden ayrilabilmektedir. 6-kuyulu
hiicre kiiltiir plaklarina LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarindan
5x10°-1x10%ml yogunlukta olacak sekilde ekim gergeklestirildikten sonra hiicrelere
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belirlenen siireler i¢in ilgili dozlarda ajanlar uygulandi. Siire sonunda hiicreler Tripsin-
EDTA (0.25%) kullanilarak 15 ml’lik falkon icerisinde stispanse hale getirildi ve 2 kez
PBS ile yikandi. Her bir 50 pl hiicre pelleti tizerine 1 ml %70’lik soguk alkol eklenerek
hicreler -20°C’de en az 3 saat fikse edildi. Fiksasyon sonrasinda hiicre pelletleri
uzerine 200 pl Cell Cycle reaktifi eklendi ve Muse® Cell Analyzer cihazinda analiz
gergeklestirildi. Tiim hiicrelerde her bir ajan ve her bir doz grubu i¢in 3 farkli analiz
alind1.
3.2.8. Oksidatif stresin belirlenmesi

5 UM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM Apigenin + 5 uM
PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC ile; 5 nM ve 10 nM Cabazitaxel uygulanan
LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicrelerinde ila¢ uygulama suresi icerisinde
hiicre i¢i oksidatif stres degisimleri {i¢ farkli yontem kullanilarak belirlendi.
3.2.8.1. Optimizasyon

Bu kapsamda ilk olarak uygulama gruplariin kanser hiicrelerinde apoptotik
etkisinin belirlendigi etkin zaman dilimlerine baglh kalinarak, ajanlarin uygulama
stiresi icerisinde hiicrede maksimum ROS artisina neden olduklari zaman dilimleri
tespit edildi. Bu amagla 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM
Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC uygulamasi i¢in 6., 12,
18., ve 24. saatlerde; 5 nM ve 10 nM Cabazitaxel uygulamasi i¢in 12., 24. ve 36.
saatlerde akis sitometrik ROS analizleri yapilarak optimizasyon gergeklestirildi.
Cabazitaxel i¢in apoptotik 6liimiin saptandigi 48. saatte LNCaP hiicre hattinda canlilik
yaklagik %30 olarak belirlendiginden ve ROS analizinin canli hiicrede
gergeklestirilmesi gerektiginden bu zaman dilimi i¢in analiz yapilamadi. Sonug olarak
optimizasyondan elde edilen verilere gore kombin wuygulamanin 12. saatte;
Cabazitaxel uygulamasinin ise 24. saatte maksimum ROS artisina neden oldugu
belirlendi ve ilgili zaman dilimlerinde ajanlarin belirlenen dozlarda uygulanmasi
sonucu asagida siralanan yontemler ile oksidatif stres analizleri gergeklestirildi.
3.2.8.2. Oksidatif stresin akis sitometrik yontem ile belirlenmesi

Bu yontem icin Muse® Oxidative Stress Kit protokolu takip edildi. Kit
icerisinde bulunan reaktif dihidroetidium (DHE) temelli bir bilesendir. Hiicre igine
kolayca difiize olabilen DHE, siiperoksit anyonlar1 (-O2") varliginda oksidasyona

ugrayarak DNA ile etkilesebilen kirmizi renkte florofor bir bilesik olan 2-

114



hidroksietidiuma doniismektedir. Boylece canli hiicreler DHE (-)-ROS negatif ve
DHE (+)-ROS pozitif hiicreler olarak gruplanabilmektedir. Protokol kapsaminda
LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarindan 1x10°-1x107/ml
yogunlukta olacak sekilde 25 cm®lik hiicre kiiltiiri  flasklarma ekim
gerceklestirildikten sonra 12 saatlik 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin,
40 uM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC; 24 saatlik 5 nM
ve 10 nM Cabazitaxel uygulanmasi sonucu hiicreler Tripsin-EDTA (0.25%)
kullanilarak 15 ml’lik falkon igerisinde siispanse hale getirildi ve 2 kez PBS ile
yikandi. Kit igerisinde bulunan oksidatif stres reaktifi dnce 1:100 oraninda ara stok
olarak hazirlanip son asamada 1:80 oraninda kite uygun tampon ile diliie edilerek boya
soliisyonu hiicrelere uygulanabilir hale getirildi. Her bir 10 pl hiicre stispansiyonu 190
ul boya soliisyonu ile karistirildi ve hiicreler 37°C’de karanlik ortamda 30 dakika
inkiibasyon ile boyandi. Siire sonunda Muse® Cell Analyzer cihazinda analiz
gerceklestirildi. Ttim hiicrelerde her bir ajan ve her bir doz grubu i¢in 3 farkli analiz
alind.
3.2.8.3. Oksidatif stresin floresan mikroskop analizi

Hiicrelerde ajanlarin uygulanmasi sonucu oksidatif stresin goriintiilenebilmesi
icin genel oksidatif stres belirteci CM-H.DCFDA ve serbest radikal sensori
dihidroetidium (DHE) kullanilarak iki ayri1 floresan boyama gerceklestirildi. CM-
H>DCFDA, diklorodihidroflorescein diasetat (H-DCFDA)’in tiol reaktif klorometil
grubu tastyan karboksi tiirevidir. Boya pasif difiizyon ile hiicre igerisine alindiginda
intraselliiler esterazlar tarafindan asetat gruplar1 yikima ugramaktadir ve tiol reaktif
klorometil gruplari intraselliiler glutatyon ve diger tioller ile reaksiyona girmektedir.
Reaksiyonun hemen ardindan peroksidazlari, sitokrom ¢’nin ve Fe*2 iyonlarmin eslik
ettigi  diklorodihidroflorescein (H2DCF)’in hicre icerisinde bulunan H2O> ile
oksidasyonu sonucu FITC tiirevi yesil floresan madde (Eksitasyon/emisyon: 492/517
nm) agiga ¢cikmaktadir. Hiicre icerisinde H2O2 birikimine bagli olarak yesil floresan
miktar artis gostermektedir. DHE, siiperoksit anyonlarina spesifik bir serbest radikal
sensoriidiir. Ik yontemde de ifade edildigi gibi hiicre igerisinde siiperoksit
anyonlarmin varliginda oksidize olmaktadir ve oksidasyon sonucu DNA ile
etkilesebilen 2-hidroksietidium (Eksitasyon/emisyon: 518/605 nm) agi1ga ¢ikmaktadir.

Hicre igerisinde stiperoksit (-O2") birikimine bagli olarak kirmizi floresan miktar1 artis
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gostermektedir. Canli hiicrelerde ROS un hizlica metabolize ediliyor olmasi nedeni ile
oksidatif stresin floresan mikroskop analizi kapsaminda gerceklestirilen tiim
boyamalarda oOncelikle ilgili siire sonlarinda canli hiicrede ROS boyamalari
gerceklestirilip 151ma kontrolii saglandiktan hemen sonra hiicreler fikse edildi.
3.2.8.3.1. CM-H2DCFDA boyama

Bu boyama protokoll icin 50 pg/vial olarak liyofilize halde temin edilen
Invitrogen™ CM-H2DCFDA boyasi kullanildi. Oncelikle liyofilize boya, karanlik
ortamda ve laminar flow igerisinde hava ile temas1 minimumda tutularak 17.3 pl steril
DMSO igerisinde ¢ozuldi ve 5 mM stok boya sollisyonu elde edildi. LNCaP, LNCaP-
HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarindan kuyu basma 1x10° yogunlukta olacak
sekilde 6-kuyulu hiicre kiiltiir plaklarina ekim gerceklestirildikten sonra hiicrelere 12
saatlik 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM Apigenin + 5 uM
PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC ile; 24 saatlik 5 nM ve 10 nM Cabazitaxel
uygulanmasi yapildi. Siire sonunda hiicreler 2 kez PBS ile yikandi ve her bir kuyuya
PBS igerisinde hazirlanmis 10 uM CM-H,DCFDA boya soliisyonu eklenerek hiicreler
37°C ve %5 CO:z2 igeren karanlik ortamda 1 saat siire ile boyandi. Siire sonunda canli
hiicrelerde yesil 1s1ma kontrol edildikten sonra hiicreler %4 paraformaldehit soliisyonu
ile oda sicakliginda karanlik ortamda 20 dakika fikse edildi. Fiksasyonu takiben 2 kez
5’er dakika steril PBS ile yikama sonrasinda 10 pug/ml konsantrasyonda Hoechst
boyasi ile oda sicakliginda 5 dakika niikleus boyamasi gergeklestirildi. Son asamada
hiicreler 1 kez steril PBS ile yikanarak EVOS FLoid-FL Cell Imaging System (Thermo
Fisher Scientific, ABD) altinda goriintiilendi. Her bir hiicre hattinda her bir doz grubu
icin en az 6 farkli cakisik alan goriintiilendi.
3.2.8.3.2. DHE boyama

Bu boyama protokolu icin 1 mg/vial olarak liyofilize halde temin edilen
Invitrogen™ Dihydroethidium (DHE) boyasi kullanildi. Oncelikle liyofilize boya,
karanlik ortamda ve laminar flow igerisinde hava ile temas1 minimumda tutularak 634
ul steril DMSO icerisinde ¢6zuldi ve 5 mM stok boya soliisyonu elde edildi. LNCaP,
LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarindan kuyu basina 1x10° yogunlukta
olacak sekilde 6-kuyulu hiicre kiiltiir plaklarina ekim gergeklestirildikten sonra
hlcrelere 12 saatlik 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM Apigenin
+ 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC ile; 24 saatlik 5 nM ve 10 nM
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Cabazitaxel uygulanmasi yapildi. Siire sonunda hiicreler 2 kez PBS ile yikand1 ve her
bir kuyuya PBS igerisinde hazirlanmis 10 uM DHE boya soliisyonu eklenerek hiicreler
37°C ve %5 COg; igeren karanlik ortamda 45 dakika siire ile boyandi. Siire sonunda
canlt hiicrelerde kirmizi 1s1ma kontrol edildikten sonra hiicreler %4 paraformaldehit
soliisyonu ile karanlik ortamda oda sicakliginda 20 dakika fikse edildi. Fiksasyonu
takiben 2 kez 5’er dakika steril PBS ile yikama sonrasinda 10 pg/ml konsantrasyonda
Hoechst boyasi ile oda sicakliginda 5 dakika niikleus boyamasi gergeklestirildi. Son
asamada hiicreler 1 kez PBS ile yikanarak EVOS FLoid-FL Cell Imaging System
(Thermo Fisher Scientific, ABD) altinda goriintiilendi. Her bir hiicre hattinda her bir
doz grubu i¢in en az 6 farkli ¢akisik alan goriintiilendi.
3.2.8.4. LNCaP-HPR hdcrelerinde diren¢ validasyonu icin oksidatif stresin
belirlenmesi

Ik olarak 24 saatte apoptotik etkisi belirlenen H2O, uygulamasinin LNCaP
hlcrelerinde oksidatif stresi hangi zaman diliminde en fazla arttigin1 belirlemek igin
6., 12., 18. ve 24. saatlerde akis sitometrik oksidatif stres analizi ger¢eklestirildi. Elde
edilen sonuglar H2O2’nin en fazla ROS artigina 24 saatte yol agtigin1 gosterdiginden
LNCaP ve LNCaP-HPR hicrelerinde tum oksidatif stres analizleri 24 saatte
tamamland1. Uygun yogunlukta (1x10%-1x107/ml) 25 cm?’lik hiicre kiiltiirii flasklarina
ekimi gerceklestirilen LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarina 24 saat boyunca 50 uM
ve 100 pM H202 uygulandi. Siire sonunda hticreler Muse® Oxidative Stress Kit
protokoliine gore hazirlanarak Muse® Cell Analyzer cihazinda analiz edildi. Tiim
hiicrelerde her bir ajan ve her bir doz grubu i¢in 3 farkli analiz alindi. Bu analize ek
olarak LNCaP ve LNCaP-HPR hicrelerine 24 saatlik 50 uM ve 100 puM H.0>
uygulamasi sonrasinda CM-H2DCFDA ve DHE ROS boyamalar1 yapildi. Her bir
hiicre hattinda her bir doz grubu ve her bir boyama i¢in en az 6 farkl ¢akisik alan
goruntilendi. Boylece LNCaP ve LNCaP-HPR hiicrelerinde H202 uygulanmasi
sonucu hiicre igerisinde biriken ROS miktarindaki farkliliklar gosterildi.
3.2.9. Mitokondri membran potansiyelinin belirlenmesi

Mitokondri membran potansiyeli hiicre sagliginin 6nemli bir belirtecidir. Stres
durumunda mitokondri membran potansiyelindeki azalma oksidatif stres diizeyinde
artisa neden olmakta ve buna bagli olarak da mitokondriyal membran depolarizasyonu

artmaktadir. Mitokondriyal membran depolarizasyonundaki artis mitokondri
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membranindaki Ca*? iyon kanallarindan mitokondri igerisinde fazla miktarda Ca*2
sizintisina  (mitokondriyal Ca*? disregiilasyonu) neden olur ve gelisen siireg
mitokondriyal disfonksiyon sonucu hiicre 6liimii ile sonlanir. Bu analiz kapsaminda
Muse® Mitopotential Assay Kit kullanilarak ajanlarin uygulanmasi sonucu hiicrelerde
mitokondri membran potansiyelindeki degisimler tespit edildi. Kitte bulunan
Mitopotential boyasi, mitokondri membran potansiyelindeki degisimleri tespit
edebilen katyonik ve lipofilik 6zellikte bir boya olup sagliklt mitokondri membranina
yiiksek afinite ile baglanabilmektedir. Ancak mitokondri membran potansiyelindeki
azalma sonucu gergeklesen depolarizasyon ile boyanin mitokondri membranina olan
afinitesi azalmaktadir. Kitte bulunan 7-AAD boyast ise Oli hiicreleri tespit
edebilmektedir. Bdylece hiicreler 4 farkli popiilasyonda analiz edilebilir sekilde
ayrilabilmektedir;

1. Canli ve saglikli mitokondriye sahip hiicreler: Mitopotential (+), 7-AAD (-)

2. Canli ve depolarize mitokondriye sahip hiicreler: Mitopotential (-), 7-AAD (-)

3. Olii ve depolarize mitokondriye sahip hiicreler: Mitopotential (-), 7-AAD (+)

4. Olii ve saglikli mitokondriye sahip hiicreler: Mitopotential (+), 7-AAD (+)

Protokol kapsaminda LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hicre

hatlarindan 1x10°-5x10%ml yogunlukta olacak sekilde 6-kuyulu hiicre Kiiltiir
plaklarma ekim  gercgeklestirildikten sonra  oksidatif stres analizlerinin
gerceklestirildigi optimum zaman dilimlerinde uygulamalar yapilarak (12 saatlik 5 uM
PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM
Apigenin + 5 uM PEITC; 24 saatlik 5 nM ve 10 nM Cabazitaxel uygulanmasi) hiicreler
Tripsin-EDTA (0.25%) ile 15 mI’lik falkon icerisinde suspanse hale getirildi. Her bir
100 pl hicre suspansiyonu Uzerine, uygun tampon igerisinde 1:1000 oraninda
hazirlanan 95 pl Mitopotential boya soliisyonu eklendi ve hiicreler 20 dakika boyunca
37°C’de inkiibe edildi. Sire sonunda hiicrelere 5’er pl 7-AAD boyasi eklenerek oda
sicakliginda 5 dakika boyama gercgeklestirildi. Son olarak hiicreler Muse® Cell
Analyzer cihazinda analiz edildi. Ttim hiicrelerde her bir ajan ve her bir doz grubu igin

3 farkli analiz alind.
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3.2.10. Total glutatyon (GSH) miktarinin belirlenmesi

Glutatyon antioksidan savunma sisteminin en onemli bilesenidir. Bir hiicrede
glutatyon havuzu (GSH/GSSG orani) ne kadar dolu ise hiicrenin oksidatif stres ve
strese bagli gelisebilecek oksidatif hasarlar ile miicadele potansiyeli de o kadar
fazladir. Bu nedenle tez ¢aligmasi kapsaminda ajanlarin uygulanmasi sonucu oksidatif
stres degisimlerine ek olarak hiicrelerin total GSH miktarindaki degisimler de analiz
edilmistir. Bu kapsamda hiicrelerde Glutathione Colorimetric Assay Kit kullanilarak
total GSH miktarinin ELISA temelli Ol¢imii gergeklestirildi. Yontemin temeli
NADPH varliginda glutatyon substrat1 (2-nitrobenzoik asit, DTNB) ve GSH’1n geri
dontistimlii olarak reaksiyona girmesi sonucu oksidize glutatyon (GSSG) ve
kolorimetrik 6lglimii yapilabilen sari renkli bir bilesik (2-nitro-5-tiyobenzoik asit,
TNB) olusmasina dayanmaktadir. Ortamda bulunan glutatyon rediiktaz enzimi ise
oksidize glutatyonun tekrar indirgenmis glutatyon (GSH)’a doniisiimiinii
katalizlemekte ve boylece GSH ile DTNB’nin tekrar reaksiyonu sonucu daha fazla 2-
nitro-5-tiyobenzoik asit olusmaktadir. Béylece, elde edilen madde konsantrasyonuna
bagl olarak sar1 renk yogunlugundaki artis dolayli olarak hiicre i¢i total GSH
miktarina karsilik gelmektedir. Protokol kapsaminda LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve
RWPE-1 hiicre hatlarindan 0.5-1x10° yogunlukta olacak sekilde 25 cm?’lik hiicre
kiltirii flasklarina ekim gergeklestirildikten sonra oksidatif stres analizlerinin
gerceklestirildigi optimum zaman dilimlerinde (12 saatlik 5 uM PEITC, 40 uM
Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5
UM PEITC; 24 saatlik 5 nM ve 10 nM Cabazitaxel) uygulamalar yapildi. Hiicreler
scraper yardimi ile kaldirilarak +4°C’de 700 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicre
pelleti 1 kez soguk PBS ile yikandi ve tekrar +4°C’de 700 g’de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra siipernatant kisim atilarak hiicrelerin 80 pl Glutatyon tamponu ile buz
tizerinde 10 dakika boyunca lizis edilmesi saglandi. Siire sonunda her bir tiipe 20 pl
stilfosalisilik asit eklenerek tiim hiicresel proteinlerin yikimi saglandi ve 8000 g’de 10
dakika santrifiij gergeklestirildi. Siipernatant temiz tiipe alindi ve okutma yapilacak
olan 96-kuyulu plagin her bir kuyusu i¢in 140 pl Glutatyon tamponu ve 20 pl NADPH
olusturma karigimi eklendi. 160 pl’lik karisim 10 dakika oda sicakliginda bekletilerek
NADPH olusumu saglandi. Her bir 160 ul’lik karigim iizerine temiz tiipe alinan 6rnek

gruplarindan 20’ser ul eklendi ve ornek eklenen plak 10 dakika oda sicakliginda

119



inkiibe edildi. Siire sonunda her bir kuyuya ayni1 anda 20 ul DTNB eklenerek reaksiyon
baglatildi. 15 dakika boyunca oda sicaklifinda gerceklesen reaksiyonun ardindan
multimode mikroplate okuyucu (Berthold Technologies, Almanya) kullanilarak 415
nm’de kolorimetrik 6l¢iim yapildi. 10 dakika araliklar ile toplam 30 dakika boyunca
reaksiyondan 3 farkli 6l¢tim alind1. Konsantrasyonu 10 ng/ul olan Glutatyon standarti
ile ayn1 protokol izlenerek 7 farkli standart diliisyonu hazirlandi ve standart kurve
grafigi olusturuldu. %25 dillisyon yapilmasi sonucu deney gruplarindan elde edilen
absorbans degerleri kurve grafigine yerlestirildi.
3.2.10.1. LNCaP-HPR hicrelerinde direng¢ validasyonu igin total glutatyon
(GSH) miktarinin belirlenmesi

Uygun yogunlukta (0.5-1x108) 25 cm?lik hiicre kiiltiirii flasklarna ekimi
gerceklestirilen LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarina oksidatif stres analizlerinin
gergeklestirildigi optimum zaman diliminde (24 saat) 50 pM ve 100 uM H202
uygulandi. Siire sonunda hiicreler Glutathione Colorimetric Assay Kit protokoliine
gore hazirlanarak total GSH miktarlar1 olgiildii. Boylece, LNCaP ve LNCaP-HPR
hiicrelerinde redoks adaptasyonu oncesi ve sonrasinda hiicrelerin total GSH
miktarlarindaki degisimler karsilastirildi.
3.2.11. Gen ekspresyonu analizleri

Tez calismasi kapsaminda redoks duyarli transkripsiyon faktorlerinden Nrf2,
Hif-a ve NF-xB’nin, antioksidan savunma sistemi ana enzimlerini kodlayan SOD, CAT
ve GR genleri ile prostat kanseri progresyonunda énemli genler olan AR ve KLK3
(PSA)’in ajanlarin uygulanmasi sonucu transkripsiyon diizeyinde degisimleri
StepOnePlus™ Real Time-PCR (Applied Biosystems, ABD) cihazinda analiz edildi.
Bu kapsamda 6ncelikle kombin uygulama i¢in maksimum ROS artiginin tespit edildigi
12. ve apoptotik etkinin tespit edildigi 24. saatlerde Ozellikle redoks duyarl
transkripsiyon faktorlerinin ve antioksidan enzimleri kodlayan genlerin ekspresyon
diizeyleri degerlendirildi. Elde edilen veriler kombin uygulama igin 24. saatte
belirlenen ekspresyon farkliliklarinin daha anlamli oldugunu gosterdi. Benzer olarak
Cabazitaxel i¢in de 48. saatteki veriler daha anlamli bulundugundan gen ekspresyon

analizleri bu zaman diliminde gergeklestirildi.
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3.2.11.1. RNA izolasyonu

LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarindan her bir flaskta
1x108 hiicre olacak sekilde 25 cm?’lik hiicre kiiltiirii flasklarina ekim gerceklestirildi
ve hucreler 24 saat boyunca 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM
Apigenin + 5 pM PEITC ve 80 puM Apigenin + 5 uM PEITC ile; 48 saat boyunca 5
nM ve 10 nM Cabazitaxel ile muamele edildi. ilgili siire sonlarinda hiicreler
tripsinizasyon ile kaldirildi ve 2 kez PBS ile yikandi. Adherent hiicreler icin kit
protokolli optimize edilerek E.Z.N.A.® Blood RNA Kit ile total RNA izolasyonu
gerceklestirildi. Bu kapsamda, hiicre pelletleri 1:50 oraninda 2-merkaptoetanol
eklenen 350 pul NTL lizis tamponu icerisinde 30 saniye giiclii sekilde vortekslendi
(VELP Scientifica, italya) ve hiicre siispansiyonlar1 yesil renkli homogenizer mini
kolonlara aktarildi. Maksimum hizda 2 dakika santrifiij edildi. Filtrat tizerine 350 pl
%70’lik etanol eklenerek pipetaj yapildi. Presipitasyon sonrasinda 700 pl’lik bu
karisim pembe renkli HiBind® RNA Mini kolonlarma aktarildi ve 10.000 g’de 1
dakika santrifiij edildi. Siire sonunda kolon 1 kez 500 ul RWF yikama tamponu ile
yikandi ve tekrar 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Yeni toplama tiipiine alinan
kolonlar iizerine 2 kez 700 ul yikama tamponu II eklenerek ve her yikamada 10.000
g’de 1 dakika santrifiij edilerek yikamalar tamamlandi. Son asamada maksimum hizda
2 dakika boyunca santrifiij yapilarak kolonlardaki alkoliin ugmasi saglandi. Kolonlar
2 ml mikrosantrifiij tiipleri igerisine alinarak tizerlerine 30 ul nukleaz icermeyen su
eklendi. Oda sicakliginda 2 dakika bekletildikten sonra maksimum hizda 1 dakika
santrifiij ile kolona bagli RNA’larin eliisyonu gerceklestirildi. Elde edilen RNA’larin
miktar ve kalite tayinleri UV-Vis spektrofotometrede 6l¢llerek Azso/Azgo oranina gore
belirlendi.
3.2.11.2. cDNA sentezi

Her bir total RNA 6rneginden reaksiyon basina 100 ng/10 ul olacak sekilde
RNA drnekleri nikleaz icermeyen distile su ile dilie edildikten sonra High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit protokoli takip edilerek tek iplikli cDNA sentezi
gerceklestirildi. Tablo 4’de bilesen hacimleri gosterilen 10 ul’lik RT Master karigimi
buz blogu iizerinde hazirlandiktan sonra her bir tiipe 10 pul hacimde RNA 6rnegi

eklendi. Totalde 20 pl reaksiyon hacminde hazirlanan tipler spinleme (Biosan,
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Letonya) sonrast Thermal cycler (Bio-Rad, ABD) igine yerlestirilerek ¢cDNA

sentezinin reaksiyon kosullar1 saglandi (Tablo 4).

Tablo 4. Total RNA’dan cDNA sentezi i¢in hazirlanan RT Master karisimi bilesenleri
ve cDNA sentez reaksiyonu kosullari

Reaksiyon basma hazirlanan RT Master karisim bilesenleri

10X RT tamponu 2.0 ul
25X dNTP karisinu (100 mM) 0.8 ul
10X RT Random Primerler 2.0 ul
MultiScribe™ ters transkriptaz enzimi 50 U/ul 1.0 ul
Niikleaz icermeyen H,O 42 ul
Total reaksiyon hacmi 10.0 ul
Basamak1l Basamak 2 Basamak3 Basamak4
Sicaklik (°C) 25 37 85 +4
Siire (dakika) 10 120 5 @

3.2.11.3. Gerg¢ek zamanh kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR)

Gen ekspresyon seviyeleri RT-gPCR ile analiz edilen genlerin her biri igin
floresan isaretli problar iceren TagMan® Gene Expression Assayler kullanildi. Nrf2
(Hs00975961_g1), Hif-a (Hs00153153 m1l), NF-xB (Hs00765730_ml), SOD1
(Hs00533490_m1), CAT (Hs00156308_ml), GR (Hs00167317_ml), AR
(Hs00171172_m1) ve PSA (Hs02576345 m1) genlerinin ekspresyon analizi
TagMan® Gene Expression Master Mix kullanilarak gerceklestirildi. Tablo 5’de
belirtilen reaksiyon karisimi hazirlanarak StepOnePlus™ Real Time-PCR (Applied
Biosystems, ABD) cihazinda uygun RT-qPCR kosullar1 gergeklestirildi. Her bir ajan
ve her bir doz grubu i¢in her bir genin floresan 1s1ma esigini gegtigi dongii sayist (Ct)
9-AACt

tic tekrarli olarak alindi. Elde edilen dongili sayilariin istatistiksel analizi

metodunu kullanan https://geneglobe.qgiagen.com/us/analyze web tabanli analiz

sisteminde gerceklestirildi. Gen ekspresyonlarinin goreceli karsilastirmalart ve
normalizasyonu icin housekeeping gen olarak gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
(GAPDH, Hs03929097 gl) geni kullanildu.

122


https://geneglobe.qiagen.com/us/analyze

Tablo 5. Gen ekspresyon analizi i¢in gergeklestirilen reaksiyon ve RT-qPCR kosullari

10 pl reaksiyon hacmi icin RT-gPCR karisim

n=1 n=3
20X TagMan® Gene Expression Assay 0.5 ul 1.5 pul
2X TagMan® Gene Expression Master Mix 50pul 150l
cDNA (~75 ng) 2.0l 6.0 ul
Niikleaz icermeyen H,O 25 ul 7.5l
Total reaksiyon hacmi 10.0 pl
Polimeraz aktivasyonu  Amplifikasyon
Sicakhik (°C) 50 95 95 60
40 déngii
Siire (dakika) 2 10 025 1

3.2.11.4. LNCaP-HPR hiicrelerinde diren¢ validasyonu icin gerceklestirilen gen
ekspresyonu analizleri

Uygun yogunlukta (1x10%) 25 cm?lik hiicre kiiltiirii flasklarina ekimi
gerceklestirilen LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarina maksimum ROS artiginin ve
apoptotik etkinin tespit edildigi 24 saat boyunca 50 uM ve 100 uM H202 uygulandi.
Sure sonunda hticrelerden E.Z.N.A.® Blood RNA Kit ile total RNA izole edildi ve
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit protokoliine gére cDNA sentezi
gerceklestirildi. Floresan isaretli TagMan® Gene Expression Assayler kullanilarak
redoks duyarli transkripsiyon faktorleri Nrf2, Hif-a ve NF-«B ile antioksidan savunma
sistemi ana enzimlerini kodlayan SOD, CAT ve GR genlerinin ekspresyon degisimleri
tespit edildi. Boylece, LNCaP ve LNCaP-HPR hiicrelerinde H>O2 uygulamasi
sonrasinda hiicrelerin oksidatif strese yanit ve adaptasyon siirecini ilgilendiren
genlerdeki transkripsiyonel farkliliklar karsilastirildi.
3.2.12. Protein ekspresyonu analizleri

Tez calismasi kapsaminda redoks duyarl transkripsiyon faktorlerinden Nrf2,
Hif-a ve NF-kB ile prostat kanseri progresyonunda 6nemli proteinler olan AR ve
PSA’nin ajanlarin uygulanmasi sonucu protein ekspresyon seviyesindeki degisimler
Western blot analizi ile tespit edildi. Western blot analizlerinde Mini-PROTEAN®
Vertical Electrophoresis Cell ve Mini-PROTEAN® Tetra Cell and Mini Trans-Blot®
Module (Bio-Rad, ABD) sistemi kullanildi. Protein ekspresyonunun degerlendirildigi
zaman dilimi olarak mRNA eskpresyon analizlerinin gergeklestirildigi saatler (kombin
uygulama icin 24 saat ve Cabazitaxel icin 48 saat) secildi. Calisilan proteinler

transkripsiyon faktorleri oldugundan tiim ajanlar ve tiim uygulama gruplar1 igin
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sitoplazmik ve niiklear ekspresyon diizeyleri ayri ayri belirlendi. Fosforillenme yolu
ile aktiflesen proteinler icin (Nrf2 ve NF-xB) fosforile protein miktarlar
degerlendirildi. AR ve PSA proteinlerinin ekspresyon analizleri i¢in hiicreler ajan
uygulanmasindan 2 giin 6nce %10 Charcoal Stripped FBS iceren besiyeri ortaminda
hormon acgligina birakildi ve dozlama giiniinde tekrar %10 FBS igeren besiyeri
ortaminda ajanlarin uygulamasi yapildi. Protein ekspresyonlarinin goreceli
karsilagtirmalarinin ve normalizasyonunun yapilabilmesi amaciyla sitoplazmik
proteinler igin Aktin-p ve niiklear protenler i¢in Histon H3 proteinleri kullanildu.
3.2.12.1. Sitoplazmik ve niiklear protein izolasyonlar:

Sitoplazmik ve nuklear proteinlerin izolasyonu icin Cytoplasmic and Nuclear
Protein Extraction Kit kullanildi. LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre
hatlarindan her bir flaskta 1x10° hiicre olacak sekilde 25 cm?’lik hiicre Kiltiiri
flasklarina her bir gruptan 6’sar set olacak sekilde ekim gergeklestirildi ve hiicreler 24
saat boyunca 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 UM Apigenin, 40 uM Apigenin + 5
UM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC ile; 48 saat boyunca 5 nM ve 10 nM
Cabazitaxel ile muamele edildi. flgili siire sonlarinda hiicrelerin besiyeri atilarak 2 kez
soguk PBS ile yikandi ve buz iizerinde scraper yardimi ile kaldirilarak 2 ml’lik
mikrosantrifuj tipinde PBS icerisinde suspanse hale getirildi. Hicre stispansiyonu
0°C’de 600 g’de 5 dakika santrifuj edildikten sonra elde edilen pellet (izerine 1:9
oraninda proteaz ve fosfataz inhibitorii igeren 200 pl soguk hipotonik sitoplazmik
protein ekstraksiyon reaktifi A (CER A) eklendi ve tiipler giiglii sekilde vortekslendi,
her 5 dakikada bir vortekse devam edilerek 15 dakika boyunca buz Uzerinde inkiibe
edildi. Siire sonunda her bir tiipe 1:9 oraninda proteaz ve fosfataz inhibitori iceren 10
ul soguk sitoplazmik protein ekstraksiyon reaktifi B (CER B) eklenerek 5 saniye
vorteks yapildi ve tiipler 0°C’de 16.000 g’de 10 dakika santrifiijlendi. Santrifiij
sonrasinda 6nceden sogutulmus temiz tiipler i¢erisine 200 pl hacimde olan sitoplazmik
proteinler aktarildi ve -80°C’ye kaldirildi. Cozlinmeyen ve pellet haline gelen niiklear
debris iizerine ise 1:9 oraninda proteaz ve fosfataz inhibitorii iceren 50 pl soguk
niiklear protein ekstraksiyon reaktifi (NER) eklendi, 30 saniye vorteks yapildi ve
niiklear debris buza alindi. Her 5 dakikada bir tekrar vortekslenerek 40 dakika boyunca
buz Uzerinde inkibe edildi. Sire sonunda tlpler 0°C’de 20.000 g’de 15 dakika
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santrifiij edildi. Onceden sogutulmus olan temiz tiipler igerisine 50 pl hacimde olan
niiklear proteinler aktarildi ve -80°C’ye kaldirildi.
3.2.12.2. Proteinlerin miktar tayini

Protein miktarlarnin belirlenmesi amaciyla Qubit™ Protein Assay Kit
kullanildi. Olgiimii yapilacak her bir protein 6rnegi igin protein tamponu igerisinde
1:200 oraninda floresan protein reaktifi eklenerek calisma soliisyonu hazirlandi.
Hazirlanan soliisyon standart bagina 190 pl, él¢iimii yapilacak 6rnek bagina ise 199 pl
olacak sekilde 500 pl ‘lik temiz tiiplere dagitildi. Her bir standarttan 10’ar pl ve her
bir protein 6rneginden ise 1’er ul tiiplere eklendi ve kisa siireli vortekslenerek oda
sicakliginda karanlik ortamda 15 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda Qubit
2.0 Flurometer (Invitrogen, ABD) cihazinda ti¢ farkli konsantrasyondaki standartin (0
ng/ul, 200 ng/ul ve 400 ng/pl) dl¢limiinii takiben miktar1 belirlenecek olan proteinlerin
sirayla Slciimleri yapildi. Olgiim sonuglart (QF degeri) ng/pl cinsinden elde edildi.
Toplam protein konsantrasyonlart QF degerlerine gore asagidaki formiille hesaplandi
ve izole edilen her bir protein 6rneginin ng/ul cinsinden konsantrasyonu belirlenmis

oldu.

Ornek konsantrasyonu = QF degeri x

200
X
3.2.12.3. Proteinlerin hazirlanmasi

Elektroforez asamasinda jele yiiklenecek her bir protein 6rnegi, kuyu basina 20
ul’de 30 pg olacak sekilde distile H20 ile diliie edilerek 1.5 mlI’lik mikrosantrifiij
tiiplerine koyuldu ve her bir 6rnegin lizerine 5’er pl bromofenol mavi igeren
indirgeyici Ozellikte 2X protein yikleme tamponu eklendi. Proteinler 100°C’de 5
dakika boyunca denature edildi. Sure sonunda 1 dakika buzda bekletilerek elektroforez
asamasina gecildi.
3.2.12.4. Jel elektroforezi

Elektroforez asamasinda hazir olarak temin edilen %4-15 Mini-PROTEAN®
TGX Stain-Free Precast protein jelleri kullanildi. Jel, distile H2O ile hazilanan 1X
Tris/Glycine/SDS (TGS) tamponu ile doldurulmus tank igerisine uygun olarak
yerlestirildikten ve 20 ul hacminde olan her bir kuyuya elektroforez i¢in hazir hale
getirilen protein Ornekleri sirasi ile yiliklendi. Marker i¢in ayrilan kuyulara 5 pl
Prestained Protein Ladder (5-245 kDa) yiiklendikten sonra oncelikle oda sicakliginda
80 V’da 5 dakika yiiriitme ile proteinlerin kuyulara ¢cokmesi saglandi. +4°C’de Mini-
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PROTEAN® Vertical Electrophoresis Cell sistemi (Bio-Rad, ABD) kullanilarak 100
V’da yaklasik 1-2 saat jel elektroforezi gerceklestirildi.
3.2.12.5. Transfer asamasi

Elektroforez igslemi tamamlandiktan sonra 1slak transfer islemi
gerceklestirilerek jeldeki protein ornekleri nitrosellilloz membranlara aktarildi. Bu
islem i¢in Nitrocellulose/Filter Paper Sandwiches 0.45um 6x8 hazir membranlar
kullanildi. Membran, filtre kagitlari, pedler ve jel 1:2:7 oraninda 10X Tris/Glycine
(TG): Metanol: Distile H20 igeren soguk transfer tamponunda birkag dakika 1slatildi.
Membranin kurumamasina dikkat edilerek soguk tampon igerisinde katoddan (-)
anoda (+) dogru sirasi ile ped, filtre kagidi, jel, membran, filtre kagidi ve ped dogru
pozisyonda yerlestirildi ve sandvi¢ hazirlandi. Transfer tamponu igeren Mini-
PROTEAN® Tetra Cell and Mini Trans-Blot® Module (Bio-Rad, ABD) icerisinde
250 mA’de soguk ortamda 2 saat transfer gerceklestirildi.
3.2.12.6. Bloklama

Transfer isleminden sonra membran Ponceau S soliisyonu ile yikanarak
membrandaki total protein varligi ve transfer islemi kontrol edildi. Distile H20
icerisinde 1X Tris Buffered Saline with Tween 20 (TBST) soliisyonu hazirland1 ve
Ponceau S asamasindan sonra membran sirasi ile 1 kez distile H2O ve 2 kez 1X TBST
soliisyonu ile yikanarak Ponceau S’den temizlendi. Fosfoproteinler igin 2.5 g BSA 50
ml 1X TBST (%5 BSA/1X TBST) igerisinde ¢oziilerek; diger tiim proteinler igin 1 g
yagsiz kuru siit tozu 20 ml 1X TBST (%5 nonfat dry milk/1X TBST) igerisinde
coziilerek bloklama tamponlar1 hazirlandi. Membranlar uygun bloklama tamponu
igerisinde 1 saat boyunca oda sicalikliginda 35 rpm’de (Cleaver Scientific, Birlesik
Krallik) calkalamali olarak inkiibe edildi. Siire sonunda membran 45 rpm’de
calkalamali olarak 10 dakika icerisinde 3 kez 1X TBST ile yikandi.
3.2.12.7. Primer antikor ile muamele

Primer antikorlarin diliisyonlar1 teknik bilgileri igeren formlarinda Western
Blot analizi i¢in belirtilen diliisyon araliklarima bagl kalinarak uygun tampon
igerisinde gergeklestirildi. Buna gore anti-Nrf2 (fosfo S40) (ab76026) 1:20000 ve anti-
NF-kB p65 (fosfo S536) (ab86299) 1:5000 oraninda %5 BSA igeren 1X TBST
tamponu; anti-Hif-o (ab51608) 1:500, anti-AR (D6F11) 1:2000, anti-PSA/KLK3
(D6B1) 1:1000, anti-aktin  (ab228001) 1:10000 ve anti-histon H3 (D1H2) 1:2000
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oraninda %35 yagsiz kuru siit tozu igeren 1X TBST tamponu igerisinde hazirlandi.
Membran primer antikor soliisyonu ile gece boyu +4°C’de 35 rpm’de ¢alkalamali
olarak inkiibe edildi. Siire sonunda 45 rpm’de ¢alkalamali olarak 3 kez 5’ser dakika
1X TBST ile yikandi.
3.2.12.8. Sekonder antikor ile muamele

Goat anti-Rabbit IgG H&L (HRP) (ab6721) sekonder antikoru teknik bilgi
formunda belirtilen diliisyon araligina bagli kalinarak 1:5000 oraninda %35 BSA igeren
1X TBST soliisyonunda hazirlandi. Primer antikor ile muamele sonrasinda yikamasi
tamamlanan membran oda sicaliginda 1 saat boyunca 35 rpm’de ¢alkalamali olarak
sekonder antikor ile inkiibe edildi. Siire sonunda 45 rpm’de c¢alkalamali olarak 3 kez
5’ser dakika 1X TBST ile yikandi.
3.2.12.9. Goruntuleme

Sekonder antikor ile inkiibasyonun ardindan membranin kurumamasina dikkat
ederek ve proteinlerin bulundugu yiizeye temas etmeden membran diiz ve temiz bir
alana alindi. SuperSignal™ Western Blot Enhancer soliisyonlarinin 1:1 oraninda
karistirtlmasi ile elde edilen kemiliiminesans substrat ¢6zeltisi temiz bir alanda tim
membran ylizeyine uygulandi ve kemoliiminesans ajanin sekonder antikora
baglanmasi i¢in oda sicaliginda karanlik ortamda 5 dakika beklendi. Siire sonunda
membran Uzerinde kalan fazla substratlar peceteye emdirilerek membran C-DiGit®
Blot Scanner (LI-COR, ABD) iizerine yerlestirildi ve proteinler goriintiilendi. ImageJ
programi kullanilarak protein bantlarinin yogunluklarina bagl dl¢timler yapildi ve
protein ekspresyon seviyesindeki degisimler tespit edildi.
3.2.12.10. LNCaP-HPR hicrelerinde diren¢ validasyonu icin gerceklestirilen
protein ekspresyonu analizleri

LNCaP ve LNCaP-HPR hiicrelerinde H202 uygulamasi sonrasinda protein
ekspresyonunun degerlendirildigi zaman dilimi olarak mRNA eskpresyon
analizlerinin gergeklestirildigi 24. saat secildi. Uygun yogunlukta (1x10%) 25 cm?’lik
hiicre kiiltiirti flasklarina her bir gruptan 6’sar set olacak sekilde ekimi gerceklestirilen
LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarina 24 saat boyunca 50 uM ve 100 uM H20:
uygulandi. Siire sonunda hiicrelerden sitoplazmik ve niiklear proteinler izole edilerek
Mini-PROTEAN® Vertical Electrophoresis Cell ve Mini-PROTEAN® Tetra Cell and
Mini Trans-Blot® Module (Bio-Rad, ABD) sisteminde redoks duyarli transkripsiyon
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faktorleri Nrf2, Hif-o ve NF-kB’nin ekspresyon analizleri gergeklestirildi. Boylece,
LNCaP ve LNCaP-HPR hiicrelerinde H2O2 uygulamasi sonrasinda hiicrelerin oksidatif
strese yanit ve adaptasyon siirecini ilgilendiren proteinlerdeki ekspresyon farkliliklari
karsilastirildi.
3.2.13. Immunfloresan analizler

Protein ekspresyonu analizlerinin gergeklestirildigi zaman dilimlerinde
(kombin uygulama igin 24 saat ve Cabazitaxel icin 48 saat) LNCaP, LNCaP-HPR ve
RWPE-1 hiicre hatlarindan kuyu basma 1x10° yogunlukta olacak sekilde 6-kuyulu
hiicre kiiltiir plaklarina, C4-2 hiicre hattindan kuyu basma 1x10° yogunlukta olacak
sekilde 13 mm coverslipler iizerinde 24-kuyulu hiicre kiiltiir plaklarina ekim
gergeklestirildi. AR ve PSA proteinlerinin immiinfloresan analizleri i¢in hiicreler ajan
uygulanmasindan 2 giin 6nce %10 Charcoal Stripped FBS iceren besiyeri ortaminda
hormon acgligina birakildi ve dozlama giiniinde tekrar %10 FBS igeren besiyeri
ortaminda ajan uygulamasi yapildi. Hiicreler 24 saat boyunca 5 uM PEITC, 40 uM
Apigenin, 80 UM Apigenin, 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5
MM PEITC ile; 48 saat boyunca 5 nM ve 10 nM Cabazitaxel ile muamele edildi. Sure
sonunda p-Nrf2, p-NF-«B, Hif-a, AR ve PSA proteinlerinin subselliiler
lokalizasyonlar1 ve miktarlarindaki degisimler immiinfloresan analiz ile EVOS FLoid-
FL Cell Imaging System (Thermo Fisher Scientific, ABD) altinda goriintiilendi.
3.2.13.1. Fiksasyon

[lk asamada hiicrelerin ekili bulunduklar1 hiicre kiiltiir plakalar1 soguk buz
kalib1 lizerine alinarak besiyerleri uzaklastirildi ve 1X steril PBS i¢erisinde hazirlanan
%4 paraformaldehit (10 ml %16 paraformaldehit solisyonu + 30 ml 1X steril PBS) ile
+4°C’de 25 rpm’de ¢alkalamali olarak 20 dakika boyunca fiksasyon gerceklestirildi.
Siire sonunda hiicreler 3 kez 5’ser dakika PBS ile yikandi.
3.2.13.2. Permeabilizasyon

Permeabilizasyon asamasi i¢in 6ncelikle 10 ml PBS igerisine 10 pl Triton X-
100 eklenerek %0.1 Triton X-100 soliisyonu hazirlandi. Fikse olan hiicreler oda
sicakliginda %0.1 Triton X-100 ile 10 dakika inkiibe edildikten sonra 3 kez 5’ser
dakika PBS ile yikandi.
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3.2.13.3. Bloklama

Permeabilizasyon agsamasindan sonra %1 BSA, %5 normal kec¢i serumu igeren
PBS (0.25 g BSA + 1.25 ml normal kegi serumu + 23.75 ml PBS) icerisinde oda
sicakliginda 1 saat boyunca 25 rpm’de calkalamali olarak bloklama asamasi
tamamlandi.
3.2.13.4. Primer antikor ile muamele

Primer antikorlarin diliisyonlar1 teknik bilgileri iceren formlarinda
immiinfloresan analiz i¢in belirtilen dilisyon araliklarima bagh kalinarak uygun
tampon igerisinde gergeklestirildi. Buna gore anti-Nrf2 (fosfo S40) (ab76026) 1:100,
anti-NF-xB p65 (fosfo S536) (ab86299) 1:500 ve anti-Hif-o (ab51608) 1:100 oraninda
%1 BSA, %5 normal keci serumu ve %0.1 Triton X-100 iceren PBS icerisinde; anti-
AR (D6F11) 1:800 ve anti-PSA/KLK3 (D6B1) 1:200 oraninda %1 BSA, %5 normal
keci serumu ve %0.3 Triton X-100 iceren PBS igerisinde hazirlandi. Bloklama
asamasindan sonra hiicreler primer antikor soliisyonu ile oda sicakliginda 1 saat 25
rpm’de ¢alkalamali olarak inkiibe edildi. Siire sonunda 3 kez 5’ser dakika PBS ile
yikama yapildu.
3.2.13.5. Sekonder antikor ile muamele

Goat anti-Rabbit 1IgG H&L (Alexa Fluor® 594) (ab150080) sekonder antikoru
teknik bilgi formunda belirtilen dilisyon araligina bagl kalinarak 1:500 oraninda %1
BSA ve %5 normal ke¢i serumu iceren PBS igerisinde hazirlandi. Hiicreler sekonder
antikor soliisyonu ile oda sicakliginda karanlik ortamda 25 rpm’de ¢alkalamali olarak
1 saat inkiibe edildi. Siire sonunda 3 kez 5’ser dakika PBS ile yikama yapildi.
3.2.13.6. Goruntuleme

Yikamasi tamamlanan ve 6-kuyulu plaklarda bulunan hicreler 10 pg/mi
Hoechst ile oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildi ve 2 kez PBS ile yikandi.
Coverslipler Uzerinde 24-kuyulu plakalarda bulunan hiicreler igin ise 2 kez PBS ile
yikama sonrasinda coverslipler, 1 damla Fluoroshield Mounting Medium with DAPI
soliisyonu damlatilmis temiz lamlarin iizerine hava kabarcigi kalmayacak sekilde
kapatildi ve preparatlarin kurumasi beklendi. Hiicreler EVOS FLoid-FL Cell Imaging
System (Thermo Fisher Scientific, ABD) altinda incelendi. Her bir hiicre hattinda her

bir doz grubu i¢in en az 6 farkli ¢cakisik alan goriintiilendi.
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3.2.14. Istatistiksel analizler

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi icin GraphPad Prism 6.0 ve SPSS
versiyon 25.0 programlar1 kullanildi. Verilere ait degiskenler yiizde ve ortalama =+
standart sapma (SD) olarak tanimlandi. Gruplar arasindaki farkliliklarin belirlenmesi
icin tek yonli varyans (One-way ANOVA) analizi kullanildi. Anova analizi
sonrasinda coklu karsilastirmalarda anlamliligin hangi grup ya da gruplardan
kaynaklandigini tespit etmek i¢in Post-hoc Tukey testi kullanildi. Gen ekspreyonu
analiz  wverilerinin  istatistiksel ~ analizi 222 metodunu  kullanan

https://geneglobe.qgiagen.com/us/analyze web tabanli analiz sisteminde bagimsiz

orneklem t-testi kullanilarak gerceklestirildi. Tiim karsilastirmalarda 0.05’ten kiigiik p

degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. LNCaP-HPR hiicre hattinin eldesi ve diren¢ validasyonlari
4.1.1. Sitotoksisite analizleri

Parental LNCaP hiicre hattina 24 ve 48 saatlik 25 pM, 50 uM, 100 uM ve 250
MM H20; uygulanmasi sonucu hiicre canliliginin doza bagl olarak sirasiyla 24 saat
icin %93.8, %72.1, %51.7, %43.5’e (p<0.05, p<0.01); 48 saat icin %89.1, %64.7,
%42.7 ve %37.2°ye (p<0.01) azaldig1 saptandi (Sekil 44). H.O’nin parental LNCaP
hiicre hattinda 24 saatlik ICso degeri yaklasik 100 uM olarak heseplandi (y = -0,3072x
+ 85,333).
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g s
:E - - -
B
£ 40
204 —&— 24 saat
—&— 48 saat
0 T T T T T
0 25 50 100 250

H, 0, konsantrasyonu (M)

Sekil 44. H>O2’nin parental LNCaP hiicre hattinda sitotoksik etkisi (*p<0.05,
**p<0.01)

90 glin boyunca 24 saat sure ile 50 uM H20; uygulanmasi sonucu elde edilen
hiicre hatt1 LNCaP-HPR’nin her bir 30 gunluk periyot sonundaki sitotoksisite analizi
sonuglarina gore 24 saatlik 25 uM, 50 uM, 100 uM ve 250 pM H202 uygulanmasi
sonucu hiicre canliliginin doza bagli olarak siras1 ile 1. 30 giinliik siire i¢in %103.4,
%94.8, %67.9 (p<0.01) ve %40.6’ya (p<0.01); 2. 30 giinltk stre igin %107.4, %111.5
(p<0.05), %96.9 ve %46.3’e (p<0.01) ve 3. 30 gunlik sire i¢in %111.7 (p<0.05),
%125.5 (p<0.01), %105.09 (p<0.05) ve %49.6’ya (p<0.01) azaldig: tespit edildi (Sekil
45).
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Sekil 45. H>O2 nin LNCaP-HPR hcre hattinda 90 giinliik sitotoksik etkisi (*p<0.05,
**p<0.01)

Sitotoksisite analizlerinden elde edilen verilere gore her bir 30 glinlik sire i¢in
LNCaP-HPR hiicre hattinin her bir doz grubunda parental LNCaP hiicre hattina kiyasla
kazandig1 direnc katsayilar1 hesaplanarak Tablo 6’da 6zetlendi. Direng katsayilar
hesaplandiginda parental LNCaP hiicre hattinda 24 saatte hiicre canliligin1 yaklagik
%50 inhibe eden 100 uM H.O2’ye karsi LNCaP-HPR hiicre hattinda 3. 30 giiniin
sonunda 2.03-kat direng gelistigi tespit edildi.

Tablo 6. Her bir 30 glinliik periyot sonunda LNCaP-HPR hiicre hattinda H>O2’ye kars1
gelisen direng katsayilari

H,0, konsantrasyonu Direng katsayisi
(UM) 1.30gin 2.30gin 3.30gin
25 1.1 1.14 1.20
50 131 1.54 1.74
100 1.29 1.85 2.03
250 0.93 1.06 1.14

Tablo 6’da gosterildigi tizere 3. 30 giiniin sonunda LNCaP-HPR hiicre hattinda
en yliksek katsayida direng gelistigi belirlenen 50 uM ve 100 uM H202 doz gruplarinin
24 saatlik uygulamalari ile parental LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarinda direng
validasyon deneyleri gergeklestirildi.
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4.1.2. Hucre 6luma analizleri

Parental LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarina 24 saat boyunca 50 uM ve
100 pM H202 uygulanmasi sonucu elde edilen Annexin V analizi verilerine gore
parental LNCaP hiicre hattinda doz artisina bagli total apoptotik hiicre orani siras ile
%28.07 (p<0.01) ve %45.6 (p<0.01) olarak saptanirken (Sekil 46), ayni1 dozlarda
LNCaP-HPR hiicre hattinda total apoptotik hiicre oran1 %4.9 (p<0.01) ve %5.26
(p<0.05) olarak belirlendi (Sekil 47). H2O2"nin parental LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre
hatlarinda 24 saatlik apoptotik etkisinin istatistiksel analizi Sekil 48’da gosterildi.
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Sekil 46. H2O2 nin parental LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik apoptotik etkisi (A)
Kontrol (B) 50 uM (C) 100 uM
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Sekil 47. H202’nin LNCaP-HPR hiicre hattinda 24 saatlik apoptotik etkisi (A) Kontrol
(B) 50 pM (C) 100 pM
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Sekil 48. H.O2’nin parental LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarinda 24 saatlik
apoptotik etkisinin istatistiksel analizi (*p<0.05, **p<0.01).

4.1.3. Oksidatif stres analizleri
4.1.3.1. Parental LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarinda oksidatif stresin akis
sitometrik analizi

Parental LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarina 24 saat boyunca 50 uM ve

100 pM H202 uygulanmasi sonucu elde edilen oksidatif stres analizi sonuglarina gore
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parental LNCaP hiicre hattinda doz artisina bagli ROS-pozitif hiicre orani sirasi ile
%16.4 (p<0.01) ve %40.7 (p<0.01) olarak saptanirken (Sekil 49), aym1 dozlarda
LNCaP-HPR hiicre hattinda ROS-pozitif hiicre oran1 %11 (p<0.01) ve %17.8 (p<0.05)
olarak belirlendi (Sekil 50). H202’nin parental LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre
hatlarinda 24 saatlik ROS birikimine etkisinin istatistiksel analizi Sekil 51°de

gosterildi.
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Sekil 49. H>O2’nin parental LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik oksidatif stres tizerine

etkisi (A) Kontrol (B) 50 uM (C) 100 uM
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Sekil 50. H202’nin LNCaP-HPR hiicre hattinda 24 saatlik oksidatif stres tizerine etkisi

(A) Kontrol (B) 50 uM (C) 100 uM
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Sekil 51. H202’nin parental LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarinda 24 saatlik
oksidatif stres Uizerine etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01).
4.1.3.2. Parental LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarinda intraselliiller ROS
miktarimin goriintiilenmesi

Parental LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarina 24 saat boyunca 50 uM ve
100 pM H20; uygulanmasi sonrasinda intraselliiler ROS diizeyindeki degisimler
incelendi. Parental LNCaP hiicre hattinda kontrol grubu ile kiyaslandiginda artan H20»
dozuna bagli olarak niikleus biitiinliigii korunan hiicre popiilasyonu igerisinde yesil
floresan 151ma veren hiicre oraninda belirgin artis saptandi (Sekil 52). Doza bagh yesil
floresan 151ma yogunlugundaki artis intraselliiler H2O birikimi lehine yorumlandi. Bu
durum, parental LNCaP hiicre hattinda H202’e yanit olarak intraselliiler oksidatif stres
diizeyindeki artist dogruladi. LNCaP-HPR hiicre hattinda ise niikleus biitiinliigii
korunan hiicre popiilasyonu igerisinde yesil floresan 1s1ma veren hiicre
yogunlugundaki doza bagl artisin daha az diizeyde oldugu gozlendi (Sekil 53). Elde
edilen gorintiler LNCaP-HPR hiicre hattinda ayni doz ve siirede H202 uygulamasi

sonrasinda oksidatif stres diizeyindeki artisin daha az seviyede olduguna isaret etti.
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CM-H,DCFDA Hoechst Merge

Sekil 52. 24 saatlik H2O2 uygulanan parental LNCaP hiicre hattinda intraselliiler H2O>
birikiminin floresan mikroskobik analizi (A) Kontrol (B) 50 uM (C) 100 uM

CM-H,DCFDA Hoechst Merge
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Sekil 53. 24 saatlik H>O> uygulanan LNCaP-HPR hiicre hattinda intraselliiler H20-
birikiminin floresan mikroskobik analizi (A) Kontrol (B) 50 uM (C) 100 uM
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Hiicrelerde intraselliiler siiperoksit diizeyindeki degisimler incelendiginde
benzer sekilde parental LNCaP hiicrelerinde kirmizi floresan miktarinin doza bagh
olarak artt1g1 ve total hiicre popiilasyonu igerisinde kirmizi 1g1ma veren hiicre oraninin
LNCaP-HPR hiicre hattina kiyasla doza bagli daha fazla artis gosterdigi belirlendi
(Sekil 54 ve Sekil 55). Mikroskobik veriler, akis sitometrik oksidatif stres verileri ile

uyumlu bulundu.
DHE Hoechst Merge

Sekil 54. 24 saatlik H20. uygulanan parental LNCaP hiicre hattinda intraselliiler
stiperoksit birikiminin floresan mikroskobik analizi (A) Kontrol (B) 50 uM (C) 100
MM
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Hoechst Merge
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Sekil 55. 24 saatlik H202 uygulanan LNCaP-HPR hiicre hattinda intraselliiler
stperoksit birikiminin floresan mikroskobik analizi (A) Kontrol (B) 50 uM (C) 100
MM

4.1.4. Total GSH miktarindaki degisimlerin belirlenmesi

Parental LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarina 24 saat boyunca 50 uM ve
100 pM H20: uygulanmas1 sonrasinda total GSH miktarindaki degisimler analiz
edildi. Elde edilen verilere gore parental LNCaP hiicre hattinda GSH miktarinin doza
bagl olarak sirasi ile %86.7 (p<0.01) ve %42.5’e (p<0.01), LNCaP-HPR hiicre
hattinda ise ayni siirede ve dozlarda H2O2 muamelesinden sonra total GSH miktarinin
%98.6 ve %88.2°ye (p<0.01) azaldigi tespit edildi. H.O2’nin parental LNCaP ve
LNCaP-HPR hiicre hatlarinda 24 saatlik total GSH miktar1 iizerine etkisinin

istatistiksel analizi Sekil 56°da gosterildi.
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Sekil 56. H2O2’nin parental LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarinda 24 saatlik total
GSH miktar1 lizerine etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01).

4.1.5. Gen ekspresyonu analizleri

Parental LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarina 24 saat boyunca 50 uM ve
100 pM H202 uygulanmasi sonrasinda redoks adaptasyonundan sorumlu
transkripsiyon faktorleri Nrf2, NF-xB ve Hif-o ile major antioksidan savunma sistemi
enzimlerini kodlayan SOD, CAT ve GR genlerinin mRNA diizeyindeki degisimler
arastirildi. Gen ekspresyon verileri, parental LNCaP hiicre hattinda 50 uM ve 100 uM
H202"nin analiz edilen tim genlerin ekspresyon seviyesini farkli kat degisimlerinde
baskiladigini, daha belirgin olarak ise doza bagl sirasiyla Nrf2 geninde 1.84-kat
(p<0.01) ve 2.66-kat (p<0.01); NF-«B geninde 1.43-kat ve 2.18-kat, CAT geninde
1.42-kat ve 2.01-kat anlamli azalmaya neden oldugunu ortaya koydu (Sekil 574).
LNCaP-HPR hiicre hattinda gen ekspresyon verileri degerlendirildiginde ise 50 uM
H202’nin analiz edilen tiim genlerin ekspresyon seviyesini farkli kat degisimlerinde
arttirdigr ve 100 pM H202 uygulanmasi sonucu ise Nrf2, NF-«B ve GR genlerinin
ekspresyon seviyelerinde anlamli artis oldugu belirlendi. 100 uM H2O2’nin Nrf2
geninde 2.13-kat (p<0.01), NF-xB geninde 1.78-kat (p<0.01) ve GR geninde 2.08-kat
(p<0.01) anlaml1 artisa neden oldugu saptandi (Sekil 57g). H2O2’nin parental LNCaP
ve LNCaP-HPR hiicre hatlarinda 24 saatlik gen ekspresyon seviyelerine etkisi ve

uygulama sonrasindaki kat degisimlerinin istatistiksel analizi Sekil 57°de gosterildi.
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Sekil 57. 24 saatlik H2O2 uygulanan (A) parental LNCaP ve (B) LNCaP-HPR hiicre
hatlarinda degisen gen ekspresyon seviyelerinin istatistiksel analizi (*p<0.05,
**p<0.01).

4.1.6. Protein ekspresyonu analizleri

Parental LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarina 24 saat boyunca 50 uM ve
100 pM  H202 uygulanmasi sonrasinda redoks adaptasyonundan sorumlu
transkripsiyon faktorleri p-Nrf2, p-NF-«kB ve Hif-a’nin sitoplazmik ve niiklear
ekspresyon seviyeleri analiz edildiginde parental LNCaP hiicre hattinda 100 uM H20-
uygulamasi sonucu sitoplazmik p-Nrf2 seviyesinde 1.65-kat (p<0.01), sitoplazmik p-
NF-kB seviyesinde 1.87-kat (p<0.01) azalma saptanirken, sitoplazmik Hif-a
seviyesinde 1.1-kat (p<0.05) artis belirlendi (Sekil 58). Proteinlerin ayni1 dozda niiklear
ekspresyon seviyeleri analiz edildiginde ise p-Nrf2 seviyesinin 5.26-kat (p<0.01), p-
NF-kB seviyesinin 4.4-kat (p<0.01) ve Hif-o seviyesinin 4.2-kat (p<0.01) azaldig
tespit edildi (Sekil 58). 24 saatlik H2O2 uygulanan parental LNCaP hiicre hatttinda
degisen sitoplazmik ve niiklear protein ekspresyon seviyelerinin istatistiksel analizi

Sekil 59°da gosterildi.
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Sekil 58. 24 saatlik H2O> uygulanan parental LNCaP hiicre hatttinda degisen
sitoplazmik ve niklear protein ekspresyon seviyeleri
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Sekil 59. 24 saatlik H202 uygulanan parental LNCaP hiicre hatttinda degisen (A)
sitoplazmik (B) niiklear protein ekspresyon seviyelerinin istatistiksel analizi (*p<0.05,
**p<0.01).

LNCaP-HPR hiicre hattinda ise 100 uM H202 uygulamasi sonucu sitoplazmik
p-Nrf2 seviyesinde 1.35-kat (p<0.01), sitoplazmik Hif-a seviyesinde 1.52-kat (p<0.01)
artig, sitoplazmik p-NF-kB seviyesinde ise 1.08-kat (p<0.01) azalma oldugu belirlendi
(Sekil 60). Proteinlerin ayni1 dozda niiklear ekspresyon seviyeleri analiz edildiginde ise
p-Nrf2 seviyesinin 1.32-kat (p<0.01), p-NF-«B seviyesinin 1.34-kat (p<0.01) ve Hif-
a seviyesinin 2.20-kat (p<0.01) artis gosterdigi tespit edildi (Sekil 60). 24 saatlik H202
uygulanan LNCaP-HPR hiicre hatttinda degisen sitoplazmik ve niiklear protein

ekspresyon seviyelerinin istatistiksel analizi Sekil 61°de gosterildi.
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Sekil 60. 24 saatlik H,O> uygulanan LNCaP-HPR hiicre hatttinda degisen sitoplazmik
ve nuklear protein ekspresyon seviyeleri
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Sekil 61. 24 saatlik H2O2 uygulanan LNCaP-HPR hiicre hatttinda degisen (A)
sitoplazmik (B) niiklear protein ekspresyon seviyelerinin istatistiksel analizi (*p<0.05,
**p<0.01).
4.2. Sitotoksisite analizleri
4.2.1. Cabazitaxel’in sitotoksik etkisi
4.2.1.1. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda sitotoksik etkisi

Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda 0.5, 1, 5 ve 10 nM dozlarda 24, 48 ve 72
saatlik sitotoksik etkisi analiz edildiginde doz artisina bagl olarak hiicre canliliginin
24 saat i¢in sirasiyla %69.9, %60.3, %56.4 ve %46.6’ya (p<0.01); 48 saat i¢in sirasiyla
%52.9, %49.7, %47.3 ve %36.2°ye (p<0.01) ve 72 saat i¢in sirasiyla %30.1, %30.0,
%31.1 ve %32’ye (p<0.01) anlamli azaldig1 tespit edildi (Sekil 62). Cabazitaxel’in
LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik ICso degeri 8.16 nM (y =-1,927x + 65,729), 48 saatlik
ICs0degeri 1.97 nM (y = -1,5916x + 53,138) olarak hesaplandi.
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Sekil 62. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda sitotoksik etkisi (**p<0.01)

4.2.1.2. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda sitotoksik etkisi

Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 0.5, 1, 5 ve 10 nM dozlarda 24, 48
ve 72 saatlik sitotoksik etkisi analiz edildiginde doz artisina bagli olarak hiicre
canliliginin 24 saat i¢in sirastyla %89, %85, %80.5 ve %72.3’e (p<0.01); 48 saat igin
strastyla %78.9, %67.6, %62.4 ve %47.4’e (p<0.01) ve 72 saat i¢in sirasiyla %67.3,
%51.9, %43.8 ve %38.1'e (p<0.01) anlamli azaldigi tespit edildi (Sekil 63).
Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 24 saatlik ICso degeri 23.9 nM (y = -
1,5991x + 88,296), 48 saatlik I1Cso degeri 9.11 nM (y = -2,8217x + 75,715) olarak
hesaplandi.
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Sekil 63. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda sitotoksik etkisi (**p<0.01)
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4.2.1.3. Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda sitotoksik etkisi

Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda 0.5, 1, 5 ve 10 nM dozlarda 24, 48 ve 72
saatlik sitotoksik etkisi analiz edildiginde doz artigina bagli olarak hiicre canliliginin
24 saat i¢in sirastyla %82.4, %80.8, %74.5 ve %79.2°ye (p<0.01); 48 saat i¢in sirastyla
%57.6, %54.4, %52.3 ve %50.0’ye (p<0.01) ve 72 saat i¢in sirasiyla %48.9, %44.8,
%40.3 ve %42.6’ya (p<0.01) anlaml1 azaldig: tespit edildi (Sekil 64). Cabazitaxel’in
C4-2 hiicre hattinda 24 saatlik ICso degeri 87.11 nM (y =-0,3522x + 80,683), 48 saatlik
ICso degeri 9.46 nM (y = -0,6775x + 56,412) olarak hesaplandi.
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Sekil 64. Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda sitotoksik etkisi (**p<0.01)

4.2.1.4. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda sitotoksik etkisi

Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 0.5, 1, 5 ve 10 nM dozlarda 24, 48 ve
72 saatlik sitotoksik etkisi analiz edildiginde doz artisina bagli olarak hiicre
canliliginin 24 saat i¢in sirasiyla %96.5, %91.5, %71.0 ve %70.2’ye (p<0.05, p<0.01);
48 saat i¢in sirasiyla %76.1, %63.6, %55.7 ve %61.1°e (p<0.01) ve 72 saat icin
strastyla %57.4, %41.1, %40.7 ve %41°e (p<0.01) anlamli azaldig1 tespit edildi (Sekil
65). Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 24 saatlik 1Cso degeri 17.11 nM (y = -
2,722x + 92,928), 48 saatlik 1Cso degeri 16.8 nM (y = -0,8501x + 64,284) olarak
hesaplandi.
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Sekil 65. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda sitotoksik etkisi (*p<0.05, **p<0.01)

4.2.2. Apigenin’in sitotoksik etkisi
4.2.2.1. Apigenin’in LNCaP hiicre hattinda sitotoksik etkisi

Apigenin’in LNCaP hiicre hattinda 5, 10, 20, 40 ve 80 uM dozlarda 24, 48 ve
72 saatlik sitotoksik etkisi analiz edildiginde doz artisina bagli olarak hiicre
canliliginin 24 saat igin sirasiyla %85.3, %75.1, %72.5, %55.1 ve %48.4’e (p<0.01);
48 saat i¢in sirasiyla %76.6, %64.5, %55.3, %42.2 ve %36.4’¢ (p<0.01) ve 72 saat i¢in
strastyla %53.8, %36.9, %33.3, %28.4 ve %27.3’e (p<0.01) anlaml azaldig1 tespit
edildi (Sekil 66). Apigenin’in LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik ICso degeri 68.4 uM (y
=-0,4621x + 81,626), 48 saatlik ICso degeri 29.3 uM (y = -0,9094x + 76,692) olarak

hesaplandi.
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Sekil 66. Apigenin’in LNCaP hiicre hattinda sitotoksik etkisi (**p<0.01)
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4.2.2.2. Apigenin’in LNCaP-HPR hucre hattinda sitotoksik etkisi

Apigenin’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 5, 10, 20, 40 ve 80 uM dozlarda 24,
48 ve 72 saatlik sitotoksik etkisi analiz edildiginde doz artisina bagl olarak hiicre
canliliginin 24 saat igin sirasiyla %94.5, %86.4, %80.3, %74.9 ve %66.8’e (p<0.01);
48 saat icin sirasiyla %82.9, %79.7, %72.5, %58.6 ve %49.2’ye (p<0.01) ve 72 saat
icin sirastyla %78, %72.3, %67.2, %56.3 ve %42.5’e (p<0.01) anlaml1 azaldig1 tespit
edildi (Sekil 67). Apigenin’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 24 saatlik ICsg degeri 127
UM (y = -0,3144x + 89,967), 48 saatlik ICso degeri 52.2 uM (y = -0,6976x + 86,504)

olarak hesaplandi.
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Sekil 67. Apigenin’in LNCaP-HPR hiicre hattinda sitotoksik etkisi (**p<0.01)

4.2.2.3. Apigenin’in C4-2 hiicre hattinda sitotoksik etkisi

Apigenin’in C4-2 hiicre hattinda 5, 10, 20, 40 ve 80 uM dozlarda 24, 48 ve 72
saatlik sitotoksik etkisi analiz edildiginde doz artigina bagli olarak hiicre canliliginin
24 saat i¢in sirasiyla %88.5, %78.7, %72.8, %71.1 ve %68.4’¢ (p<0.05, p<0.01); 48
saat i¢in sirastyla %79.1, %72.8, %63.6, %60.1 ve %46.5’e (p<0.01) ve 72 saat i¢gin
strastyla %76.3, %64.6, %54.4, %A48.6 ve %26.9’a (p<0.01) anlaml azaldig1 tespit
edildi (Sekil 68). Apigenin’in C4-2 hiicre hattinda 24 saatlik ICso degeri 84.3 uM (y =
-0,4231x + 85,675), 48 saatlik 1Cso degeri 67.6 uM (y = -0,394x + 76,663) olarak
hesaplandi.
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Sekil 68. Apigenin’in C4-2 hiicre hattinda sitotoksik etkisi (¥*p<0.05, **p<0.01)

4.2.2.4. Apigenin’in RWPE-1 hiicre hattinda sitotoksik etkisi

Apigenin’in RWPE-1 hiicre hattinda 5, 10, 20, 40 ve 80 uM dozlarda 24, 48 ve
72 saatlik sitotoksik etkisi analiz edildiginde doz artigina bagli olarak hiicre
canliliginin 24 saat icin sirastyla %97.1, %96.7, %93.4, %87.3 ve %84’e (p<0.05,
p<0.01); 48 saat i¢in sirasiyla %94.2, %93.9, %90.3, %85.8 ve %77.1’e (p<0.05,
p<0.01) ve 72 saat i¢in sirastyla %92.4, %90.7, %81.3, %73.3 ve %70.6’ya (p<0.01)
anlamli azaldig1 tespit edildi (Sekil 69). Apigenin’in RWPE-1 hiicre hattinda 24 saatlik
ICso degeri 162 uM (y = -0,3134x + 100,81), 48 saatlik 1Cso degeri 195 uM (y = -
0,2339x + 95,593) olarak hesaplandi.
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Sekil 69. Apigenin’in RWPE-1 hiicre hattinda sitotoksik etkisi (*p<0.05, **p<0.01)
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4.2.3. PEITC’in sitotoksik etkisi
4.2.3.1. PEITC’in LNCaP hiicre hattinda sitotoksik etkisi

PEITC’in LNCaP hiicre hattinda 5, 10, 15 ve 20 uM dozlarda 24 saatlik
sitotoksik etkisi analiz edildiginde doz artigina bagl olarak hiicre canlili§inin sirastyla
%79.7, %58.5, %59.5 ve %48.4’e (p<0.05, p<0.01) anlaml1 azaldig tespit edildi (Sekil
70). PEITC’in LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik ICso degeri 18.7 uM (y = -1,858x +
84,75) olarak hesaplandi.
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Sekil 70. PEITC’in LNCaP hiicre hattinda sitotoksik etkisi (*p<0.05, **p<0.01)

4.2.3.2. PEITC’in LNCaP-HPR hiicre hattinda sitotoksik etkisi

PEITC’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 5, 10, 15 ve 20 uM dozlarda 24 saatlik
sitotoksik etkisi analiz edildiginde doz artigina bagl olarak hiicre canliliginin sirastyla
%78.5, %65.5, %64.2 ve %52.9’a (p<0.05, p<0.01) anlaml1 azaldig tespit edildi (Sekil
71). PEITC’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 24 saatlik ICso degeri 22.2 uM (y = -1,562x
+ 84,8) olarak hesaplandi.
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Sekil 71. PEITC’in LNCaP-HPR hiicre hattinda sitotoksik etkisi (*p<0.05, **p<0.01)

4.2.3.3. PEITC’in C4-2 hiicre hattinda sitotoksik etkisi

PEITC’in C4-2 hiicre hattinda 5, 10, 15 ve 20 uM dozlarda 24 saatlik sitotoksik
etkisi analiz edildiginde doz artisina bagli olarak hiicre canliliginin sirasiyla %80.9,
%59.6, %74.4 ve %68.3’e (p<0.05, p<0.01) anlamli azaldig: tespit edildi (Sekil 72).
PEITC’in C4-2 hiicre hattinda 24 saatlik 1Cso degeri 57.7 uM (y = -0,46x + 76,55)
olarak hesaplandi.
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Sekil 72. PEITC’in C4-2 hiicre hattinda sitotoksik etkisi (*p<0.05, **p<0.01)

4.2.3.4. PEITC’in RWPE-1 hiicre hattinda sitotoksik etkisi

PEITC’in RWPE-1 hiicre hattinda 5, 10, 15 ve 20 uM dozlarda 24 saatlik
sitotoksik etkisi analiz edildiginde doz artisina bagli olarak hiicre canliliginin sirasiyla
%91.2, %79.7, %70.2 ve %77.1’e (p<0.05, p<0.01) anlaml1 azaldig1 tespit edildi (Sekil
73). PEITC’in RWPE-1 hiicre hattinda 24 saatlik ICsgo degeri 41 uM (y = -1,036x +
92,5) olarak hesaplandi.
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Sekil 73. PEITC’in RWPE-1 hiicre hattinda sitotoksik etkisi (¥*p<0.05, **p<0.01)

4.3. Apoptotik etkiler
4.3.1. Cabazitaxel’in apoptotik etkisi
4.3.1.1. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda apoptotik etkisi

Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda 1, 5 ve 10 nM dozlarda 24 ve 48 saatlik
apoptotik etkisi analiz edildiginde doz artisina bagli olarak total apoptotik hiicre
oranlar1 24 saat i¢in sirastyla %40.4, %39.8 ve %43.6 (Sekil 74); 48 saat i¢in sirastyla
%40.6, %38.6 ve %47 olarak belirlendi (Sekil 75). Cabazitaxel’in LNCaP hiicre
hattinda 24 ve 48 saatlik apoptotik etkisi kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli1 (p<0.01) bulundu (Sekil 76).
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Sekil 74. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik apoptotik etkisi (A) Kontrol
(B) 1nM (C)5nM (D) 10 nM
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Sekil 75. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda 48 saatlik apoptotik etkisi (A) Kontrol

(B) 1 nM (C) 5 nM (D) 10 nM

Sekil 76. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik apoptotik etkisinin
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istatistiksel analizi (**p<0.01).

4.3.1.2. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda apoptotik etkisi
Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 1, 5 ve 10 nM dozlarda 24 ve 48
saatlik apoptotik etkisi analiz edildiginde doz artisina bagl olarak total apoptotik hiicre
oranlar1 24 saat icin sirastyla %14.06, %17.8 ve %23.2 (Sekil 77); 48 saat i¢in sirastyla
%27.03, %30.4 ve %49.06 olarak belirlendi (Sekil 78). Cabazitaxel’in LNCaP-HPR
hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik apoptotik etkisi kontrol grubu ile kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlamli (p<0.01) bulundu (Sekil 79).
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Sekil 77. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 24 saatlik apoptotik etkisi (A)
Kontrol (B) 1 nM (C) 5nM (D) 10 nM

4 POPULATION PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead
272% 3.30 %
> 3 k! L
=]
£ =
22|
@ <
= >
w
O 4
5.27 %
A 0 Early Apop.
i 3 3 0 i ] 3 3
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
4 APOPTOSIS PROFILE a APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
4.59 % 11.36 % 6.49 % 1347 % 2.12% 15.20 %
3 . e ' 3 *
= 2 =
=2 = =2
o m m
Y < <
> > =
1 _ 1 w b 1
- pr - .
1567 % 63.11 % 16.93 % 48.82 % 33.86 %
B, Early Apop.| (C olLive EarlyApop.| ) olLive Early Apop.
o 1 2 3 4 1 2 3 4 o 1 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic

Sekil 78. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 48 saatlik apoptotik etkisi (A)
Kontrol (B) 1 nM (C) 5 nM (D) 10 nM
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Sekil 79. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik apoptotik
etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01).
4.3.1.3. Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda apoptotik etkisi

Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda 1, 5 ve 10 nM dozlarda 24 ve 48 saatlik
apoptotik etkisi analiz edildiginde doz artisina bagli olarak total apoptotik hiicre
oranlar1 24 saat i¢in sirastyla %17.3, %21.7 ve %17.4 (Sekil 80); 48 saat i¢in sirastyla
%48.5, %51.8 ve %48.5 olarak belirlendi (Sekil 81). Cabazitaxel’in C4-2 hiicre
hattinda 24 ve 48 saatlik apoptotik etkisi kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli1 (p<0.01) bulundu (Sekil 82).
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Sekil 80. Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda 24 saatlik apoptotik etkisi (A) Kontrol
(B) 1 nM (C) 5 nM (D) 10 nM
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Sekil 81. Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda 48 saatlik apoptotik etkisi (A) Kontrol
(B) 1nM (C)5nM (D) 10 nM
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Sekil 82. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik apoptotik etkisinin
istatistiksel analizi (**p<0.01).

4.3.1.4. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda apoptotik etkisi

Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 1, 5 ve 10 nM dozlarda 24 ve 48 saatlik
apoptotik etkisi analiz edildiginde doz artigina bagli olarak total apoptotik hiicre
oranlar1 24 saat i¢in sirastyla %14.5, %30.0 ve %29.8 (Sekil 83); 48 saat i¢in sirastyla
%29.2, %39.3 ve %34.6 olarak belirlendi (Sekil 84). Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre
hattinda 24 ve 48 saatlik apoptotik etkisi kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli (p<<0.01) bulundu (Sekil 85).
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Sekil 83. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 24 saatlik apoptotik etkisi (A)

Kontrol (B) 1 nM (C) 5 nM (D) 10 nM
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Sekil 84. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 48 saatlik apoptotik etkisi (A)

Kontrol (B) 1 nM (C) 5nM (D) 10 nM
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Sekil 85. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik apoptotik etkisinin
istatistiksel analizi (**p<0.01).
4.3.2. Apigenin’in apoptotik etkisi
4.3.2.1. Apigenin’in LNCaP hiicre hattinda apoptotik etkisi

Apigenin’in LNCaP hiicre hattinda 10, 20, 40 ve 80 uM dozlarda 24 ve 48
saatlik apoptotik etkisi analiz edildiginde doz artisina bagli olarak total apoptotik hiicre
oranlar1 24 saat i¢in sirastyla %18.9, %24.5, %41.5 ve %52.5 (Sekil 86); 48 saat icin
sirastyla %30.0, %34.3, %39.7 ve %43.6 olarak belirlendi (Sekil 87). Apigenin’in
LNCaP hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik apoptotik etkisi kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<<0.01) bulundu (Sekil 88).
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Sekil 86. Apigenin’in LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik apoptotik etkisi (A) Kontrol
(B) 10 uM (C) 20 uM (D) 40 uM (E) 80 puM
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Sekil 87. Apigenin’in LNCaP hiicre hattinda 48 saatlik apoptotik etkisi (A) Kontrol
(B) 10 uM (C) 20 uM (D) 40 pM (E) 80 pM
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Sekil 88. Apigenin’in LNCaP hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik apoptotik etkisinin
istatistiksel analizi (**p<0.01).

4.3.2.2. Apigenin’in LNCaP-HPR hiicre hattinda apoptotik etkisi

Apigenin’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 10, 20, 40 ve 80 uM dozlarda 24 ve
48 saatlik apoptotik etkisi analiz edildiginde doz artisina bagl olarak total apoptotik
hiicre oranlar1 24 saat i¢in sirasiyla %14.9, %17.5, %24.1 ve %31.4 (Sekil 89); 48 saat
icin siwrastyla %20.5, %29.6, %40.3 ve %48.03 olarak belirlendi (Sekil 90).
Apigenin’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik apoptotik etkisi kontrol
grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05, p<0.01) bulundu (Sekil
91).
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Sekil 89. Apigenin’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 24 saatlik apoptotik etkisi (A)

Kontrol (B) 10 uM (C) 20 uM (D) 40 uM (E) 80 uM

B POPULATION PROFILE 1 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
o Dead Late Apep./Dead Dead Late Apop./Dead
0.50 % 1.42 % 1.61% 5.39 %
> 34 3 > + [
a
2 2 =
N 2| 52 =2
o = <
= > >
w
O 1 1 1 .
6.87 % 77.92 15.09 %
A, - EarlyApop.| P ,[Live Early Apop.
0 2 1 2 4 2 4
Live ANNEXIN V Apoptatic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
0.56 % 2.78 % 0.31% 7.33% 1.76 % 16.14 %
3 L ¥ . 3 ’
>
E £ =
- - -
@ 2 o 24 o 2
< g <
> > >
1 - - 1
69.81 26.86 % 32.95% 31.89%
o] Live Early Apop. Early Apop. . Early Apop.
C P 3 K DU 2 4 E 0 2 4
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic

Sekil 90. Apigenin’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 48 saatlik apoptotik etkisi (A)

Kontrol (B) 10 uM (C) 20 uM (D) 40 puM (E) 80 pM
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Sekil 91. Apigenin’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik apoptotik etkisinin
istatistiksel analizi (*p<0.05, **p<0.01).

4.3.2.3. Apigenin’in C4-2 hiicre hattinda apoptotik etkisi

Apigenin’in C4-2 hiicre hattinda 10, 20, 40 ve 80 uM dozlarda 24 ve 48 saatlik
apoptotik etkisi analiz edildiginde doz artisina bagli olarak total apoptotik hiicre
oranlar1 24 saat i¢in sirastyla %20.6, %29.3, %29.8 ve %33.9 (Sekil 92); 48 saat i¢in
sirastyla %29.1, %34, %36.4 ve %48.2 olarak belirlendi (Sekil 93). Apigenin’in C4-2
hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik apoptotik etkisi kontrol grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli (p<0.01) bulundu (Sekil 94).
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Sekil 92. Apigenin’in C4-2 hiicre hattinda 24 saatlik apoptotik etkisi (A) Kontrol (B)
10 uM (C) 20 uM (D) 40 pM (E) 80 uM
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Sekil 93. Apigenin’in C4-2 hiicre hattinda 48 saatlik apoptotik etkisi (A) Kontrol (B)
10 uM (C) 20 uM (D) 40 puM (E) 80 uM
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Sekil 94. Apigenin’in C4-2 hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik apoptotik etkisinin
istatistiksel analizi (**p<0.01).

4.3.2.4. Apigenin’in RWPE-1 hiicre hattinda apoptotik etkisi

Apigenin’in RWPE-1 hiicre hattinda 20, 40 ve 80 uM dozlarda 24 ve 48 saatlik
apoptotik etkisi analiz edildiginde doz artisina bagli olarak total apoptotik hiicre
oranlar1 24 saat i¢in sirasiyla %7.9, %12 ve %9.3 (Sekil 95); 48 saat icin sirastyla
%10.4, %11.9 ve %20.4 olarak belirlendi (Sekil 96). Apigenin’in RWPE-1 hiicre
hattinda 24 ve 48 saatlik apoptotik etkisi kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli (p<0.05, p<0.01) bulundu (Sekil 97).
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Sekil 95. Apigenin’in RWPE-1 hiicre hattinda 24 saatlik apoptotik etkisi (A) Kontrol
(B) 20 uM (C) 40 uM (D) 80 uM
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Sekil 96. Apigenin’in RWPE-1 hiicre hattinda 48 saatlik apoptotik etkisi (A) Kontrol
(B) 20 uM (C) 40 uM (D) 80 uM
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Sekil 97. Apigenin’in RWPE-1 hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik apoptotik etkisinin
istatistiksel analizi (*p<0.05, **p<0.01).
4.3.3. PEITC’in apoptotik etkisi
4.3.3.1. PEITC’in LNCaP hiicre hattinda apoptotik etkisi

PEITC’in LNCaP hiicre hattinda 5, 10, 15 ve 20 uM dozlarda 24 saatlik
apoptotik etkisi analiz edildiginde doz artisina bagli olarak total apoptotik hiicre
oranlari sirasiyla %23.1, %43.3, %38.8 ve %53.2 olarak belirlendi (Sekil 98).
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Sekil 98. PEITC’in LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik apoptotik etkisi (A) Kontrol (B)
5 UM (C) 10 pM (D) 15 uM (E) 20 uM
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4.3.3.2. PEITC’in LNCaP-HPR hiicre hattinda apoptotik etkisi

PEITC’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 5, 10, 15 ve 20 uM dozlarda 24 saatlik
apoptotik etkisi analiz edildiginde doz artisina bagli olarak total apoptotik hiicre

oranlari sirasiyla %26.7, %35.5, %37.4 ve %44.3 olarak belirlendi (Sekil 99).
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Sekil 99. PEITC’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 24 saatlik apoptotik etkisi (A) Kontrol

2
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3
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(B) 5 uM (C) 10 uM (D) 15 pM (E) 20 pM

4.3.3.3. PEITC’in C4-2 hiicre hattinda apoptotik etkisi
PEITC’in C4-2 hiicre hattinda 5, 10, 15 ve 20 uM dozlarda 24 saatlik apoptotik

etkisi analiz edildiginde doz artisina bagli olarak total apoptotik hiicre oranlari sirasiyla

1 2 3
ive ANNEXIN V Apoptotic

%26.8, %42.7, %22.9 ve %33.5 olarak belirlendi (Sekil 100).

164



4

POPULATION PROFILE

APOPTOSIS PROFILE

APOPTOSIS PROFILE

¢ Dead Late Apop./Dead * Dead Late Apop./Dead
0.85 % 0.85 % 0.06 % 2.06 %
< 3 3 L] 3 L]
a
= = E
e 2 2
| < <
- > >
w
O 1 1
711 % 73,09 24.79 %
A 0 Early Apop. B | Live Early Apop.
0 2 3 4 0 2 3 4 0 2 3
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN vV Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptoic
4 APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
0.04 % 223% 0.18 % 243 % 0.09 % 1.34 %
3 > 3 L ¥ L]
>
= = =
- - |
@2 @ 2 @
£ < <
= > >
1 . 1 1
57.19.% 40.54 % 76.91 20.49 % 66.46 3211%
C olLive 3 E:"'y Apop.| )| Live Early Apop.| I ,[Live Early Apop.
) 0 2 3 4 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apopiotic

Sekil 100. PEITC’in C4-2 hiicre hattinda 24 saatlik apoptotik etkisi (A) Kontrol (B) 5
UM (C) 10 uM (D) 15 uM (E) 20 uM

4.3.3.4. PEITC’in RWPE-1 hiicre hattinda apoptotik etkisi
PEITC’in RWPE-1 hiicre hattinda 5, 10, 15 ve 20 uM dozlarda 24 saatlik

apoptotik etkisi analiz edildiginde doz artisina bagli olarak total apoptotik hiicre

oranlari sirasiyla %10.8, %17.9, %22.6 ve %13.6 olarak belirlendi (Sekil 101).

CELL SIZE INDEX

VIABILITY

4 POPULATION PROFILE APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
0.69 % 0.82 % 1.14 % 414 %
3 3 3 4
2 :
] -
2 @ A =2
[a:]
2 2
> >
1 1 . ° 1 -
224% 88.01% 6.71%
o EarlyApop.| B o|Live Early Apop.
0 i P 3 ! 0 1 2 3 4 S H 3 3 ]
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE B APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
0.38 % 4.49 % 1.43 % 521% 0.88 % 4.46 %
3 [ 3 L] 3
e z
=] =
2 o o 2
< <
> >
1 - 1 - 1 -
81.70-%: 13.43 % 75.94 % 17.41 % 85.38 9.29 %
0 Live .- ° Early Apop. D o Live Early Apop. E olLive Early Apop.
0 2 4 2 4 o 1 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptatic Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic

Sekil 101. PEITC’in RWPE-1 hiicre hattinda 24 saatlik apoptotik etkisi (A) Kontrol
(B) 5 uM (C) 10 uM (D) 15 uM (E) 20 uM
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4.3.3.5. PEITC’in apoptotik etkisinin istatistiksel analizi

PEITC’in LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarinda 5, 10, 15
ve 20 uM dozlarda 24 saatlik apoptotik etkisi istatistiksel olarak anlamli bulundu
(Sekil 102).
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Sekil 102. PEITC’in 24 saatlik apoptotik etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01).

4.4. Cabazitaxel ile Apigenin ve PEITC kombinasyonu i¢in uygun doz gruplari

ve uygulama surelerinin segimi

4.4.1. Ajanlarin uygun dozlarinin ve uygulama siirelerinin belirlenmesi
Prooksidan etkileri Cabazitaxel ile karsilastirmali olarak degerlendirilecek en

uygun Apigenin ve PEITC kombinasyonu ve kombin uygulamanin gergeklestirilecegi

en uygun zaman diliminin se¢imi yapilmadan 6nce ilk olarak LNCaP, LNCaP-HPR,

C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarinda tiim ajanlarin sitotoksik ve apoptotik verileri

birlikte gbzden gegirildi. Sitotoksik ve apoptotik verilere bagl olarak,

e (Cabazitaxel’in tiim hiicre hatlarinda 24, 48 ve 72 saatlik sitotoksik etkisi ile 24

ve 48 saatlik apoptotik etkisi degerlendirildi ve her bir hiicre hatti i¢in 1, 5 ve
10 nM dozlarin uygulanmasi sonrasinda 24, 48 ve 72. saatlerdeki canli hiicre

oranlar1 Tablo 7’de 6zetlendi.
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Tablo 7. Cabazitaxel uygulamasi sonucu doza ve zamana bagli % hiicre canliliklari

Hiicre canhhgi (%)
Hiicre hatti 24 saat 48 saat 72 saat
1nM 5nM 10 nM 1nM 5nM 10 nM 1nM 5nM 10 nM
LNCaP 60 52 46 54 50 30 30 31 31
LNCaP-HPR 85 80 72 68 63 48 51 43 38
C4-2 82 77 81 51 48 51 44 40 42
RWPE-1 85 70 69 67 53 60 41 40 41

Buna gore, LNCaP hiicre hattinda 24 saatte 10 nM dozda hiicre canliliginda
%50’den fazla inhibisyon gdzlenmesine ragmen ayni zaman diliminde ilacin LNCaP-
HPR ve C4-2 hucrelerindeki sitotoksik ve apoptotik etkisinin daha az oranda oldugu
belirlendi. Ek olarak sitotoksisite oranlari, RWPE-1 normal prostat epitel hiicreleri ile
karsilastirildiginda Cabazitaxel’in 24 saatte kanser hiicreleri {izerinde secici sitotoksik
etkisinin bulunmadig1 gosterdi (Tablo 7). 48. saat verileri incelendiginde ise 5 ve 10
nM dozlarda LNCaP-HPR ve C4-2 hiicrelerinde sirast ile %50 nin altinda ve yaklasik
%50 oraninda hiicre 6limii gerceklestigi belirlendi. Ayni zaman diliminde RWPE-1
prostat normal epitel hiicrelerinin canliligi ise kanser hiicrelerine gore daha yiiksek
olarak saptandi (Tablo 7). Cabazitaxel’in 48 saatlik 10 nM dozda uygulanmasi sonucu
LNCaP hicresinde canliligin %30’a azaldigi goriildiigiinden, prooksidan etkilerin
degerlendirilebilmesi i¢in canli hiicre oraninin belli bir diizeyde kalmas1 gerektiginden
ve Cabazitaxel’in RWPE-1 normal hiicreleri Gizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri
dikkate alindigindan 72 saatlik analiz uygun bulunmadi. Boylece, Cabazitaxel’in
prooksidan etkilerinin degerlendirilebilmesi i¢in en erken ve etkin zaman dilimi 48
saat olarak secildi.

e Apigenin’in tiim hiicre hatlarinda 24, 48 ve 72 saatlik sitotoksik etkisi ile 24 ve

48 saatlik apoptotik etkisi degerlendirildi ve her bir hiicre hatt1 igin 20, 40 ve

80 UM dozlarin uygulanmasi sonrasinda 24, 48 ve 72. saatlerdeki canli hiicre

oranlar1 Tablo 8’de 6zetlendi.
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Tablo 8. Apigenin uygulamasi sonucu doza ve zamana bagli % hiicre canliliklar

Hiicre canliig1 %
Hiicre hatt1 24 saat 48 saat 72 saat
20yM  40uM 80 uM 20uM  40puM 80 uM 20uM  40puM 80 uM
LNCaP 72 58 46 61 48 36 33 28 27
LNCaP-HPR 80 74 66 69 58 49 67 56 42
C4-2 72 70 65 65 63 50 54 48 27
RWPE-1 90 86 85 90 85 77 81 73 70

Buna gore, Apigenin tim zaman dilimlerinde kanser hucreleri zerinde
belirgin segici sitotoksik etkisinin bulundugu, 24 saatte 80 uM dozda LNCaP hiicre
hattinin canliligin1 %46’ya disiirdiigii, ancak LNCaP-HPR ve C4-2 hiicre hatlarinda
ayni doz ve siirede hiicre canliliklarinin yaklasik %65’e yakin olarak azaldig: tespit
edildi. Apigenin igin 48 saat verileri degerlendirildiginde ise son doz olan 80 uM
uygulamada LNCaP hiicre hatt1 canliliginin %36’ya diistiigii ve LNCaP-HPR ile C4-
2 hiicre hatlarinda yaklasik %50 oraninda inhibisyon saglandigi gortldi (Tablo 8). 72.
saatte ise LNCaP-HPR hiicre hattinda canlilik oranlar1 48. saate yakin oldugundan,
diger kanser hiicre hatlarinda hiicre canlilig1 yaklasik %30’a azaldigindan ve ajanin
normal hiicreler Gizerindeki sitotoksik etkisi 48. saate gore fazla oldugundan 72 saatlik
uygulama uygun bulunmadi. Bu nedenle Apigenin’in tek basina etkin saati 48 saat
olarak belirlendi.

e Son olarak benzer bir degerlendirme PEITC i¢in gerceklestirildi ve her bir
hiicre hatti igin 5, 10, 15 ve 20 pM dozlarin uygulanmasi sonrasinda 24 saatteKi

canli hiicre oranlar1 Tablo 9’da 6zetlendi.

Tablo 9. PEITC uygulamasi sonucu doza bagli % hiicre canliliklar
Hiicre canlihgi (%)

Hiicre hatt1 24 saat

5uM  10uM  15uM 20 uM
LNCaP 76 56 60 46
LNCaP-HPR 77 63 61 54
C4-2 73 57 76 66
RWPE-1 88 81 75 83

Buna gore, PEITC’in kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin diisiik
dozlarda daha yiiksek oldugu, maddenin yapisindan kaynakli olabilecegi diisiiniilerek

ozellikle 15 uM dozda etkinliginin 10 uM’a gore diisiik bulundugu, 20 uM dozda ise
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hiicre canliligindaki inhibisyon oranlarinin 10 pM doz uygulamasindaki hiicre
canliligi oranlarina yakin oldugu tespit edildi. Maddenin 24’ten saatten fazla
uygulamalarinda sitotoksik etkisinin 6zellikle LNCaP hiicre hattinda c¢ok yiiksek

olmasi nedeni 24 saatten fazla uygulama yapilmamasi uygun bulundu.

Tablo 7, 8 ve 9’da 6zetlenen Cabazitaxel verileri ile Apigenin ve PEITC’in tek
basina uygulamalar1 sonucu elde edilen veriler temel alinarak kombin uygulama i¢in
Apigenin’in 20, 40 ve 80 uM dozlar1 ve PEITC’in 5 ve 10 uM dozlart segildi. Buna
gore 20 uM Apigenin + 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC, 80 uM
Apigenin + 5 uM PEITC, 20 uM Apigenin + 10 uM PEITC, 40 uM Apigenin + 10
UM PEITC, 80 uM Apigenin + 10 uM PEITC olmak tizere 6 farkli kombin doz grubu
olusturuldu. lk olarak 6 farkli dozun 12 saatlik sitotoksik etkileri analiz edildi. 12
saatlik kombin dozlarin uygulanmasi sonucu LNCaP-HPR ve C4-2 hiicre hatlarinda
anlaml sitotoksik etki saptanmadi. Kombin uygulamanin 48 saatlik sitotoksik etkisi
ise hem LNCaP hem de RWPE-1 hiicre hattinda yiiksek diizeyde oldugundan ve bu
hiicreler i¢in canli hiicre orani ¢ok azaldigindan kombin doz gruplarinin analizlerinin

tiim hiicre hatlarinda gerceklestirilecegi zaman dilimi olarak 24 saat belirlendi.

4.4.1.1. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun sitotoksik etkisi
4.4.1.1.1. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP hiicre hattinda
sitotoksik etkisi

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP hiicre hattinda 20 uM Apigenin
+5 uM PEITC, 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC, 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC, 20
MM Apigenin + 10 uM PEITC, 40 uM Apigenin + 10 uM PEITC, 80 uM Apigenin +
10 uM PEITC doz gruplarinda 24 saatlik sitotoksik etkisi analiz edildiginde doz
artisina bagl olarak hiicre canliliginin sirasiyla %48.7, %44.2, %35.8, %53.6, %41.9
ve %32.9’a (p<0.01) anlaml1 azaldig: tespit edildi (Sekil 103).
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Sekil 103. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP hiicre hattinda sitotoksik
etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01)

4.4.1.1.2. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP-HPR hiicre hattinda
sitotoksik etkisi

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP-HPR hiicre hattinda 20 uM
Apigenin + 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC, 80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC, 20 uM Apigenin + 10 pM PEITC, 40 uM Apigenin + 10 pM PEITC, 80 uM
Apigenin + 10 uM PEITC doz gruplarinda 24 saatlik sitotoksik etkisi analiz
edildiginde doz artigina bagli olarak hiicre canliliginin sirastyla %70.2, %61.9, %49.3,
%67.5, %58.9 ve %46.5’e (p<0.01) anlamli azaldig: tespit edildi (Sekil 104).
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Sekil 104. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP-HPR hiicre hattinda
sitotoksik etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01)

4.4.1.1.3. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun C4-2 hiicre hattinda sitotoksik
etkisi

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun C4-2 hiicre hattinda 20 uM Apigenin +
5 uM PEITC, 40 puM Apigenin + 5 uM PEITC, 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC, 20
MM Apigenin + 10 uM PEITC, 40 uM Apigenin + 10 uM PEITC, 80 uM Apigenin +
10 uM PEITC doz gruplarinda 24 saatlik sitotoksik etkisi analiz edildiginde doz
artisina bagli olarak hiicre canliligiin sirasiyla %67.6, %64.8, %47.7, %66.5, %57.3
ve %45.4°e (p<0.01) anlaml1 azaldig: tespit edildi (Sekil 105).
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Sekil 105. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun C4-2 hiicre hattinda sitotoksik
etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01)

4.4.1.1.4. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun RWPE-1 hiicre hattinda
sitotoksik etkisi

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun RWPE-1 hiicre hattinda 20 uM
Apigenin + 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC, 80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC, 20 uM Apigenin + 10 uM PEITC, 40 uM Apigenin + 10 pM PEITC, 80 uM
Apigenin + 10 uM PEITC doz gruplarinda 24 saatlik sitotoksik etkisi analiz
edildiginde doz artigina bagli olarak hiicre canliliginin sirastyla %88.5, %83.3, %84.7,
%88.2, %73.9 ve %62.2°ye (p<0.01) anlamli azaldig: tespit edildi (Sekil 106).
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Sekil 106. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun RWPE-1 hiicre hattinda sitotoksik
etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01)
4.4.1.1.5. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun sitotoksisite verilerine gore
farmakolojik etkilesimleri

Kombin uygulamanin 24 saatlik sitotoksik analiz verileri degerlendirildiginde
tim hiicre hatlarinda canliligin belirgin olarak Apigenin doz artisina bagh diisiis
gosterdigi saptandi. Kanser hiicre hatlarinda 5 uM PEITC’in {i¢ farkli Apigenin dozu
(20, 40 ve 80 uM) ile kombinlenerek uygulandigi doz gruplarinin Apigenin doz
artigina bagh anlaml sitotoksik etki yarattigi ve son dozda (80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC) tiim kanser hiicrelerinde %50°nin altinda canlilik inhibisyonuna neden oldugu
belirlendi. Ek olarak RWPE-1 prostat normal epitel hiicrelerinde ilk Gigc kombin dozun
son li¢ kombin doza gore daha az sitotoksik etkiye sahip oldugu tespit edildi. Apigenin
ve PEITC’in kombin olarak uygulandig1 6 farkli doz grubunun 24 saatlik sitotoksik
analiz verilerinin girilmesiyle CompuSyn yazilimindan elde edilen CI degerleri, 5 uM
PEITC’in ti¢ farkli Apigenin dozu (20, 40 ve 80 uM) ile kombinlenerek uygulandigi
doz gruplarinda kanser hiicrelerinde Apigenin ve PEITC’in sinerjistik etkiye (Cl<1)
sahip oldugunu, RWPE-1 hiicre hattinda ise ayn1 doz gruplarinda iki ajanin
antagonistik etkisi (C>1) bulundugunu ortaya koydu (Tablo 10). Ajanlarin kombin doz
gruplarindaki doz rediiksiyon indeks degerleri de (DRI) Tablo 11°de 6zetlendi.
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Boylelikle, tiim verilere bagli olarak segilen ilk ti¢ kombin dozun hiicre hatlarinda 24

saatlik apoptotik etkileri degerlendirildi.

Tablo 10. Apigenin ve PEITC kombin doz gruplarinin tiim hiicre hatlarinda 6 farkli
doz kombinasyonu i¢in CompuSyn yazilimindan elde edilen kombinasyon indeks (CI)
degerleri

CI degerleri

Hiicre hatti Kombin doz gruplan
5uM PEITC 10 uM PEITC

20 pM Apigenin 0.516 0.982

LNCaP 40 uM Apigenin 0.603 0.717
80 UM Apigenin 0.591 0.666

20 uM Apigenin 0.902 1.247

LNCaP-HPR 40 uM Apigenin 0.695 0.883
80 UM Apigenin 0.458 0.547

20 pM Apigenin 0.526 0.690

C4-2 40 uM Apigenin 0.496 0.253
80 UM Apigenin 0.064 0.070

20 pM Apigenin 1.363 2.148

RWPE-1 40 uM Apigenin 1.165 0.920
80 UM Apigenin 2.013 0.690

Tablo 11. Apigenin ve PEITC’in tiim hiicre hatlarinda 6 farkli doz kombinasyonu igin
CompuSyn yazilimindan elde edilen doz rediiksiyon indeks (DRI) degerleri

DRI degerleri
Hiicre hatt1 Kombin doz gruplan Apigenin PEITC
20 UM Apigenin + 5 uM PEITC 3.78 3.96
40 pM Apigenin + 5 uM PEITC 2.53 4.78
LNCaP 80 UM Apigenin + 5 uM PEITC 2.24 6.89
20 uM Apigenin + 10 uM PEITC 2.74 1.61
40 pM Apigenin + 10 uM PEITC 2.95 2.63
80 pM Apigenin + 10 uM PEITC 2.45 3.93
20 UM Apigenin + 5 uM PEITC 3.11 1.71
40 pM Apigenin + 5 pM PEITC 2.99 2.76
80 uM Apigenin + 5 pM PEITC 3.69 5.33
LNCaP-HPR 20 uM Apigenin + 10 uM PEITC 3.89 1.00
40 UM Apigenin + 10 uM PEITC 3.73 1.62
80 uM Apigenin + 10 uM PEITC 4.50 3.07
20 uM Apigenin + 5 uM PEITC 4.03 3.58
40 pM Apigenin + 5 uM PEITC 3.37 5.00
ca-o 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC 30.15 32.38
20 uM Apigenin + 10 pM PEITC 4.95 2.04
40 pM Apigenin + 10 uM PEITC 12.35 5.79
80 UM Apigenin + 10 uM PEITC 44.08 20.70
20 uM Apigenin + 5 uM PEITC 1.95 1.17
40 pM Apigenin + 5 uM PEITC 1.59 1.86
RWPE-1 80 uM Ap?gen!n +5uM PEITC 0.708 1.66
20 pM Apigenin + 10 uM PEITC 2.02 0.604
40 pM Apigenin + 10 pM PEITC 3.00 1.70
80 pM Apigenin + 10 uM PEITC 2.76 3.03
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4.4.1.2. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun apoptotik etkisi

Tiim hiicre hatlarinda 5 uM PEITC’in ti¢ farkli Apigenin dozu (20, 40 ve 80
uM) ile kombinlenerek uygulandigi doz gruplarinin 24 saatlik uygulamalarinda
Apigenin doz artis1 yoniinde orantili olarak apoptotik hiicre oraninin artis gosterdigi
saptandi.
4.4.1.2.1. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP hiicre hattinda
apoptotik etkisi

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP hiicre hattinda 20 uM Apigenin
+5 uM PEITC, 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC, 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz
gruplarinda 24 saatlik apoptotik etkisi analiz edildiginde Apigenin doz artisina bagl
olarak total apoptotik hiicre oranlari sirasiyla %46.5, %53.4 ve %52.3 olarak belirlendi
(Sekil 107).
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Sekil 107. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik
apoptotik etkisi (A) Kontrol (B) 20 uM Apigenin + 5 uM PEITC (C) 40 uM Apigenin
+5 uM PEITC (D) 80 uM Apigenin +5 uM PEITC
4.4.1.2.2. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP-HPR hiicre hattinda
apoptotik etkisi

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP-HPR hiicre hattinda 20 uM
Apigenin + 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC, 80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC doz gruplarinda 24 saatlik apoptotik etkisi analiz edildiginde Apigenin doz
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artisina bagl olarak total apoptotik hiicre oranlar1 sirastyla %28.1, %31.8 ve %48.2
olarak belirlendi (Sekil 108).
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Sekil 108. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP-HPR hiicre hattinda 24
saatlik apoptotik etkisi (A) Kontrol (B) 20 uM Apigenin + 5 uM PEITC (C) 40 pM
Apigenin + 5 uM PEITC (D) 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC

4.4.1.2.3. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun C4-2 hiicre hattinda apoptotik

etkisi

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun C4-2 hiicre hattinda 20 uM Apigenin +
5 UM PEITC, 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC, 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz

gruplarinda 24 saatlik apoptotik etkisi analiz edildiginde Apigenin doz artisina bagh

olarak total apoptotik hiicre oranlari sirasiyla %30.2, %32.6 ve %47.4 olarak belirlendi
(Sekil 109).
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Sekil 109. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun C4-2 hiicre hattinda 24 saatlik
apoptotik etkisi (A) Kontrol (B) 20 uM Apigenin + 5 uM PEITC (C) 40 uM Apigenin
+5uM PEITC (D) 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC
4.4.1.2.4. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun RWPE-1 hiicre hattinda
apoptotik etkisi

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun RWPE-1 hiicre hattinda 20 uM
Apigenin + 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC, 80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC doz gruplarinda 24 saatlik apoptotik etkisi analiz edildiginde Apigenin doz
artisina baglh olarak total apoptotik hiicre oranlari sirasiyla %7.6, %12.5 ve %13.3
olarak belirlendi (Sekil 110).
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Sekil 110. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun RWPE-1 hiicre hattinda 24 saatlik
apoptotik etkisi (A) Kontrol (B) 20 uM Apigenin + 5 uM PEITC (C) 40 uM Apigenin
+5 uM PEITC (D) 80 uM Apigenin +5 uM PEITC
4.4.1.2.5. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun apoptotik etkisinin istatistiksel
analizi

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun 20 uM Apigenin + 5 uM PEITC, 40
UM Apigenin + 5 uM PEITC, 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinda 24
saatlik apoptotik etkisi tiim hiicre hatlarinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05,

p<0.01) bulundu (Sekil 111).
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Sekil 111. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun 24 saatlik apoptotik etkisinin
istatistiksel analizi (*p<0.05, **p<0.01)
4.4.1.2. Sitotoksik ve apoptotik etkileri belirlenen kombin doz gruplarimin
etkinligi ile Cabazitaxel etkinlig¢inin hiicre canlihg1 agcisindan karsilastirilmasi
Apigenin ve PEITC kombinasyonunun 24 saatte kanser hiicre hatlarinda tespit
edilen anlamli sitotoksik ve apoptotik etkisi Cabazitaxel’in etkinligi ile
karsilastirildiginda 5 ve 10 nM Cabazitaxel etkinliginin 48 saatte benzer oranda hiicre
canliligimi inhibe ettigi goriildii. Kombin uygulamanin 24 saatlik sitotoksik ve
apoptotik analiz verileri ile Cabazitaxel’in 48 saatlik sitotoksik ve apoptotik verileri

her bir hiicre hatti i¢in % canlilik cinsinden Tablo 12°de sunuldu.

Tablo 12. Kombin uygulamanin 24 saatlik etkinligi ile Cabazitaxel’in 48 saatlik
etkinliginin her bir hiicre hattinda % hiicre canlilig1 agisindan karsilastirilmasi
Hiicre canhhg (%)

Cabazitaxel etkinligi (48 saat)  Apigenin + PEITC kombinasyon etkinligi (24 saat)
Hiicre hatt1

20 uM Apigenin + 40 pM Apigenin + 80 uM Apigenin +

1nM | 5nM | 10nM 5 UM PEITC SUMPEITC  5uMPEITC

LNCaP 54 50 30 51 45 36
LNCaP-HPR 68 63 48 71 65 49
C4-2 51 48 51 68 65 50
RWPE-1 67 53 60 90 83 84
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Tablo 12°de her bir hiicre hatt1 kendi igerisinde degerlendirilerek benzer oranda
hiicre canliliginda inhibisyona neden olan dozlardaki % hiicre canlilik oranlart kirmizi
olarak belirtildi. Boylece, kanser hiicrelerinde % hiicre canlililar1 esas alindiginda
prooksidan etkileri karsilastirilabilecek olan en uygun dozlarin Cabazitaxel igin 5 ve
10 nM, kombin uygulama icin ise 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin
+ 5 uM PEITC oldugu belirlendi.

Tez caligmasi kapsaminda devam eden biitiin analizler Cabazitazel’in 48
saatlik 5 ve 10 nM dozlardaki etkinligi; PEITC’in 24 saatlik 5 uM etkinligi,
Apigenin’in 24 saatlik 40 ve 80 uM etkinligi; Apigenin ve PEITC kombinasyonunun
24 saatlik 2 farkli kombin doz grubundaki etkinligi (40 uM Apigenin + 5 uM PEITC,
80 uM Apigenin + 5 uM PEITC) temel alinarak ilerletildi (Tablo 13).

Tablo 13. Tez caligmasi kapsaminda prooksidan etkileri arastirilan ajanlarin segilen
doz ve siirelerde her bir hiicre hattinda % hiicre canlilig1 iizerine etkileri

Hiicre canlihg: (%)

48 saat 24 saat 24 saat 24 saat
Hiicre hatt1 40 uM 80 uM
5nM 10 nM 5uM 40pM 80 puM Apigenin + Apigenin +

Cabazitaxel Cabazitaxel PEITC Apigenin  Apigenin 5uM 5uM
PEITC PEITC

LNCaP 50 30 76 58 46 45 36
LNCaP-HPR 63 48 7 74 66 65 49
C4-2 48 51 73 70 65 65 50
RWPE-1 53 60 88 86 85 83 84

Baylelikle, Apigenin ve PEITC kombinasyonun 24 saatteki etkinligi ayni1 siire
ve ayni dozlarda ajanlarin tek baslarina olan etkileri ile birlikte analiz edildi. Her bir
hiicre hatt1 kendi igerisinde degerlendirildiginde hiicre canliliginda benzer oranda
inhibisyona yol actig1 belirlenen dozlar Tablo 13’de kirmizi olarak isaretlendi.
Ajanlarin uygulama siireleri i¢erisindeki prooksidan etkileri belirlenen tim dozlar icin
analiz edilirken karsilagtirmalar genel olarak % hiicre canliliklar1 kirmizi isaretli dozlar
esas alinarak yapildi.

4.4.2. Apigenin ve PEITC’in apoptotik etki acisindan Cabazitaxel ile
karsilastirmasi

LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarinda canlilik inhibisyonu ve apoptotik etki
verilerine bagli olarak Apigenin ve PEITC kombinasyonun Cabazitaxel’e gore daha

etkin oldugu belirlendi. C4-2 hiicre hattinda ise Cabazitaxel’in apoptotik etkinliginin
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daha yiiksek oldugu saptanmasina ragmen ilacin segici toksik etkisinin diigitk olmasi
ve RWPE-1 normal prostat epitel hiicre hattinda Apigenin ve PEITC kombinasyonuna
gore daha fazla sitotoksik ve apoptotik etkiye sahip olmasi nedeni ile Apigenin ve
PEITC’in PK hiicrelerinde Cabazitaxel’e gore apoptotik avantajlari oldugu diisiiniildii.
4.5. Hucre dongusu tzerine etkiler
4.5.1. Cabazitaxel’in hiicre déngusu Gzerine etkisi
4.5.1.1. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda hiicre dongiisii iizerine etkisi
Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda 48 saatlik hucre
dongiisii iizerine etkisi analiz edildiginde G2/M evresinde bulunan hiicre oraninin
%28.4’ten Cabazitaxel doz artisina bagli olarak sirasiyla %45.8’e ve %60.0’a arttig1
tespit edildi (Sekil 112).
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Sekil 112. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda 48 saatlik hiicre dongiisii tizerine
etkisi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

4.5.1.2. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda hiicre dongiisii iizerine etkisi

Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda 48 saatlik
hiicre dOngiisii tizerine etkisi analiz edildiginde G2/M evresinde bulunan hiicre
oraninin 29.8’den Cabazitaxel doz artisina bagli olarak sirasiyla %49.3’e ve %58.6’ya

arttigi tespit edildi (Sekil 113).
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Sekil 113. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 48 saatlik hiicre dongiisii
tzerine etkisi (A) Kontrol (B) 5nM (C) 10 nM

4.5.1.3. Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda hiicre dongiisii iizerine etkisi

Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda 48 saatlik hiicre
dongiisii lizerine etkisi analiz edildiginde G2/M evresinde bulunan hiicre oraninin
%27.9’dan Cabazitaxel doz artisina bagl olarak sirasiyla %56.3’e ve %56.4’¢ arttig1
tespit edildi (Sekil 114).
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Sekil 114. Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda 48 saatlik hiicre dongiisii lizerine etkisi
(A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM
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4.5.1.4. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda hiicre dongiisii iizerine etkisi

Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda 48 saatlik hiicre
dongiisii lizerine etkisi analiz edildiginde G2/M evresinde bulunan hiicre oraninin
%27.5’den Cabazitaxel doz artigina bagl olarak sirasiyla %50.6’ya ve %54.6’ya arttig1
tespit edildi (Sekil 115).
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Sekil 115. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 48 saatlik hiicre dongusu Uzerine

etkisi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

4.5.1.5. Cabazitaxel’in hiicre dongusu Gzerine etkisinin istatistiksel analizi
Cabazitaxel’in LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarinda 5 ve

10 nM dozlarda 48 saatlik hlicre dongusu tizerine etkisinin ve tiim hiicre hatlarinda

G2/M evresindeki hiicre oraninda saptanan artisin istatistiksel olarak anlamli (p<0.01)

oldugu belirlendi (Sekil 116). Cabazitaxel’in hiicre dongiisii sonuglari, tiim hiicre

hatlarinda ilacin apoptotik etkileri ile uyumlu bulundu.
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Sekil 116. Cabazitaxel’in 5 ve 10 nM dozlarda 48 saatlik hiicre déngusu Uzerine
etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01)

4.5.2. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun hticre déngusu Gzerine etkisi

Apigenin ve PEITC’in LNCaP, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarinda 24 saatte
tek baglarina ve kombin olarak uygulandiklarinda hiicre dongiistinii G2/M evresinde
durdurduklar1 saptandi. LNCaP-HPR hiicre hattinda tek basina 5 uM PEITC’in diger
hicrelerden elde edilen veriden farkli olarak hiicre dongiisiinii GO/G1 evresinde
durdurdugu bulundu. Buna ragmen tek basina Apigenin uygulamalarina ek olarak
kombin doz gruplarinin da LNCaP-HPR hiicre hattinda G2/M evresinde etkili
olduklar tespit edildi. Ajanlarin tek basina ve kombin uygulamalarinin 24 saatlik
hlicre dongusu Gzerine etkileri apoptotik etkileri ile uyumlu bulundu ve her bir hiicre
icin elde edilen veriler detaylandirildi.
45.2.1. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP hiicre hattinda hiicre
dongusu Gzerine etkisi

LNCaP hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40
UM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin 24
saatlik hiicre dongiisii ilizerine etkileri analiz edildiginde G2/M evresinde bulunan
hiicre oraninin %28.0’dan doz grubu sirasiyla %36.2°ye, %37.8’e, %44.9’a, %41.4°¢
ve %51.2°ye artis gosterdigi tespit edildi (Sekil 117). Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 24 saatlik doz uygulamalarinin neden oldugu G0/G1 evresindeki total
hiicre oranindaki azalis ve G2/M evresindeki total hiicre oranindaki artis istatistiksel

olarak anlaml1 (p<0.01) bulundu (Sekil 118).
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Sekil 117. Apigenin ve PEITC’in LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik hiicre dongiisii

tzerine etkisi (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C) 40 uM Apigenin (D) 80 uM Apigenin
(E) 40 pM Apigenin + 5 uM PEITC (F) 80 pM Apigenin + 5 uM PEITC
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Sekil 118. Apigenin ve PEITC’in LNCaP hiicre hattinda hiicre dongiisii iizerine
etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01).
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45.2.2. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP-HPR hiicre hattinda
hiicre dongusu Uzerine etkisi

LNCaP-HPR hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 UM Apigenin,
40 uM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin
24 saatlik hiicre dongiisii iizerine etkileri analiz edildiginde 5 uM PEITC
uygulamasimin G0/G1 evresinde tutulmaya neden oldugu, 24 saatlik uygulama
sonrasinda G0/G1 evresinde bulunan hiicre oraninin %63.9’dan %77.3’e yiikseldigi
saptandi. Ancak Apigenin’in tek basina ve PEITC ile kombin uygulamalarinda hiicre
dongusunin G2/M evresinde durduruldugu belirlendi. G2/M evresinde bulunan hiicre
oraninin %?28.4’den doz grubu sirastyla %38.3’e, %42.1°e, %42.3’e ve %48.2’ye artis
gosterdigi tespit edildi (Sekil 119). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 24 saatlik 5 puM
PEITC disindaki doz uygulamalarinin neden oldugu GO0/G1 evresindeki total hiicre
oranindaki azalis ve G2/M evresindeki total hiicre oranindaki artis istatistiksel olarak
anlaml (p<0.05, p<0.01) bulundu (Sekil 120). 5 uM PEITC’in ise neden oldugu
GO0/G1 evresindeki total hiicre oranindaki artisin ise istatistiksel olarak anlamli oldugu

(p<0.01) tespit edildi (Sekil 120).
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Sekil 119. Apigenin ve PEITC’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 24 saatlik hiicre
dongish tzerine etkisi (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C) 40 uM Apigenin (D) 80 uM
Apigenin (E) 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC (F) 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC
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Sekil 120. Apigenin ve PEITC’in LNCaP-HPR hiicre hattinda hiicre dongiisii iizerine
etkisinin istatistiksel analizi (*p<0.05, **p<0.01).

4.5.2.3. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun C4-2 hiicre hattinda hiicre
dongusu Gzerine etkileri

C4-2 hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM
Apigenin +5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin 24 saatlik
hiicre dongisu Uzerine etkileri analiz edildiginde G2/M evresinde bulunan hiicre
oraninin %32.1°’den doz grubu sirasiyla %40.3’e, %42.6’ya, %46.7’ye, %44.6’ya ve
%355.7ye artis gosterdigi tespit edildi (Sekil 121). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
24 saatlik doz uygulamalarimin neden oldugu GO/G1 evresindeki total hiicre
oranindaki azalis ve G2/M evresindeki total hiicre oranindaki artis istatistiksel olarak

anlamli (p<0.01) bulundu (Sekil 122).
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Sekil 121. Apigenin ve PEITC’in C4-2 hiicre hattinda 24 saatlik hiicre dongiisii
tzerine etkisi (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C) 40 uM Apigenin (D) 80 uM Apigenin
(E) 40 pM Apigenin + 5 uM PEITC (F) 80 pM Apigenin + 5 uM PEITC
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Sekil 122. Apigenin ve PEITC’in C4-2 hiicre hattinda hiicre dongusu Uzerine etkisinin
istatistiksel analizi (**p<0.01).
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4.5.2.4. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun RWPE-1 hiicre hattinda hiicre
dongusu Uzerine etkileri

RWPE-1 hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40
MM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin 24
saatlik hiicre dongiisii ilizerine etkileri analiz edildiginde G2/M evresinde bulunan
hiicre oraninin %27.9’dan artan doz grubu sirasiyla %27.3’e, %26.0’a, %29.3’e,
%32.1°e ve %32.8’e artt1g1 tespit edildi (Sekil 123). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
24 saatlik doz uygulamalarinin hiicre dongiisii iizerine etkilerinin istatistiksel analizi
Sekil 124’de sunuldu. RWPE-1 hiicre hattinda saptanan G2/M evresindeki total hiicre

oranindaki artig istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 124).
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Sekil 123. Apigenin ve PEITC’in RWPE-1 hiicre hattinda 24 saatlik hiicre dongiisii
tzerine etkisi (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C) 40 uM Apigenin (D) 80 uM Apigenin
(E) 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC (F) 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC
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Sekil 124. Apigenin ve PEITC’in RWPE-1 hiicre hattinda hiicre dongiisii {izerine
etkisinin istatistiksel analizi (*p<0.05, **p<0.01).
4.5.3. Apigenin ve PEITC’in hiicre dongiisii iizerine etki agisindan Cabazitaxel
ile karsilastirmasi

Hiicre dongiisii verileri karsilastirildiginda LNCaP ve LNCaP-HPR hicre
hatlarinda Cabazitaxel’in hiicre dongiisiini G2/M evresinde daha etkin olarak
durdurdugu, C4-2 hiicre hattinda ise her iki uygulama grubunun benzer etkilere sahip
oldugu tespit edildi. Apoptotik etkisi ile uyumlu olarak Cabazitaxel’in RWPE-1
normal prostat epitel hiicre hattinda Apigenin ve PEITC kombinasyonu ile
karsilastirildiginda hiicre dongiisiiniin G2/M evresinde durmasina daha fazla oranda
yol actig1 saptandigindan ilacin kanser segici toksik etkisinin diigiik oldugu dogrulandi.
Apigenin ve PEITC kombinasyonu, kanser hiicrelerinde hiicre dongusu tzerine daha

fazla etkin olmasindan dolay1 avantajli bulundu.

4.6. Oksidatif stres Gzerine etkiler
4.6.1. Cabazitaxel’in oksidatif stres Uzerine etkisi

Gergeklestirilen optimizasyonlar sonucunda Cabazitaxel’in tedavi siiresi
icerisinde maksimum ROS artisina 24. saatte neden oldugu saptandigindan oksidatif
stres analizlerinin tiimii Cabazitaxel i¢in 24 saatte gergeklestirildi. Elde edilen veriler
Cabazitaxel’in prooksidan etkisinin bulundugunu ve 24. saatte doz artis1 ile orantili

olarak hiicrelerde intraselliiler ROS artisina neden oldugunu ortaya koydu.
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4.6.1.1. Cabazitaxel’in oksidatif stres iizerine etkisinin akis sitometrik analizi
4.6.1.1.1. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda oksidatif stres iizerine etkisinin
akas sitometrik analizi

Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda 24 saatlik oksidatif
stres lizerine etkisi analiz edildiginde ROS-pozitif hiicre oraninin %9.83’den doz

artisina bagli olarak sirasi ile %33.5’e ve %37.06’ya arttig1 saptand1 (Sekil 125).
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Sekil 125. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik oksidatif stres lizerine etkisi
(A) Kontrol (B) 5nM (C) 10 nM

4.6.1.1.2. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda oksidatif stres Uzerine
etkisinin akis sitometrik analizi

Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda 24 saatlik
oksidatif stres {iizerine etkisi analiz edildiginde ROS-pozitif hiicre oraninin
%13.05’den doz artigina bagli olarak sirasi ile %23.06’ya ve %35.14 e artti81 saptandi
(Sekil 126).
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Sekil 126. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 24 saatlik oksidatif stres iizerine
etkisi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

4.6.1.1.3. Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda oksidatif stres iizerine etkisinin akis
sitometrik analizi

Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda 24 saatlik oksidatif
stres lizerine etkisi analiz edildiginde ROS-pozitif hiicre oraninin %16.34’den doz

artisina bagli olarak sirasi ile %25.80°e ve %30.73 e artt1g1 saptand (Sekil 127).
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Sekil 127. Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda 24 saatlik oksidatif stres iizerine etkisi
(A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM
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4.6.1.1.4. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda oksidatif stres iizerine etkisinin
akas sitometrik analizi

Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda 24 saatlik
oksidatif stres iizerine etkisi analiz edildiginde ROS-pozitif hiicre oraninin %6.34’den

doz artisina bagli olarak sirasi ile %21.70’e ve %25.15¢ arttig1 saptandi (Sekil 128).
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Sekil 128. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 24 saatlik oksidatif stres iizerine
etkisi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

4.6.1.1.5. Cabazitaxel’in akis sitometrik oksidatif stres iizerine etkisinin
istatistiksel analizi

Cabazitaxel’in LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarinda 5 ve
10 nM dozlarda 24 saatlik oksidatif stres Uzerine etkisinin istatistiksel analizi ve
anlamlilig1 (p<0.01) Sekil 129°da sunuldu.

193



mmmm | NCaP
LNCaP-HPR
== (4-2

40 -

ROS-pozitif hiicre %

0 5 10
Cabazitaxel konsantrasyonu (nM)

Sekil 129. Cabazitaxel’in 5 ve 10 nM dozlarda 24 saatlik oksidatif stres (izerine
etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01)

4.6.1.2. Cabazitaxel’in oksidatif stres Gizerine etkilerinin mikroskobik analizi

Cabazitaxel’in 5 ve 10 nM dozlarda 24 saatlik oksidatif stres uzerine etkisi
hiicre hatlarinda mikroskobik olarak analiz edildi. Bu kapsamda hiicrelerde 24 saatlik
uygulama siresi sonunda intrasellller hidrojen peroksit ve siperoksit birikimleri
gorlntiilendi. Hiicrelerde, akis sitometrik oksidatif stres verileri ile uyumlu olarak doz
artisina bagl yesil floresan miktarindaki artis hidrojen peroksit lehine ve kirmizi
floresan miktarindaki artis siiperoksit anyonlarinin birikimi lehine yorumlandi ve
hiicreler 100 um 6l¢ekte Hoechst niikleus boyamasi ile ¢akisik olarak goriintiilendi.
4.6.1.2.1. Hidrojen peroksit birikiminin mikroskobik analizi

Sekil 130-133’de goriintiilendigi tizere LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-
1 hiicre hatlarinda 24 saatlik 5 ve 10 nM dozlarda Cabazitaxel uygulamasinin doz
artisina bagh sekilde intraselliiler hidrojen peroksit birikimine en belirgin olarak
LNCaP hiicre hattinda neden oldugu gozlendi (Sekil 130). LNCaP hiicrelerinde 24 saat
sonunda nukleus morfolojisi korunan hiicre popilasyonu igerisinde hidrojen peroksit
miktarinin artig gosterdigi ve yesil floresan 1s1ma veren hiicre yogunlugunda belirgin
bir artis oldugu tespit edildi. Benzer sekilde LNCaP-HPR ve C4-2 hiicre hatlarinda da
Cabazitaxel’in doz artigina bagli hidrojen peroksit birkiminin tetiklendigi tespit edildi
(Sekil 131 ve Sekil 132). Hidrojen peroksit artisina ek olarak kanser hiicrelerinin
tiimiinde niiklear morfolojide doz artisina bagli degisimler gézlendi. RWPE-1 hucre

hattinda ise 6zellikle 10 nM dozda intaselliiler hidrojen peroksit miktarinda artis ve
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hiicre morfolojisinde belirgin bozulmalar dikkat c¢ekti (Sekil 133). Ek olarak,
hicrelerin  doz uygulanmadan intraselliler hidrojen  peroksit dlzeyleri
karsilastirildiginda endojen hidrojen peroksit diizeyi en diisiik olan hiicrelerin RWPE-
1 ve LNCaP oldugu, C4-2 ve LNCaP-HPR hiicre hatlarinda ise muamelesiz endojen
oksidatif stresin daha yiiksek bulundugu tespit edildi. Bu durum akis sitometrik

oksidatif stres verileri ile uyumlu bulundu.

CM-H,DCFDA Hoechst Merge

A---
B---
C--

Sekil 130. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik hidrojen peroksit
birikimine etkisinin mikroskobik analizi (100 pm) (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM
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CM-H,DCFDA Hoechst Merge

A
B--

Sekil 131. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 24 saatlik hidrojen peroksit
birikimine etkisinin mikroskobik analizi (100 pm) (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

CM-H,DCFDA Hoechst Merge

Sekil 132. Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda 24 saatlik hidrojen peroksit birikimine
etkisinin mikroskobik analizi (100 pum) (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM
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CM-H,DCFDA Hoechst Merge

A---
B---
C---

Sekil 133. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 24 saatlik hidrojen peroksit
birikimine etkisinin mikroskobik analizi (100 pm) (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

4.6.1.2.2. SUperoksit birikiminin mikroskobik analizi

LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarinda 24 saatlik 5 ve 10
nM dozlarda Cabazitaxel uygulamasinin intraselliiler siiperoksit birikimine etkileri
mikroskobik olarak analiz edildiginde elde edilen verilerin akis sitometrik oksidatif
stres verileri ile uyumlu oldugu, tiim hiicre hatlarinda Cabazitaxel doz artisina bagh
olarak niikleus biitiinliigii korunan hiicre popiilasyonu igerisinde kirmizi floresan 1s1ma
veren hiicrelerin artis gosterdigi tespit edildi (Sekil 134-137). Hucrelerde gozlenen
kirmiz1 floresan miktarindaki artis ilaca 24 saatlik yanit olarak intraselliiler siiperoksit
birikimini dogrular nitelikteydi. Siiperoksit artisina ek olarak hiicrelerin tiimiinde

niiklear morfolojide doz artisina bagh degisimler gozlendi (Sekil 134-137).
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Hoechst Merge

B---
C---

Sekil 134. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik siiperoksit birikimine
etkisinin mikroskobik analizi (100 pum) (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

Hoechst Merge

B- o -
C---

Sekil 135. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 24 saatlik siiperoksit birikimine
etkisinin mikroskobik analizi (100 um) (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM
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Hoechst Merge

B---
C---

Sekil 136. Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda 24 saatlik siiperoksit birikimine
etkisinin mikroskobik analizi (100 um) (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

Hoechst Merge

B---
C---

Sekil 137. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 24 saatlik siiperoksit birikimine
etkisinin mikroskobik analizi (100 um) (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM
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4.6.2. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun oksidatif stres tizerine etkisi

Gergeklestirilen  optimizasyonlar  sonucunda  Apigenin  ve PEITC
kombinasyonunun tedavi siiresi igerisinde maksimum ROS artigina 12. saatte neden
oldugu saptandigindan oksidatif stres analizlerinin tiimii 12 saatte gergeklestirildi.
Elde edilen oksidatif stres verileri Apigenin ve PEITC kombinasyonunun, ajanlarin
tek baslarmma uygulandiklarinda neden olduklar1 prooksidan etkiden daha fazla
prooksidan etkiye yol agtigini ortaya koydu. Kanser hiicrelerinde 12. saatte doz artigina
paralel olarak intraselliiler oksidatif stres diizeyinde artis saptanirken RWPE-1 normal
prostat epitel hiicrelerinde oksidatif stresin ¢ok daha az diizeyde arttig1 tespit edildi.
4.6.2.1. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun oksidatif stres Uzerine etkilerinin
akas sitometrik analizi
4.6.2.1.1. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP hiicre hattinda oksidatif
stres lizerine etkisinin akis sitometrik analizi

LNCaP hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40
UM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin 12
saatlik oksidatif stres uzerine etkileri analiz edildiginde, ROS-pozitif hiicre oraninin
%9.50’den doz sirasina bagl olarak %17.58’e, %23.38%e, %39.17’ye, %34.34’¢ ve
%41.71 e arttig1 saptand1 (Sekil 138). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 12 saatlik doz
uygulamalarinin neden oldugu ROS-pozitif hiicre oranindaki artis istatistiksel olarak

anlaml1 (p<0.05, p<0.01) bulundu (Sekil 139).
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Sekil 138. Apigenin ve PEITC’in LNCaP hiicre hattinda 12 saatlik oksidatif stres
uzerine etkisi (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C) 40 uM Apigenin (D) 80 uM Apigenin
(E) 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC (F) 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC
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Sekil 139. Apigenin ve PEITC’in LNCaP hiicre hattinda 12 saatlik oksidatif stres
Uzerine etkisinin istatistiksel analizi (*p<0.05, **p<0.01)
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4.6.2.1.2. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP-HPR hiicre hattinda
oksidatif stres iizerine etkisinin akis sitometrik analizi

LNCaP-HPR hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 UM Apigenin,
40 uM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin
12 saatlik oksidatif stres iizerine etkileri analiz edildiginde, ROS-pozitif hiicre oraninin
%11.84’den doz sirasina bagl olarak %16.41°e, %15.91°e, %18.12°ye, %19.50’ye ve
%24.28’¢ artt181 saptand1 (Sekil 140). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 12 saatlik doz
uygulamalarinin neden oldugu ROS-pozitif hiicre oranindaki artis istatistiksel olarak

anlamli (p<0.05, p<0.01) bulundu (Sekil 141).
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Sekil 140. Apigenin ve PEITC’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 12 saatlik oksidatif stres
tzerine etkisi (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C) 40 uM Apigenin (D) 80 uM Apigenin
(E) 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC (F) 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC
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Sekil 141. Apigenin ve PEITC’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 12 saatlik oksidatif stres
tzerine etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01)
4.6.2.1.3. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun C4-2 hiicre hattinda oksidatif
stres lizerine etkisinin akis sitometrik analizi

C4-2 hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM
Apigenin +5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin 12 saatlik
oksidatif stres tizerine etkileri analiz edildiginde, ROS-pozitif hiicre oraninin
%21.77°den doz sirasina bagli olarak %22.81°e, %25.74’e, %31.70’e, %29.45°e ve
%36.42’ye arttig1 saptandi (Sekil 142). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 12 saatlik
doz uygulamalarinin neden oldugu ROS-pozitif hiicre oranindaki artis istatistiksel

olarak anlamli (p<0.05, p<0.01) bulundu (Sekil 143).
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Sekil 142. Apigenin ve PEITC’in C4-2 hiicre hattinda 12 saatlik oksidatif stres tizerine
etkisi (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C) 40 uM Apigenin (D) 80 uM Apigenin (E) 40

M1: 63.06
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UM Apigenin + 5 uM PEITC (F) 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC
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Sekil 143. Apigenin ve PEITC’in C4-2 hiicre hattinda 12 saatlik oksidatif stres tizerine

etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.05, **p<0.01)
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4.6.2.1.4. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun RWPE-1 hiicre hattinda
oksidatif stres iizerine etkisinin akis sitometrik analizi

RWPE-1 hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40
MM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin 12
saatlik oksidatif stres lizerine etkileri analiz edildiginde, ROS-pozitif hiicre oraninin
%0.34’den doz sirasina bagli olarak %0.74’e, %7.08’e, %10.15’e, %6.63’¢ ve
%12.10’a artt1g1 saptand1 (Sekil 144). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 12 saatlik doz
uygulamalarinin neden oldugu ROS-pozitif hiicre oranindaki artis istatistiksel olarak

anlamli (p<0.05, p<0.01) bulundu (Sekil 145).
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Sekil 144. Apigenin ve PEITC’in RWPE-1 hiicre hattinda 12 saatlik oksidatif stres
tzerine etkisi (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C) 40 uM Apigenin (D) 80 uM Apigenin
(E) 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC (F) 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC
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ROS-pozitif hiicre %

Sekil 145. Apigenin ve PEITC’in RWPE-1 hiicre hattinda 12 saatlik oksidatif stres
Uzerine etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.05, **p<0.01)
4.6.2.2. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun oksidatif stres tizerine etkilerinin
mikroskobik analizi

Apigenin ve PEITC’in 12 saatlik oksidatif stres Uzerine etkisi tim hcre
hatlarinda mikroskobik olarak analiz edildi. Bu kapsamda hiicrelerde 5 uM PEITC, 40
UM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin
+ 5 uM PEITC doz gruplarinin 12 saatlik uygulama siiresi sonunda neden olduklari
intraselliiler hidrojen peroksit ve siiperoksit birikimleri goriintiilendi. Hiicrelerde, akis
sitometrik oksidatif stres verileri ile uyumlu olarak doz grubu sirasina bagl yesil
floresan miktarindaki artis hidrojen peroksit lehine ve kirmizi floresan miktarindaki
artis siiperoksit anyonlarinin birikimi lehine yorumlandi ve hiicreler 100 pm 6lcekte
Hoechst niikleus boyamasi ile ¢akisik olarak goriintiilendi.
4.6.2.2.1. Hidrojen peroksit birikiminin mikroskobik analizi

Sekil 147-150°de goriintiilendigi tizere LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-
1 hiicre hatlarinda 12 saatlik 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM
Apigenin + 5 pM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin

uygulanmasi sonucu niikleus morfolojisi korunan hiicre popiilasyonu igerisinde yesil
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floresan 151ma veren hiicre oraninin ve dolayisiyla intraselliiler hidrojen peroksit
diizeyinin artis gosterdigi gdzlendi. Ozellikle 5 uM PEITC doz grubu disindaki doz
gruplarinin intraselliiler hidrojen peroksit diizeyinde belirgin artisa neden oldugu,
kombin doz gruplarmin ajanlarin tek baslarina uygulandiklar1 doz gruplart ile
kiyaslandiginda hidrojen peroksit miktarindaki artist daha fazla tetikledigi tespit
edildi. Ek olarak mikroskobik veriler, akis sitometrik oksidatif stres verileri ile uyumlu
olarak intaselliiler hidrojen peroksit diizeyindeki artisin kanser hiicrelerinde daha fazla

tetiklendigini dogruladi (Sekil 146-149).
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CM-H,DCFDA Hoechst Merge

A---
B---
C---
D---
F--

Sekil 146. Apigenin ve PEITC’in LNCaP hiicre hattinda 12 saatlik hidrojen peroksit
birikimine etkisinin mikroskobik analizi (100 um) (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C)
40 uM Apigenin (D) 80 uM Apigenin (E) 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC (F) 80 uM
Apigenin + 5 uM PEITC
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CM-H,DCFDA Hoechst Merge

A---
B---

Sekil 147. Apigenin ve PEITC’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 12 saatlik hidrojen
peroksit birikimine etkisinin mikroskobik analizi (100 um) (A) Kontrol (B) 5 uM
PEITC (C) 40 uM Apigenin (D) 80 uM Apigenin (E) 40 uM Apigenin +5 uM PEITC
(F) 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC
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CM-H,DCFDA Hoechst Merge

A---
B---
C---
D---
F---

Sekil 148. Apigenin ve PEITC’in C4-2 hiicre hattinda 12 saatlik hidrojen peroksit
birikimine etkisinin mikroskobik analizi (100 um) (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C)
40 uM Apigenin (D) 80 uM Apigenin (E) 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC (F) 80 uM
Apigenin + 5 uM PEITC
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CM-H,DCFDA Hoechst Merge

B---
C---
D---

Sekil 149. Apigenin ve PEITC’in RWPE-1 hiicre hattinda 12 saatlik hidrojen peroksit
birikimine etkisinin mikroskobik analizi (100 um) (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C)
40 uM Apigenin (D) 80 uM Apigenin (E) 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC (F) 80 uM
Apigenin + 5 uM PEITC
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4.6.2.2.2. Superoksit birikiminin mikroskobik analizi

LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarina 12 saatlik 5 pM
PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM
Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin uygulanmasini takiben intraselliiler
stiperoksit diizeyi mikroskobik olarak analiz edildiginde elde edilen verilerin akis
sitometrik oksidatif stres verileri ile uyumlu oldugu, tiim hiicre hatlarinda doz grubu
sirasina bagli olarak niikleus biitiinliigii korunan hiicre popiilasyonu igerisinde kirmizi
floresan 151ma veren ve dolayisiyla siiperoksit diizeyi yilikselmis olan hiicrelerin artig
gosterdigi tespit edildi (Sekil 150-153). Hidrojen peroksit birikiminin mikroskobik
analiz verileri ile uyumlu olarak, 6zellikle 5 uM PEITC doz grubu disindaki doz
gruplarinin intraselliiler siiperoksit diizeyinde belirgin artisa neden oldugu, kombin
doz gruplarinin ajanlarin tek baslarina uygulandiklari: doz gruplar ile kiyaslandiginda
stiperoksit miktarindaki artis1 daha fazla tetikledigi tepsit edildi. Ek olarak siiperoksit
birikiminin mikroskobik verileri, akis sitometrik oksidatif stres verileri ile uyumlu
olarak intaselliiler siiperoksit diizeyindeki artisin kanser hiicrelerinde daha fazla

tetiklendigini dogruladi (Sekil 150-153).
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Hoechst Merge

DHE
A---
B---
c---
D---

Sekil 150. Apigenin ve PEITC’in LNCaP hiicre hattinda 12 saatlik siiperoksit
birikimine etkisinin mikroskobik analizi (100 um) (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C)
40 uM Apigenin (D) 80 uM Apigenin (E) 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC (F) 80 uM
Apigenin + 5 uM PEITC
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Hoechst Merge

DHE
B ---
C---
D---

Sekil 151. Apigenin ve PEITC’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 12 saatlik siiperoksit
birikimine etkisinin mikroskobik analizi (100 um) (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C)
40 uM Apigenin (D) 80 uM Apigenin (E) 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC (F) 80 uM
Apigenin + 5 uM PEITC
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Hoechst Merge

DHE
A---
B ---
c---
D---

F ---

Sekil 152. Apigenin ve PEITC’in C4-2 hiicre hattinda 12 saatlik siiperoksit birikimine
etkisinin mikroskobik analizi (100 pum) (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C) 40 uM
Apigenin (D) 80 uM Apigenin (E) 40 uM Apigenin + 5 pM PEITC (F) 80 pM
Apigenin + 5 uM PEITC
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Hoechst Merge

DHE
A---
B ---
C---
D---
E ---
F ---

Sekil 153. Apigenin ve PEITC’in RWPE-1 hiicre hattinda 12 saatlik siiperoksit
birikimine etkisinin mikroskobik analizi (100 um) (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C)
40 uM Apigenin (D) 80 uM Apigenin (E) 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC (F) 80 uM
Apigenin + 5 uM PEITC
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4.6.3. Apigenin ve PEITC’in oksidatif stres iizerine etki acisindan Cabazitaxel ile
karsilastirmasi

Oksidatif stres verileri karsilastirildiginda LNCaP hiicre hattinda Apigenin ve
PEITC kombinasyonunun prooksidan etkilerinin Cabazitaxel’e gore daha yuksek
diizeyde oldugu, ancak redoks adapte LNCaP-HPR ve C4-2 hiicre hatlarinda 6zellikle
son doz gruplarinda (10 nM Cabazitaxel ve 80 uM Apigenin + 5 pM PEITC)
Cabazitaxel’in ROS artisin1 ¢ok az oranda fazla tetikledigi tespit edildi. Ek olarak
RWPE-1 hiicre hattinda akis sitometrik oksidatif stres verileri ve daha belirgin olarak
hidrojen peroksitin floresan mikroskobik analizi, kanser hiicreleri tizerinde Apigenin
ve PEITC kombinasyonunun Cabazitaxel’e gdre daha fazla secici prooksidan etkiye
sahip oldugunu ortaya koydu.
4.7. Mitokondriyal membran potansiyeli Gzerine etkiler
4.7.1. Cabazitaxel’in mitokondriyal membran potansiyeli Gzerine etkisi

Cabazitaxel’in tedavi siresi icerisinde maksimum ROS artisina 24. saatte
neden oldugu saptandigindan mitokondriyal membran potansiyeli analizleri de tiim
hiicre hatlarinda aynt zaman diliminde gerceklestirildi. Elde edilen veriler
Cabazitaxel’in prooksidan ozelligi ile uyumlu olarak mitokondriyal membran
potansiyelinde degisimlere neden oldugunu ve doza bagli olarak kontrol grubu ile
kiyaslandiginda depolarize mitokondriye sahip hiicre oranini arttirdigini gosterdi.
4.7.1.1. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda mitokondriyal membran
potansiyeli Gzerine etkisi

Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda 24 saatlik
mitokondriyal membran potansiyeli lizerine etkisi analiz edildiginde depolarize
mitokondriye sahip hiicre oraninin %16.29’dan doz artisina bagl sirasi ile %57.7’ye

ve %61.42’ye arttig1 saptandi (Sekil 154).
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Sekil 154. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik mitokondriyal membran
potansiyeli tizerine etkisi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM
4.7.1.2. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda mitokondriyal membran
potansiyeli Gzerine etkisi

Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda 24 saatlik
mitokondriyal membran potansiyeli {izerine etkisi analiz edildiginde depolarize
mitokondriye sahip hiicre oraninin %18.14’den doz artisina bagl siras1 ile %39.97a ve

%45.39’a artt1g1 saptandi (Sekil 155).
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Sekil 155. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 24 saatlik mitokondriyal
membran potansiyeli Gizerine etkisi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

4.7.1.3. Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda mitokondriyal membran potansiyeli
uUzerine etkisi

Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda 24 saatlik
mitokondriyal membran potansiyeli iizerine etkisi analiz edildiginde depolarize
mitokondriye sahip hiicre oraninin %34.06’dan doz artisina bagli siras1 ile %45°e ve

%48.8 e artt1g1 saptand1 (Sekil 156).
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Sekil 156. Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda 24 saatlik mitokondriyal membran
potansiyeli tizerine etkisi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

4.7.1.4. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda mitokondriyal membran
potansiyeli Gzerine etkisi

Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda 24 saatlik
mitokondriyal membran potansiyeli iizerine etkisi analiz edildiginde depolarize
mitokondriye sahip hiicre oraninin %6.28’den doz artigina bagl sirasi ile %17.27’ye

ve %22.9’a arttig1 saptand (Sekil 157).
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Sekil 157. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 24 saatlik mitokondriyal membran
potansiyeli tizerine etkisi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

4.7.1.5. Cabazitaxel’in mitokondriyal membran potansiyeli Utzerine etkisinin
istatistiksel analizi

Cabazitaxel’in LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarinda 5 ve
10 nM dozlarda 24 saatlik mitokondriyal membran potansiyeli Gzerine etkisinin
istatistiksel analizi ve anlamlilig1 (p<0.01) Sekil 158’de sunuldu.
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Sekil 158. Cabazitaxel’in mitokondriyal membran potansiyeli lzerine etkisinin
istatistiksel analizi (**p<0.01)
4.7.2. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun mitokondriyal membran
potansiyeli Gzerine etkisi

Apigenin ve PEITC’in tedavi siiresi icerisinde maksimum ROS artigina 12.
saatte neden oldugu saptandigindan mitokondriyal membran potansiyeli analizleri de
tim hiicre hatlarinda ayn1 zaman diliminde gergeklestirildi. Elde edilen veriler,
Apigenin ve PEITC’in mitokondriyal membran potansiyeli (zerine etkileri
bulundugunu, doz sirasina bagl olarak depolarize mitokondriye sahip hiicre oraninda
artis oldugunu ortaya koydu. Apigenin ve PEITC’in kombin olarak uygulandiklari doz
gruplarinda ajanlarin tek baslarina uygulandiklar1 doz gruplarina gére mitokondriyal
membran potansiyelindeki degisimler daha belirgin olarak saptandi. Ek olarak
ajanlarin hem tek baglarina hem de kombin olarak uygulandiklarinda kanser
hicrelerinin mitokondriyal membran potansiyelinde neden oldugu degisimlerin daha
fazla oldugu tespit edildi. Mitokondriyal membran potansiyeli ile ilgili mevcut veriler,
ajanlarin secici prooksidan etkileri ile uyumlu bulundu.
4.7.2.1. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP hicre hattinda
mitokondriyal membran potansiyeli Uzerine etkisi

LNCaP hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40
UM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin 12
saatlik mitokondriyal membran potansiyeli Uzerine etkileri analiz edildiginde,

depolarize mitokondriye sahip hiicre oraninin %13.02’den doz sirasina bagl olarak
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%24.49’a, %46.93’e, %54.44°e, %56.8’e ve %63.2°ye arttig1 saptand1 (Sekil 159).

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 12 saatlik doz uygulamalarimin neden oldugu

depolarize mitokondriye sahip hiicre oranindaki artis istatistiksel olarak anlamli

(p<0.01) bulundu (Sekil 160).
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Sekil 159. Apigenin ve PEITC’in LNCaP hiicre hattinda 12 saatlik mitokondriyal
membran potansiyeli tizerine etkisi (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C) 40 uM Apigenin
(D) 80 uM Apigenin (E) 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC (F) 80 uM Apigenin + 5
UM PEITC
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Sekil 160. Apigenin ve PEITC’in LNCaP hiicre hattinda 12 saatlik mitokondriyal
membran potansiyeli Gizerine etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01)
4.7.2.2. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP-HPR hiicre hattinda
mitokondriyal membran potansiyeli Uzerine etkisi

LNCaP-HPR hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 UM Apigenin,
40 uM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin
12 saatlik mitokondriyal membran potansiyeli {lizerine etkileri analiz edildiginde,
depolarize mitokondriye sahip hiicre oraninin %16.65’den doz sirasina bagli olarak
%27.65’e, %35.52°ye, %51.96’ya, %38.54’e ve %56.65 ¢ arttig1 saptandi (Sekil 161).
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 12 saatlik doz uygulamalarinin neden oldugu
depolarize mitokondriye sahip hiicre oranindaki artig istatistiksel olarak anlamli

(p<0.01) bulundu (Sekil 162).
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Sekil 161. Apigenin ve PEITC’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 12 saatlik
mitokondriyal membran potansiyeli izerine etkisi (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C)
40 pM Apigenin (D) 80 uM Apigenin (E) 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC (F) 80 pM
Apigenin + 5 uM PEITC
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Sekil 162. Apigenin ve PEITC’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 12 saatlik
mitokondriyal membran potansiyeli Uzerine etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01)
4.7.2.3. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun C4-2 hiicre hattinda
mitokondriyal membran potansiyeli Uzerine etkisi

C4-2 hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM
Apigenin +5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin 12 saatlik
mitokondriyal membran potansiyeli iizerine etkileri analiz edildiginde, depolarize
mitokondriye sahip hiicre oraninin %18.84’den doz sirasina bagli olarak %33.6’ya,
%58.02°ye, %58.85’e, %59.52’ye ve %60.61°e arttig1 saptand1 (Sekil 163). Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda 12 saatlik doz uygulamalarinin neden oldugu depolarize
mitokondriye sahip hiicre oranindaki artis istatistiksel olarak anlamli (p<0.01) bulundu
(Sekil 164).
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Sekil 163. Apigenin ve PEITC’in C4-2 hiicre hattinda 12 saatlik mitokondriyal
membran potansiyeli tizerine etkisi (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C) 40 uM Apigenin
(D) 80 uM Apigenin (E) 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC (F) 80 uM Apigenin + 5
UM PEITC
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Sekil 164. Apigenin ve PEITC’in C4-2 hiicre hattinda 12 saatlik mitokondriyal
membran potansiyeli Gzerine etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01)
4.7.2.4. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun RWPE-1 hiicre hattinda
mitokondriyal membran potansiyeli Uzerine etkisi

RWPE-1 hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40
MM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin 12
saatlik mitokondriyal membran potansiyeli iizerine etkileri analiz edildiginde,
depolarize mitokondriye sahip hiicre oraninin %6.59°dan doz sirasina bagli olarak
%8.09’a, %10.11°e, %9.13’e, %10.83’e ve %7.28’¢ arttig1 saptandi (Sekil 165).
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 12 saatlik doz uygulamalarinin neden oldugu
depolarize mitokondriye sahip hiicre oranindaki artis istatistiksel olarak anlamli

(p<0.05, p<0.01) bulundu (Sekil 166).
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Sekil 165. Apigenin ve PEITC’in RWPE-1 hiicre hattinda 12 saatlik mitokondriyal
membran potansiyeli tizerine etkisi (A) Kontrol (B) 5 uM PEITC (C) 40 uM Apigenin
(D) 80 uM Apigenin (E) 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC (F) 80 uM Apigenin + 5
UM PEITC
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Sekil 166. Apigenin ve PEITC’in RWPE-1 hiicre hattinda 12 saatlik mitokondriyal
membran potansiyeli Gizerine etkisinin istatistiksel analizi (*p<0.05, **p<0.01)
4.7.3. Apigenin ve PEITC’in mitokondriyal membran potansiyeli tzerine etki
acisindan Cabazitaxel ile karsilastirmasi

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun Cabazitaxel’e gbre mitokondriyal
membran potansiyeli iizerine etkileri karsilastirildiginda kombin uygulamanin tiim
kanser hiicre hatlarinda secici olarak daha fazla etkiye sahip oldugu tespit edildi.
Mitokondriyal membran potansiyeli verileri kombin uygulamanin prooksidan etkileri

ile uyumlu bulundu.

4.8. Total GSH miktan iizerine etkiler
4.8.1. Cabazitaxel’in total GSH miktar1 iizerine etkisi

Cabazitaxel’in tedavi siiresi igerisinde maksimum ROS artisina 24. saatte
neden oldugu saptandigindan hiicrelerin total GSH miktarindaki degisimler de tim
hiicre hatlarinda ayn1 zaman diliminde gerceklestirildi. Cabazitaxel’in 5 ve 10 nM
dozlarda 24 saatlik total GSH miktar1 iizerine etkisi analiz edildiginde, kontrol grubu
ile kiyaslandiginda doz artisina bagli olarak sirasiyla total GSH miktarinin LNCaP
hiicre hattinda %85.05’e ve %65.76’ya; LNCaP-HPR hiicre hattinda %89.67’ye ve
%85.84’e; C4-2 hiicre hattinda %95.46’ya ve %90.12°ye; RWPE-1 hiicre hattinda
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%97.52’ye ve %95.89’a azaldigi saptandi (Sekil 167). Elde edilen veriler
Cabazitaxel’in Ozellikle LNCaP hiicre hattinda hiicrelerde bulunan total GSH
miktarini azaltici etkisinin istatistiksel olarak anlamli oldugunu ortaya koydu (p<0.01).
Ancak istatistiksel olarak anlamli (p<0.01) olmasina ragmen LNCaP-HPR ve C4-2
hiicre hatlarmin GSH miktarlarindaki diistisiin LNCaP hiicrelerindeki diisiise gore
daha az oranda oldugu saptandi. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 5 nM doz igin
total GSH miktari tizerine anlamli bir etkisi bulunmazken, 10 nM doz grubundaki total

GSH miktarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulundu.
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Sekil 167. Cabazitaxel’in total GSH miktar1 {lizerine etkisinin istatistiksel analizi
(*p<0.05, **p<0.01)

4.8.2. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun total GSH miktari iizerine etkisi
Apigenin ve PEITC’in tedavi siiresi i¢erisinde maksimum ROS artigina 12.
saatte neden oldugu saptandigindan hiicrelerin total GSH miktarindaki degisimler de
tiim hiicre hatlarinda ayn1 zaman diliminde gerceklestirildi. Elde edilen veriler 5 uM
PEITC’in kanser hiicrelerinde total GSH miktar1 iizerinde bir etkisi bulunmadigini,
RWPE-1 normal prostat epitel hiicrelerinde ise total GSH miktarinmi arttirict etkiye
sahip oldugunu gosterdi. 5 uM PEITC digindaki artan doz gruplarinin, belirgin olarak
LNCaP hiicre hattinda olmak iizere kanser hiicrelerinde doz sirasina bagli olarak total
GSH miktarimi inhibe edici etkilerinin oldugu tespit edildi. Kombin doz gruplarinin

kanser hiicrelerinde ajanlarin tek baslarina uygulandiklart doz gruplar ile
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kiyaslandiginda daha fazla oranda GSH miktarini azalttigi, ancak ters bir etki ile
RWPE-1 hiicrelerinde ajanlarin tek basina total GSH miktar {izerine etkilerinin
kombin dozlara gore daha fazla oldugu belirlendi.
4.8.1. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP hiicre hattinda total GSH
miktar iizerine etkisi

LNCaP hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40
UM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin 12
saatlik total GSH miktar1 lizerine etkileri analiz edildiginde 5 uM PEITC’in GSH
miktar1 iizerine anlamli bir etkisi saptanmazken diger doz gruplarinda hiicrelerin total
GSH miktarinin doz sirasina bagli olarak %55.6’ya, %38.03’e, %43.25’e ve %35.08’¢
azaldig tespit edildi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 12 saatlik doz uygulamalarinin
neden oldugu GSH miktarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli (p<0.01) bulundu
(Sekil 168).

Total glutatyon (GSH) %

Sekil 168. Apigenin ve PEITC’in LNCaP hiicre hattinda 12 saatlik total GSH miktari
tzerine etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01)
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4.8.2. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP-HPR hiicre hattinda total
GSH miktar iizerine etkisi

LNCaP-HPR hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 UM Apigenin,
40 uM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin
12 saatlik total GSH miktar iizerine etkileri analiz edildiginde 5 pM PEITC’in GSH
miktari lizerine anlamli bir etkisi saptanmazken diger doz gruplarinda hiicrelerin total
GSH miktarinin doz sirasina bagli olarak %58.74’e, %43.93’e, %53.25’e ve %41.41°¢
azaldig1 tespit edildi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 12 saatlik doz uygulamalarinin
neden oldugu GSH miktarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli (p<0.01) bulundu
(Sekil 169).

Total glutatyon (GSH) %

Sekil 169. Apigenin ve PEITC’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 12 saatlik total GSH
miktar lizerine etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01)
4.8.3. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun C4-2 hiicre hattinda total GSH
miktari iizerine etkisi

C4-2 hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM
Apigenin +5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin 12 saatlik
total GSH miktar1 iizerine etkileri analiz edildiginde 5 uM PEITC’in GSH miktar1

tizerine anlamli bir etkisi saptanmazken diger doz gruplarinda hiicrelerin total GSH
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miktarinin doz sirasina bagl olarak %62.85’e, %47.17’ye, %55.13’e ve %42.82’ye
azaldig tespit edildi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 12 saatlik doz uygulamalarinin
neden oldugu GSH miktarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli (p<0.01) bulundu
(Sekil 170).

Total glutatyon (GSH) %

Sekil 170. Apigenin ve PEITC’in C4-2 hiicre hattinda 12 saatlik total GSH miktar1
tzerine etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01)
4.8.4. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun RWPE-1 hiicre hattinda total GSH
miktar iizerine etkisi

RWPE-1 hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40
UM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin 12
saatlik total GSH miktar1 lizerine etkileri analiz edildiginde 5 uM PEITC’in hiicrelerin
total GSH miktarin1 %118.57’ye arttirdig1 saptanirken diger doz gruplarinin doz
sirasina bagli olarak total GSH miktarint %66.21°e, %62.17°ye, %70.89’a ve
%76.42°ye azalttig1 tespit edildi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 12 saatlik doz
uygulamalarinin neden oldugu GSH miktarindaki azalma istatistiksel olarak anlaml

(p<0.05, p<0.01) bulundu (Sekil 171).
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Total glutatyon (GSH) %

Sekil 171. Apigenin ve PEITC’in RWPE-1 hiicre hattinda 12 saatlik total GSH miktari
tzerine etkisinin istatistiksel analizi (**p<0.01)
4.8.3. Apigenin ve PEITC’in total GSH miktar iizerine etki acgisindan
Cabazitaxel ile karsilastirmasi

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun Cabazitaxel’e gore total GSH miktari
tizerine etkileri karsilastirildiginda kombin uygulamanin belirgin olarak daha fazla
total GSH miktarin1 inhibe edici etkileri oldugu belirlendi. Cabazitaxel’in ise
prooksidan etkileri bulunmasina ragmen total GSH miktar1 tizerindeki etkilerinin

oldukea diisiik oldugu saptandi.

4.9. Gen ekspresyonu uzerine etkiler
4.9.1. Cabazitaxel’in gen ekspresyonu Uzerine etkileri

Cabazitaxel’in 5 ve 10 nM dozlarda 48 saatlik uygulamasi sonucu LNCaP,
LNCaP-HPR ve C4-2 hiicre hatlarinda redoks duyarli transkripsiyon faktorlerinden
Nrf2, Hif-a ve NF-xB, antioksidan savunma sistemi ana enzimlerini kodlayan SOD,
CAT ve GR genleri ile prostat kanseri progresyonunda 6nemli genler olan AR ve KLK3
(PSA) genlerinin; RWPE-1 hiicre hattinda ise Nrf2, Hif-a, NF-xB, SOD, CAT ve GR
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genlerinin transkripsiyon seviyesi Uzerine etkileri analiz edildi ve bulgular her bir
hiicre hattinda detaylandirildi.
4.9.1.1. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda gen ekspresyonu iizerine etkisi
Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda Nrf2, Hif-a, NF-xB,
SOD, CAT, GR, AR ve KLK3 (PSA) genlerinin transkripsiyon diizeyi Uzerine 48 saatlik
etkileri analiz edildiginde, 5 nM dozda NF-«xB geninin mRNA dizeyinde 1.47-kat
(p<0.01) anlaml1 artis ve PSA geninin mRNA duzeyinde 1.95-kat (p<0.01) anlamli
azalma tespit edildi (Sekil 172). 10 nM uygulama sonrasinda ise redoks duyarli
transkripsiyon faktorlerinden Nrf2 ve Hif-a genlerinin mRNA diizeylerinde sirasi ile
1.22-kat (p<0.01) ve 1.50-kat (p<0.01) anlamli azalma saptanirken, AR ve PSA’da
sirast ile 1.41-kat (p<0.01) ve 1.69-kat (p<0.01); antioksidan genler SOD, CAT ve
GR’de siras1 ile 1.35-kat (p<0.01), 1.67-kat (p<0.01) ve 1.46-kat (p<0.01) azalma
tespit edildi. LNCaP hiicre hattinda 48 saatlik Cabazitaxel uygulamasinin gen

ekspresyon verilerine ait istatistiksel analiz Sekil 172°de sunuldu.
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Sekil 172. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda 48 saatlik gen ekspresyon seviyeleri
tzerine etkisi (*p<0.05, **p<0.01)
4.9.1.2. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda gen ekspresyonu iizerine
etkisi

Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda Nrf2, Hif-a,
NF-xB, SOD, CAT, GR, AR ve KLK3 (PSA) genlerinin transkripsiyon diizeyi (izerine
48 saatlik etkileri analiz edildiginde, 5 nM dozda NF-xB geninin mRNA duzeyinde
2.15-kat (p<0.01), SOD ve GR genlerinin mRNA diizeylerinde ise sirasi ile 1.37-kat
(p<0.01) ve 1.27-kat (p<0.01) anlamli artis saptandi (Sekil 173). 10 nM uygulama
sonrasinda ise NF-xB geninin mRNA dlzeyinde 1.34-kat (p<0.01) anlamli artis
saptanirken Hif-a geninde 1.27-kat (p<0.01) anlamli azalma oldugu tespit edildi. Ek
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olarak 5 ve 10 nM doz uygulamalar1 sonrasinda AR ve PSA genlerinin mRNA
diizeylerinde doza bagli olarak sirasi ile 1.12-kat (p<0.05) ve 1.77-kat (p<0.01); 1.33-
kat (p<0.01) ve 1.59-kat (p<0.01) anlaml1 azalma oldugu saptandi (Sekil 173). LNCaP-
HPR hiicre hattinda 48 saatlik Cabazitaxel uygulamasinin gen ekspresyon verilerine

ait istatistiksel analiz Sekil 173’de sunuldu.
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Sekil 173. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 48 saatlik gen ekspresyon
seviyeleri Gzerine etkisi (*p<0.05, **p<0.01)
4.9.1.3. Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda gen ekspresyonu tzerine etkisi
Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda Nrf2, Hif-a, NF-xB,
SOD, CAT, GR, AR ve KLK3 (PSA) genlerinin transkripsiyon diizeyi Uzerine 48 saatlik
etkileri analiz edildiginde, 5 nM dozda redoks duyarli transkripsiyon faktorlerini
kodlayan NF-«B ve Hif-o genlerinin mRNA diizeylerinde sirasi ile 1.35 kat (p<0.01)
ve 1.57-kat (p<0.01); antioksidan savunma sistemi ana enzimlerini kodlayan SOD ve
GR genlerinin mRNA diizeylerinde ise sirastile 1.21-kat (p<0.01) ve 1.20-kat (p<0.05)
anlamli artig saptandi (Sekil 174). 10 nM uygulama sonrasinda ise transkripsiyon
diizeyinde artis saptanan genlerden yalnizca Hif-o’nin (p<0.05) 1.31-kat anlaml1 artig
gosterdigi tespit edildi (Sekil 174). Ek olarak 5 ve 10 nM doz uygulamalar1 sonrasinda
AR ve PSA genlerinin istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen transkripsiyon
diizeylerinde azalmalar oldugu belirlendi (Sekil 174). C4-2 hiicre hattinda 48 saatlik
Cabazitaxel uygulamasinin gen ekspresyon verilerine ait istatistiksel analiz Sekil

174’de sunuldu.
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Sekil 174. Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda 48 saatlik gen ekspresyon seviyeleri
Uzerine etkisi (*p<0.05, **p<0.01)
4.9.1.4. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda gen ekspresyonu iizerine etkisi
Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda Nrf2, Hif-a, NF-
kB, SOD, CAT ve GR genlerinin transkripsiyon dlzeyi tizerine 48 saatlik etkileri analiz
edildiginde, 5 nM dozda redoks duyarli transkripsiyon faktorlerini kodlayan Nrf2, NF-
kB ve Hif-a genlerinin mRNA diizeylerinde sirasi ile 1.30-kat (p<0.01), 1.43-kat
(p<0.01) ve 1.34-kat (p<0.01) anlaml1 artis oldugu belirlendi (Sekil 175). Ayrica ayni
dozda antioksidan savunma sistemi ana enzimlerini kodlayan SOD ve CAT genlerinin
MRNA dizeylerinde ise sirasi1 ile 1.26-kat (p<0.05) ve 1.70-kat (p<0.01) anlamli artis
saptand1 (Sekil 175). 10 nM dozda ilgili genlerin mRNA diizeylerinde anlamli bir
degisim tespit edilmedi. RWPE-1 hiicre hattinda 48 saatlik Cabazitaxel uygulamasinin

gen ekspresyon verilerine ait istatistiksel analiz Sekil 175’de sunuldu.

Lid W Gapéh
m N2
W NF-xB
W Hifa
M sop
W car
B ez

Kat degisimi

a

Kontrol 5 nM Cabazitaxel 10 nM Cabazitaxel

Sekil 175. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 48 saatlik gen ekspresyon seviyeleri
uzerine etkisi (*p<0.05, **p<0.01)
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4.9.2. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun gen ekspresyonu Uzerine etkileri

LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarinda 5 uM PEITC, 40 uM
Apigenin, 80 UM Apigenin, 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5
uM PEITC doz gruplarinin 24 saatlik uygulamalar1 sonrasinda LNCaP, LNCaP-HPR
ve C4-2 hucrelerinde redoks duyarli transkripsiyon faktorlerinden Nrf2, Hif-o ve NF-
kB, antioksidan savunma sistemi ana enzimlerini kodlayan SOD, CAT ve GR genleri
ile prostat kanseri progresyonunda 6nemli genler olan AR ve KLK3 (PSA) genlerinin;
RWPE-1 hucresinde ise Nrf2, Hif-a, NF-xkB, SOD, CAT ve GR genlerinin
transkripsiyon seviyelerindeki degisimler analiz edildi ve bulgular her bir hucre
hattinda detaylandirildi.
4.9.2.1. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP hiicre hattinda gen
ekspresyonu Uzerine etkileri

LNCaP hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40
UM Apigenin +5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarimin Nrf2,
Hif-a, NF-xB, SOD, CAT, GR, AR ve KLK3 (PSA) genlerinin transkripsiyon diizeyi
tizerine 24 saatlik etkileri analiz edildiginde 5 pM PEITC’in gen ekspresyon seviyeleri
lizerine tek basina anlamli bir etkisi olmadigi, 40 uM Apigenin ile birlikte
uygulandiginda ise 40 uM Apigenin’in tek basina etkilerini arttirdigi, Nrf2, NF-«xB ve
Hif-a’nin mRNA diizeylerinde sirasiyla 2.15-kat (p<0.01), 3.25-kat (p<0.01) ve 1.82-
kat (p<0.01) anlamli artisa neden oldugu belirlendi (Sekil 176). 80 uM Apigenin
uygulamasi sonucu ise Nrf2, NF-xB ve Hif-a’nin mRNA diizeylerinde sirastyla 10.95-
kat (p<0.01), 3.47-kat (p<0.01) ve 1.62-kat (p<0.05) anlaml1 azalma oldugu saptandi
(Sekil 176). 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin birlikte uygulamasi sonucu ise genlerin
MRNA seviyelerindeki diisiisiin 80 pM Apigenin’in tek basina neden oldugu diisiise
gore daha fazla oldugu, Nrf2, NF-«B ve Hif-a genlerinin mRNA diizeylerinde sirasiyla
18.94-kat (p<0.01), 5.84-kat (p<0.01) ve 1.70-kat (p<0.05) anlaml1 azalma bulundugu
tespit edildi (Sekil 176). Antioksidan savunma sistemi ana enzimlerini kodlayan SOD,
CAT ve GR genlerinin transkripsyon diizeylerindeki azalma yoniinde en anlamlhi
degisimin ise 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz grubunda oldugu saptandi. Son
olarak AR ve PSA genlerinde de Apigenin uygulanan doz gruplarinda anlaml
azalmalar oldugu, AR geninin ekspresyon seviyesinin 80 UM Apigenin ve 80 uM
Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinda sirasiyla 5.62-kat (p<0.01) ve 3.29-kat
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(p<0.01) azaldigi, PSA geninde ise 40 uM Apigenin ve 40 uM Apigenin + 5 uM
PEITC doz gruplarinda sirasiyla 3.51-kat (p<0.01) ve 2.67-kat (p<0.01) azalma oldugu
belirlendi. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik

gen ekspresyon verilerine ait istatistiksel analiz Sekil 176’da sunuldu.
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Sekil 176. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik
gen ekspresyon seviyeleri tizerine etkisi (*p<0.05, **p<0.01)
4.9.2.2. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP-HPR hiicre hattinda gen
ekspresyonu Uzerine etkileri

LNCaP-HPR hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 UM Apigenin,
40 uM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin
Nrf2, Hif-a, NF-xB, SOD, CAT, GR, AR ve KLK3 (PSA) genlerinin transkripsiyon
diizeyi tizerine 24 saatlik etkileri analiz edildiginde 5 uM PEITC’in CAT geninde
neden oldugu azalma disinda (2.50-kat, p<0.01) diger genlerin ekspresyon seviyeleri
tizerine tek bagina anlamli bir etkisinin bulunmadig belirlendi. 40 uM Apigenin’in tek
basina uygulandigi doz grubunda Nrf2, NF-xB ve Hif-a’'nin mRNA diizeylerinde
sirasiyla 1.46-kat (p<0.01), 1.62-kat (p<0.01) ve 1.60-kat (p<0.01) anlamli artis
oldugu belirlendi (Sekil 177). Ancak 5 uM PEITC ve 40 uM Apigenin’in birlikte
uygulamasi sonucu bu genlerin transkripsiyon seviyelerinde artisin olmadigi, Nrf2
geninin mRNA seviyesinde ise 2.21-kat (p<0.01) anlamli azalma oldugu tespit edildi
(Sekil 177). 80 uM Apigenin doz grubunda Nrf2, NF-«xB ve Hif-a genlerinin
transkripsiyon seviyelerinde sirasiyla 8.63-kat (p<0.01), 2.69-kat (p<0.01) ve 2.46-kat
(p<0.01) anlaml1 azalma oldugu, 80 uM Apigenin’in 5 uM PEITC ile uygulandigi doz

grubunda ise azalma yoniindeki degisimin daha belirgin oldugu ve kombin doz
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grubunun Nrf2, NF-xB ve Hif-a genlerinin transkripsiyon seviyelerinde sirasiyla
13.45-kat (p<0.01), 3.52-kat (p<0.01) ve 2.69-kat (p<0.01) anlamli azalmaya neden
oldugu belirlendi (Sekil 177). Ek olarak antioksidan savunma sistemi ana enzimlerini
kodlayan SOD, CAT ve GR genlerinin transkripsyon diizeylerindeki azalma ydniinde
en anlamli degisimlerin kombin doz gruplarinda oldugu, 80 uM Apigenin + 5 pM
PEITC doz grubunda SOD ve CAT genlerinde sirastyla 2.0-kat (p<0.01) ve 3.49-kat
(p<0.01) azalma bulundugu saptand1 (Sekil 177). Son olarak AR ve PSA genlerinin
transkripsiyon diizeylerindeki anlamli azalmalarm 80 pM Apigenin ve 80 pM
Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinda belirgin oldugu, kombin doz grubunda daha
fazla olmak Uzere AR ve PSA genlerinin mRNA diizeylerinin sirasiyla 6.67-kat
(p<0.01) ve 5.51-kat (p<0.01) azalma gosterdigi bulundu. Apigenin ve PEITC
kombinasyonunun LNCaP-HPR hiicre hattinda 24 saatlik gen ekspresyon verilerine
ait istatistiksel analiz Sekil 177’de sunuldu.
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Sekil 177. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP-HPR hiicre hattinda 24
saatlik gen ekspresyon seviyeleri Uzerine etkisi (*p<0.05, **p<0.01)

4.9.2.3. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun C4-2 hiicre hattinda gen
ekspresyonu Uzerine etkileri

C4-2 hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM
Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin Nrf2,
Hif-a, NF-xB, SOD, CAT, GR, AR ve KLK3 (PSA) genlerinin transkripsiyon diizeyi
iizerine 24 saatlik etkileri analiz edildiginde 5 uM PEITC’in gen ekspresyon seviyeleri
iizerine tek basina anlamli bir etkisi olmadig1 belirlenmesine ragmen kombin doz

gruplarinda Apigenin’in tek basina etkilerine ek olarak genlerin transkripsiyonel
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diizeyde regiilasyonuna katki sagladigi belirlendi (Sekil 178). 40 uM Apigenin doz
grubunda Hif-a geninin mRNA diizeyinin 1.66 kat (p<0.01), 40 uM Apigenin + 5 uM
PEITC doz grubunda ise 1.53-kat (p<0.01) artis gosterdigi tespit edildi (Sekil 178).
Buna ragmen diger redoks duyarli transkripsiyon faktorleri Nrf2 ve NF-xB
transkripsiyon seviyelerinin 40 pM Apigenin uygulanan doz gruplarinda azalma
gosterdigi ancak 80 uM Apigenin uygulanan doz gruplarinda redoks duyarl
transkripsiyon faktorlerini kodlayan genlerin tiimiinde azalma yoniindeki degisimlerin
daha belirgin oldugu belirlendi. 80 uM Apigenin’in tek basina uygulandigi doz
grubunda 6zellikle Nrf2 ve NF-xB genlerinin mRNA seviyelerinde sirastyla 2.22-kat
(p<0.01) ve 1.34-kat (p<0.01) azalma oldugu, 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz
grubunda ise ayni genlere ait regiilasyonun 2.40-kat (p<0.01) ve 1.61-kat (p<0.05)
azalma yoniinde degistigi saptandi (Sekil 178). LNCaP-HPR hiicre hattindaki bulguya
benzer sekilde antioksidan savunma sistemi ana enzimlerini kodlayan SOD, CAT ve
GR genlerinin transkripsyon diizeylerindeki azalma yoniinde en anlamli degisim 80
UM Apigenin + 5 uM PEITC doz grubunda gergeklestigi belirlendi. 80 uM Apigenin
+ 5 puM PEITC doz grubunda SOD, CAT ve GR genlerinin mRNA seviyelerinde
sirastyla 1.71-kat (p<0.01), 1.75-kat (p<0.01) ve 2.38-kat (p<0.01) anlamli azalma
oldugu tespit edildi (Sekil 178). Son olarak AR ve PSA genlerinin transkripsiyon
diizeylerindeki anlamli azalmalarin 80 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC doz gruplarinda belirgin oldugu, kombin doz grubunda daha fazla olmak tizere
AR ve PSA genlerinin mRNA diizeylerinin sirasiyla 4.96-kat (p<0.01) ve 3.42-kat
(p<0.01) azalma gosterdigi bulundu. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun C4-2
hiicre hattinda 24 saatlik gen ekspresyon verilerine ait istatistiksel analiz Sekil 178’de

sunuldu.
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Sekil 178. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun C4-2 hiicre hattinda 24 saatlik gen
ekspresyon seviyeleri lizerine etkisi (*p<0.05, **p<0.01)
4.9.2.4. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun RWPE-1 hiicre hattinda gen
ekspresyonu Uzerine etkileri

RWPE-1 hiicre hattinda 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40
UM Apigenin +5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin Nrf2,
Hif-a, NF-xB, SOD, CAT ve GR genlerinin transkripsiyon duzeyi izerine 24 saatlik
etkileri analiz edildiginde 5 uM PEITC’in CAT geninde neden oldugu azalma disinda
(1.53-kat, p<0.05) diger genlerin ekspresyon seviyeleri iizerine tek basina anlamli bir
etkisinin bulunmadigi, RWPE-1 hiicre hattinda 5 puM PEITC hari¢ diger doz
gruplarinin tamaminda tiim genlerin azalma yoniinde anlamli olarak yeniden
diizenlendigi ve en belirgin azalmanin Nrf2 geninde oldugu belirlendi (Sekil 179). 80
MM Apigenin doz grubunda Nrf2, NF-xB ve Hif-a’nin mRNA diizeylerinde sirasiyla
21.76-kat (p<0.01), 5.15-kat (p<0.01) ve 8.26-kat (p<0.01) azalma oldugu tespit edildi.
Ancak RWPE-1 hiicre hattinda kanser hiicrelerindeki bulgularin aksine ayni genlerin
transkripsiyon seviyelerindeki azalmalarin, Apigenin’in tek basina uygulandigi doz
gruplari ile karsilagtirildiginda kombin doz gruplarinda daha az oldugu saptandi (Sekil
179). Son olarak, kanser hiicrelerinde antioksidan savunma sistemi ana enzimlerini
kodlayan genlerde en belirgin azalmanin tespit edildigi 80 uM Apigenin + 5 pM
PEITC doz grubunda, RWPE-1 hiicre hattinda SOD, CAT ve GR genlerinin
transkripsyon diizeylerinde sirasiyla 1.91-kat (p<0.01), 2.13-kat (p<0.01) ve 2.11-kat
azalma (p<0.01) oldugu belirlendi. Ancak RWPE-1 hiicre hattinda 80 uM Apigenin +
5 UM PEITC doz grubunda tespit edilen azalma katsayilari, diger doz gruplarina gore
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daha az diizeyde idi (Sekil 179). Apigenin ve PEITC kombinasyonunun RWPE-1
hiicre hattinda 24 saatlik gen ekspresyon verilerine ait istatistiksel analiz Sekil 179°da
sunuldu.
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Sekil 179. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun RWPE-1 hiicre hattinda 24 saatlik
gen ekspresyon seviyeleri tizerine etkisi (*p<0.05, **p<0.01)

4.9.3. Apigenin ve PEITC’in gen ekspresyonu iizerine etki agisindan Cabazitaxel
ile karsilastirmasi

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun Cabazitaxel’e gére gen ekspresyonu
tizerine etkileri karsilastirildiginda, Cabazitaxel’in prooksidan etkisine ragmen tim
hiicre hatlarinda NF-xB geninin mRNA seviyesini arttirdigi belirlendi; ancak Apigenin
ve PEITC kombinasyonunun NF-«xB nin da yer aldig1 redoks duyarli transkripsiyon
faktorlerinin tiimiiniin transkripsiyon seviyesinde azalmaya neden oldugu tespit edildi.
Buna ek olarak, Cabazitaxel’in diger redoks duyarli transkripsiyon faktorleri Nrf2 ve
Hif-o’nin mRNA diizeylerindeki degisimleri daha az etkiledigi hatta C4-2 hiicre
hattinda transkripsiyonu baskilama yoniindeki etkilerinin bulunmadigi belirlendi.
Mevcut bulguya ragmen, Apigenin ve PEITC kombinasyonu icin elde edilen veriler,
kombin uygulamanin tim hiicre hatlarinda hem redoks duyarli transkripsiyon
faktorlerinin hem de antioksidan savunma sistemi enzimlerini kodlayan genlerin
mRNA seviyeleri iizerinde azaltici etkileri oldugunu ortaya koydu. Ayrica iki
uygulamanin mRNA diizeyinde anti-androjenik etkileri karsilastirildiginda, Apigenin
ve PEITC kombinasyonunun iligkili etkilerinin belirgin olarak fazla oldugu saptandi.
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4.10. Protein ekspresyonu Uzerine etkiler
4.10.1. Cabazitaxel’in protein ekspresyonu Uzerine etkileri

Cabazitaxel’in 5 ve 10 nM dozlarda 48 saatlik uygulamasi sonucu LNCaP,
LNCaP-HPR ve C4-2 hiicre hatlarinda p-Nrf2, p-NF-xB, Hif-a, AR ve PSA; RWPE-
1 hiicre hattinda ise p-Nrf2, p-NF-kB ve Hif-a proteinlerinin sitoplazmik ve niiklear
ekspresyon seviyelerindeki degisimler analiz edildi ve bulgular her bir hiicre hattinda
detaylandirildi.
4.10.1.1. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda protein ekspresyonu iizerine
etkileri

Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda p-Nrf2, p-NF-«xB,
Hif-a, AR ve PSA proteinlerinin sitoplazmik ve niiklear ekspresyon seviyeleri izerine
48 saatlik etkileri analiz edildiginde, tim doz gruplarinda analiz edilen proteinlerin
ekspresyon seviyelerinin doz artisina bagli olarak farkli kat degisimlerinde azaldig:
saptand1 (Sekil 180). 5 nM dozda sitoplazmik p-Nrf2, p-NF-«xB ve Hif-a proteinlerinin
sirasiyla 1.07-kat (p<0.05), 3.5-kat (p<0.01) ve 1.43-kat (p<0.01); 10 nM dozda ise
1.81-kat (p<0.01), 2.95-kat (p<0.01) ve 1.22-kat (p<0.01) anlaml1 azaldig1 tespit edildi
(Sekil 181a). Nuklear ekspresyon seviyeleri degerlendirildiginde ise 5 nM dozda p-
Nrf2, p-NF-xB ve Hif-a proteinlerinin seviyelerinde sirasiyla 7.5-kat (p<0.01), 4.0-kat
(p<0.01) ve 7.4-kat (p<0.01); 10 nM dozda 8.3-kat (p<0.01), 3.5-kat (p<0.01) ve 12.0-
kat (p<0.01) anlamli azalma oldugu belirlendi (Sekil 181g). Sitoplazmik AR
seviyesinde doz artigina bagl sirasi ile 1.06-kat (p<0.01) ve 1.66-kat (p<0.01) azalma
oldugu (Sekil 1814), niiklear AR seviyesinin ise doz artisina bagh sekilde belirgin
olarak diistiigii (10.8-kat, p<0.01 ve 15.2-kat, p<0.01) bulundu (Sekil 181g). Ek olarak
PSA ekspresyonunda Cabazitaxel doz artisina bagli olarak 1.55-kat (p<0.01) ve 3.5-
kat (p<0.01) anlaml1 azalma oldugu saptandi (Sekil 1814).
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Sekil 180. Cabazitaxel’in LNCaP hucre hattinda 48 saatlik protein ekspresyon
seviyeleri Gzerine etkisi
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Sekil 181. 48 saatlik Cabazitaxel uygulanan LNCaP hiicre hatttinda degisen (A)
sitoplazmik (B) niiklear protein ekspresyon seviyelerinin istatistiksel analizi (*p<0.05,
**p<0.01).

4.10.1.2. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda protein ekspresyonu

tzerine etkileri

Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda p-Nrf2, p-NF-
kB, Hif-a, AR ve PSA proteinlerinin sitoplazmik ve niiklear ekspresyon seviyeleri
Uzerine 48 saatlik etkileri analiz edildiginde, tim doz gruplarinda p-NF-kB disinda
analiz edilen proteinlerin ekspresyon seviyelerinin doz artisina bagh olarak farkli kat
degisimlerinde azaldig1 saptandi (Sekil 182). 5 nM dozda sitoplazmik p-Nrf2 ve Hif-
o proteinlerinin sirasiyla 1.28-kat (p<0.01) ve 1.67-kat (p<0.01); 10 nM dozda ise
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1.42-kat (p<0.01) ve 3.3-kat (p<0.01) anlamli azaldigi tespit edildi (Sekil 1834).
Niiklear ekspresyon seviyeleri degerlendirildiginde ise 5 nM dozda p-Nrf2 ve Hif-o
proteinlerinin seviyelerinde sirasiyla 9.0-kat (p<0.01) ve 3.8-kat (p<0.01); 10 nM
dozda 5.4-kat (p<0.01) ve 2.6-kat (p<0.01) anlamli azalma oldugu belirlendi (Sekil
183g). Sitoplazmik p-NF-kB seviyesinde ise Cabazitaxel doz artisina bagli olarak
sirasi ile 3.24-kat (p<0.01) ve 2.78-kat (p<0.01) anlamli artis tespit edilmesine ragmen
proteinin niiklear seviyesinde anlamli bir degisim belirlenmedi (Sekil 183a,8).
Sitoplazmik AR seviyesinde doz artigina bagli sirasi ile 1.15-kat (p<0.01) ve 1.65-kat
(p<0.01) azalma oldugu (Sekil 1834), niiklear AR seviyesinin ise doz artisina bagl
sekilde (2.8-kat, p<0.01 ve 4.9-kat, p<0.01) azaldig1 bulundu (Sekil 183g). Ek olarak
PSA ekspresyonunda 5 nM dozda anlamli bir degisim tespit edilmezken 10 nM dozda
protein seviyesinde 1.2-kat (p<0.01) anlamli azalma oldugu saptandi (Sekil 1834).
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Sekil 182. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 48 saatlik protein ekspresyon

seviyeleri Gzerine etkisi
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Sekil 183. 48 saatlik Cabazitaxel uygulanan LNCaP-HPR hiicre hatttinda degisen (A)
sitoplazmik (B) niklear protein ekspresyon seviyelerinin istatistiksel analizi
(**p<0.01)
4.10.1.3. Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda protein ekspresyonu iizerine etkileri
Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda p-Nrf2, p-NF-«B, Hif-
a, AR ve PSA proteinlerinin sitoplazmik ve niiklear ekspresyon seviyeleri tizerine 48
saatlik etkileri analiz edildiginde, tiim doz gruplarinda p-NF-xB disinda analiz edilen
proteinlerin ekspresyon seviyelerinin doz artisina bagli olarak farkli kat degisimlerinde
azaldig: saptandi (Sekil 184). 5 nM dozda sitoplazmik p-Nrf2 ve Hif-a proteinlerinin
sirastyla 2.15-kat (p<0.01) ve 1.31-kat (p<0.01); 10 nM dozda ise 2.38-kat (p<0.01)
ve 1.5-kat (p<0.01) anlamli azaldig: tespit edildi (Sekil 1854). Nuklear ekspresyon
seviyeleri degerlendirildiginde ise 5 nM dozda p-Nrf2 ve Hif-a proteinlerinin
seviyelerinde sirasiyla 1.76-kat (p<0.01) ve 1.75-kat (p<0.01); 10 nM dozda 2.6-kat
(p<0.01) ve 1.98-kat (p<0.01) anlamli azalma oldugu belirlendi (Sekil 185g).
Sitoplazmik p-NF-kB seviyesinde 5 nM doz uygulamasi sonrasinda 1.20-kat (p<0.01)
anlaml artis tespit edildi. Proteinin niiklear ekspresyon seviyesinde ise 5 nM dozda
1.20-kat (p<0.01) ve 10 nM dozda 1.10-kat (p<0.05) anlamli artis oldugu belirlendi
(Sekil 185a8). Sitoplazmik AR seviyesinde doz artisina bagl sirast ile 2.1-kat
(p<0.01) ve 2.2-kat (p<0.01) azalma oldugu (Sekil 1854), niiklear AR seviyesinin ise
doz artisina bagh sekilde (1.26-kat, p<0.01 ve 1.28-kat, p<0.01) azaldigr bulundu
(Sekil 185g). Ek olarak PSA ekspresyonunda 5 nM dozda 1.58-kat (p<0.01) ve 10 nM
dozda 1.25-kat (p<0.01) anlamli azalma oldugu saptandi (Sekil 1854).

248



Sitoplazmik Niiklear

5nM 10 nM 5nM 10 nM
- + + - + +

i | ] — S—

2 | —
Histon H3 9 -

p-Nrf2

p-NF-xB

Hif-a

AR

PSA

Sekil 184. Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda 48 saatlik protein ekspresyon seviyeleri
uzerine etkisi
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Sekil 185. 48 saatlik Cabazitaxel uygulanan C4-2 hiicre hatttinda degisen (A)
sitoplazmik (B) nuklear protein ekspresyon seviyelerinin istatistiksel analizi (*p<0.05,
**p<0.01)

4.10.1.4. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda protein ekspresyonu iizerine
etkileri

Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 5 ve 10 nM dozlarda p-Nrf2, p-NF-xB
ve Hif-a proteinlerinin sitoplazmik ve niiklear ekspresyon seviyeleri iizerine 48 saatlik
etkileri analiz edildiginde, tiim doz gruplarinda analiz edilen proteinlerin sitoplazmik
ekspresyon seviyelerinin doz artisina bagh olarak farkli kat degisimlerinde azaldigi

ancak nuklear p-Nrf2 ve p-NF-kB seviyelerinin artis gosterdigi tespit edildi (Sekil
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186). 5 nM dozda sitoplazmik p-Nrf2, p-NF-«kB ve Hif-a proteinlerinin sirasiyla 1.43-
kat (p<0.01), 1.6-kat (p<0.01) ve 1.37-kat (p<0.01) azaldig1, 10 nM dozda ise sadece
sitoplazmik p-Nrf2 ve p-NF-xB’nin sirasiyla 2.27-kat (p<0.01) ve 1.55-kat (p<0.01)
azalma yoniinde degisim gosterdigi tespit edildi (Sekil 187a). Nuklear ekspresyon
seviyeleri degerlendirildiginde ise 5 nM dozda p-NF-kB seviyesinde anlamli bir
degisim belirlenmemesine ragmen 10 nM dozda 1.17-kat (p<0.01) artis oldugu ve p-
Nrf2 seviyesinde de doz artigina bagli olarak sirasiyla 2.18-kat (p<0.01) ve 1.92-kat
(p<0.01) anlamli artma oldugu saptandi. Niiklear Hif-o seviyesinin ise doz artigina
bagl olarak sirasiyla 1.22-kat (p<0.01) ve 1.20-kat (p<0.01) azaldigi tespit edildi
(Sekil 187g).

Sitoplazmik Niiklear
5nM 10nM 5nM 10nM
+ +

AKtn-p | S S —

Histon H3

P-NIT2 [ — —

sl & 5 1
Hife |SENE SN g

Sekil 186. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda 48 saatlik protein ekspresyon
seviyeleri Gzerine etkisi
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Sekil 187. 48 saatlik Cabazitaxel uygulanan RWPE-1 hiicre hatttinda degisen (A)
sitoplazmik (B) nuklear protein ekspresyon seviyelerinin istatistiksel analizi
(**p<0.01)

250



4.10.2. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun protein ekspresyonu uzerine
etkileri

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun protein ekspresyon seviyesi Uzerine
etkileri, kanser hiicre hatlarinda 24 saatlik gen ekspresyonu analizi sonuglarina gore
en anlamli degisimlerin tespit edildigi 80 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 pM
PEITC olmak iizere iki farkli doz grubunda gergeklestirildi. LNCaP, LNCaP-HPR,
C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarinda 80 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin +5 uM PEITC
doz gruplarinin 24 saatlik uygulamalar1 sonrasinda LNCaP, LNCaP-HPR ve C4-2
hiicre hatlarinda p-Nrf2, p-NF-«kB, Hif-a, AR ve PSA; RWPE-1 hiicre hattinda ise p-
Nrf2, p-NF-xB ve Hif-o proteinlerinin sitoplazmik ve niiklear ekspresyon
seviyelerindeki degisimler analiz edildi ve bulgular her bir hiicre hattinda
detaylandirildi.
4.10.2.1. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP hiicre hattinda protein
ekspresyonu Uzerine etkileri

LNCaP hiicre hattinda 80 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC
doz gruplarinin p-Nrf2, p-NF-«B, Hif-a, AR ve PSA proteinlerinin sitoplazmik ve
niklear ekspresyon seviyeleri Uzerine 24 saatlik etkileri analiz edildiginde doz
uygulamalari sonrasinda tiim proteinlerin farkl kat sayilarda azaldigi belirlendi (Sekil
188). Sitoplazmik protein ekspresyonlarindaki degisimler degerlendirildiginde 80 uM
Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinda p-Nrf2, p-NF-«B ve Hif-
a proteinlerinin ekspresyon seviyelerinde doz grubu sirasina bagli olarak sirasiyla
1.75-kat (p<0.01) ve 2.5-kat (p<0.01), 2.0-kat (p<0.01) ve 1.3-kat (p<0.01), 1.87-kat
(p<0.01) ve 2.1-kat (p<0.01) anlamli azalma oldugu saptandi (Sekil 1894). 80 UM
Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin proteinlerin niiklear
ekspresyon seviyeleri tizerine etkileri incelendiginde ise p-Nrf2, p-NF-xB ve Hif-a
proteinlerinin ekspresyon seviyelerindeki azalma katsayilari doz grubu sirasina bagl
olarak sirasiyla 4.2-kat (p<0.01) ve 6.4-kat (p<0.01), 6.3-kat (p<0.01) ve 7.7-kat
(p<0.01), 3.5-kat (p<0.01) ve 3.2-kat (p<0.01) olarak tespit edildi (Sekil 189g). Ayrica
sitoplazmik AR seviyesinde doz grubu sirasina bagl olarak sirasiyla 2.8-kat (p<0.01)
ve 2.7-kat (p<0.01) azalma oldugu (Sekil 1894), niiklear AR seviyesinin ise doz
grubuna bagli sekilde belirgin olarak distiigii (26-kat, p<0.01 ve 18-kat, p<0.01)
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belirlendi (Sekil 189g). Ek olarak PSA ekspresyonunda doz grubu sirasina bagli olarak
4.5-kat (p<0.01) ve 4.8-kat (p<0.01) anlaml1 azalma oldugu saptandi (Sekil 1894).

Sitoplazmik Niiklear
80 uM 80 uM Apigenin 80 uM 80 uM Apigenin
Apigenin + 5 uM PEITC Apigenin + 5 pM PEITC
- + + - + +

Aktin-B

Histon H3

p-Nrf2

p-NF-KB | - .-
AR

PSA

Sekil 188. Apigenin ve PEITC’in LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik protein ekspresyon
seviyeleri Gzerine etkisi

1.5 aam p-Nif 2 AR Rl [e— p-Nif 2 === Hif'a
== pNF«B i
Hifa Em PSA ] === pNFB AR

1.0 w1

Kat Degisimi

Sekil 189. 24 saatlik Apigenin ve PEITC uygulanan LNCaP hiicre hattinda degisen

(A) sitoplazmik (B) nilklear protein ekspresyon seviyelerinin istatistiksel analizi
(**p<0.01)
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4.10.2.2. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP-HPR hiicre hattinda
protein ekspresyonu Uzerine etkileri

LNCaP-HPR hiicre hattinda 80 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC doz gruplarinin p-Nrf2, p-NF-«xB, Hif-a, AR ve PSA proteinlerinin sitoplazmik
ve niiklear ekspresyon seviyeleri lizerine 24 saatlik etkileri analiz edildiginde
proteinlerin niklear ekspresyon seviyelerinde daha fazla olmak Uzere azalmalar
oldugu belirlendi (Sekil 190). Sitoplazmik protein ekspresyonlarindaki degisimler
degerlendirildiginde 80 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 pM PEITC doz
gruplarinda p-Nrf2 ve Hif-a proteinlerinin ekspresyon seviyelerinde anlamli bir
degisim belirlenmemesine ragmen p-NF-kB seviyesinde doz grubu sirasina bagh
olarak sirasiyla 1.97-kat (p<0.01) ve 2.34-kat (p<0.01) anlaml1 azalma oldugu saptandi
(Sekil 1914). 80 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin
proteinlerin niiklear ekspresyon seviyeleri lizerine etkileri incelendiginde ise p-Nrf2,
p-NF-xB ve Hif-a proteinlerinin ekspresyon seviyelerindeki azalma katsayilari doz
grubu sirasina bagli olarak sirasiyla 4.9-kat (p<0.01) ve 5.7-kat (p<0.01), 3.4-kat
(p<0.01) ve 5.5-kat (p<0.01), 3.5-kat (p<0.01) ve 3.6-kat (p<0.01) olarak tespit edildi
(Sekil 191g). Ayrica sitoplazmik AR seviyesinde doz grubu sirasina bagli olarak
sirasiyla 2.6-kat (p<0.01) ve 3.08-kat (p<0.01) azalma oldugu (Sekil 1914), nlklear
AR seviyesinin ise doz grubuna bagl sekilde belirgin olarak diistiigii (22.0-kat, p<0.01
ve 18.2-kat, p<0.01) belirlendi (Sekil 191g). Ek olarak PSA ekspresyonunda doz grubu
sirasina bagli olarak 1.81-kat (p<0.01) ve 1.6-kat (p<0.01) anlamli azalma oldugu
saptand1 (Sekil 1914).
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Sitoplazmik Niiklear

80uM 80 uM Apigenin 80 uM 80 uM Apigenin
Apigenin + 5 pM PEITC Apigenin + 5 uM PEITC

+

Aktin-p

Histon H3

p-Nrf2
p-NF-kB

Hif-a

AR

PSA

Sekil 190. Apigenin ve PEITC’in LNCaP-HPR hiicre hattinda 24 saatlik protein
ekspresyon seviyeleri tizerine etkisi
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Sekil 191. 24 saatlik Apigenin ve PEITC uygulanan LNCaP-HPR hiicre hattinda
degisen (A) sitoplazmik (B) niklear protein ekspresyon seviyelerinin istatistiksel
analizi (**p<0.01)
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4.10.2.3. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun C4-2 hiicre hattinda protein
ekspresyonu Uzerine etkileri

C4-2 hiicre hattinda 80 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz
gruplarinin  p-Nrf2, p-NF-xB ve Hif-a proteinlerinin sitoplazmik ve niiklear
ekspresyon seviyeleri iizerine 24 saatlik etkileri analiz edildiginde doz uygulamalari
sonrasinda tim proteinlerin farkli kat sayilarda azaldigi belirlendi (Sekil 192).
Sitoplazmik protein ekspresyonlarindaki degisimler degerlendirildiginde 80 uM
Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinda p-Nrf2, p-NF-«B ve Hif-
a proteinlerinin ekspresyon seviyelerinde doz grubu sirasina bagli olarak sirasiyla
1.52-kat (p<0.01) ve 1.49-kat (p<0.01), 1.80-kat (p<0.01) ve 1.75-kat (p<0.01), 1.5-
kat (p<0.01) ve 1.82-kat (p<0.01) anlaml1 azalma oldugu saptand1 (Sekil 1934). 80 uM
Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin proteinlerin niiklear
ekspresyon seviyeleri iizerine etkileri incelendiginde ise p-Nrf2, p-NF-xB ve Hif-a
proteinlerinin ekspresyon seviyelerindeki azalma katsayilari doz grubu sirasina bagl
olarak sirasiyla 2.3-kat (p<0.01) ve 3.07-kat (p<0.01), 1.28-kat (p<0.01) ve 1.72-kat
(p<0.01), 1.58-kat (p<0.01) ve 3.15-kat (p<0.01) olarak tespit edildi (Sekil 193g).
Ayrica sitoplazmik AR seviyesinde doz grubu sirasina bagli olarak sirasiyla 4.2-kat
(p<0.01) ve 5.4-kat (p<0.01) azalma oldugu (Sekil 1934), niklear AR seviyesinin ise
doz grubu sirasina bagli olarak 5.14-kat (p<0.01) ve 5.03-kat (p<0.01) diisiis gosterdigi
belirlendi (Sekil 193g). Ek olarak PSA ekspresyonunda doz grubu sirasina bagli olarak
1.6-kat (p<0.01) ve 1.78-kat (p<0.01) anlaml1 azalma oldugu saptandi (Sekil 1934).
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Sitoplazmik Niiklear

80 uM 80 uM Apigenin 80 uM 80 uM Apigenin
Apigenin  + 5 uM PEITC Apigenin  + 5 pM PEITC
- + + - + +

Aktin-p
Histon H3

p-Nrf2
p-NF-«B

Hif-a
AR

Sekil 192. Apigenin ve PEITC’in C4-2 hiicre hattinda 24 saatlik protein ekspresyon

seviyeleri Gzerine etkisi
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Sekil 193. 24 saatlik Apigenin ve PEITC uygulanan C4-2 hiicre hattinda degisen (A)
sitoplazmik (B) nuklear protein ekspresyon seviyelerinin istatistiksel analizi

(**p<0.01)
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4.10.2.4. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun RWPE-1 hiicre hattinda protein
ekspresyonu Uzerine etkileri

RWPE-1 hiicre hattinda 80 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC
doz gruplarinin p-Nrf2, p-NF-kB ve Hif-o proteinlerinin sitoplazmik ve niiklear
ekspresyon seviyeleri iizerine 24 saatlik etkileri analiz edildiginde doz uygulamalari
sonrasinda tiim proteinlerin farkli kat sayilarda azaldigi belirlendi (Sekil 194).
Sitoplazmik protein ekspresyonlarindaki degisimler degerlendirildiginde 80 uM
Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinda p-Nrf2 ile p-NF-xB
proteinlerinin ekspresyon seviyelerinde doz grubu sirasina bagl olarak sirasiyla 2.15-
kat (p<0.01) ve 1.90-kat (p<0.01) ile 1.3-kat (p<0.01) ve 1.25-kat (p<0.01) anlaml
azalma oldugu saptandi (Sekil 1954). Hif-a proteininin ekspresyon seviyesinde ise 80
MM Apigenin uygulamasi sonucu anlamli bir degisim saptanmazken kombin doz
grubunda proteinin sitoplazmik ekspresyon seviyesinde 1.32-kat (p<0.01) anlamli
azalma oldugu belirlendi (Sekil 1954). RWPE-1 hiicre hattinda 80 uM Apigenin ve 80
UM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin proteinlerin niiklear ekspresyon
seviyeleri lizerine etkileri incelendiginde ise p-Nrf2, p-NF-«B ve Hif-a proteinlerinin
ekspresyon seviyelerindeki azalma katsayilar1 doz grubu sirasina bagli olarak sirasiyla
2.0-kat (p<0.01) ve 1.72-kat (p<0.01), 2.26-kat (p<0.01) ve 2.07-kat (p<0.01), 1.81-
kat (p<0.01) ve 1.85-kat (p<0.01) olarak tespit edildi (Sekil 195g).

Sitoplazmik Niiklear
80 pM 80 pM Apigenin 80 uM 80 uM Apigenin
Apigenin  + 5 pM PEITC Apigenin + 5 uM PEITC
= + + = =+ +
Aktin-p | SR S | T — —
Histon H3 — e -

PNITZ | w— o [ - — —

p-NF-kB

Hif-a

Sekil 194. Apigenin ve PEITC’in RWPE-1 hiicre hattinda 24 saatlik protein
ekspresyon seviyeleri tizerine etkisi
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Sekil 195. 24 saatlik Apigenin ve PEITC uygulanan RWPE-1 hiicre hattinda degisen
(A) sitoplazmik (B) nuklear protein ekspresyon seviyelerinin istatistiksel analizi
(**p<0.01)
4.10.3. Apigenin ve PEITC’in protein ekspresyonu iizerine etki acisindan
Cabazitaxel ile karsilastirmasi

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun Cabazitaxel’e gore proteinlerin aktif
formlar1 ve niiklear ekspresyon seviyeleri tizerine etkileri karsilastirildi. Cabazitaxel’in
LNCaP disindaki LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarinda p-NF-xB
proteinini, RWPE-1 hiicre hattinda p-NF-xB’ya ek olarak p-Nrf2 protein
ekspresyonunu arttirici etkileri oldugu belirlendi. Buna karsilik bulgular, Apigenin ve
PEITC kombinasyonunun tiim hiicre hatlarinda p-Nrf2, p-NF-«B ve Hif-a protein
seviyelerinin azalmasi yoniinde etkilerinin bulundugunu, mevcut etkilerin tim hcre
hatlarinda Cabazitaxel etkinliginden fazlaca yiiksek oldugunu ortaya koydu. Ek olarak
Apigenin ve PEITC kombinasyonunun hem sitoplazmik hem de niklear AR seviyesini
daha fazla olarak inhibe ettigi ve prostat kanseri hiicrelerinde PSA sekresyonundaki
azalmanin kombin doz gruplarinda daha belirgin oldugu gdosterildi. Mevcut bulgular

tiim hiicre hatlarinda immiinfloresan analiz bulgulari ile desteklendi.
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4.11. immiinfloresan analiz bulgular
4.11.1. Cabazitaxel’in immunfloresan analiz bulgular:

Cabazitaxel’in 5 ve 10 nM dozlarda 48 saatlik uygulamasi sonucu LNCaP,
LNCaP-HPR ve C4-2 hiicre hatlarinda p-Nrf2, p-NF-xB, Hif-a, AR ve PSA; RWPE-
1 hiicre hattinda ise p-Nrf2, p-NF-«xB ve Hif-a proteinlerinin subselliiler
lokalizasyonlar1 ve ekspresyon seviyelerindeki degisimler immiinfloresan analiz ile
gorlntiilendi. Her bir hiicre hattinda bulgular detaylandirildi.
4.11.1.1. Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda immiinfloresan analiz bulgular:

Cabazitaxel’in LNCaP hiicre hattinda immiinfloresan analiz bulgular
degerlendirildiginde p-Nrf2 proteininin belirgin olarak niikleusta lokalize oldugu ve
niiklear ekspresyonunun Cabazitazel doz artisina bagh olarak azaldigi tespit edildi
(Sekil 196). LNCaP hiicre hattinda p-NF-xB proteinin hem sitoplazmada hem de
nikleusta lokalize oldugu ve her iki lokalizasyondaki ekspresyon seviyesinin de
Cabazitazel doz artigina bagh olarak azaldigi saptandi (Sekil 197). Kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda doz gruplarinda Cabazitazel doz artisina bagh olarak Hif-o’nin
hem sitoplazmik hem de niiklear ekspresyon seviyesinin azaldig1 tespit edildi (Sekil
198). En belirgin diisiis niiklear lokalizasyondaki ekspresyonu oldukga yiiksek olan
AR proteininde gozlendi. Elde edilen gorintiler, doz gruplar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda niiklear AR ekspresyonunda doza bagli net azalma oldugunu ortaya
koydu (Sekil 199). PSA’nin ise LNCaP hicrelerinin sitoplazmik uzantilart boyunca
dizenli konumlandigi; ancak Cabazitaxel doz artisina bagli olarak sitoplazmik
seviyesinde azalma oldugu gozlendi (Sekil 200). Cabazitaxel’in LNCaP hiicre

hattindaki immiinfloresan analiz verileri Western blot verileri ile uyumlu bulundu.
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p-Nrf2 Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 196. Cabazitaxel uygulanmig LNCaP hiicre hattinda p-Nrf2 proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

p-NF-«B Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

A-

Sekil 197. Cabazitaxel uygulanmis LNCaP hiicre hattinda p-NF-kB proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM
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Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

C ---

Sekil 198. Cabazitaxel uygulanmig LNCaP hiicre hattinda Hif-a proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 199. Cabazitaxel uygulanmis LNCaP hiicre hattinda AR proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM
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PSA Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 200. Cabazitaxel uygulanmis LNCaP hiicre hattinda PSA proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM
4.11.1.2. Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda immiinfloresan analiz
bulgular

Cabazitaxel’in LNCaP-HPR hiicre hattinda immiinfloresan analiz bulgular
degerlendirildiginde niiklear lokalizasyonlu p-Nrf2 proteininin Cabazitazel doz
artisina bagli ve 5 nM’da daha belirgin olmak Uzere nlklear ekspresyon seviyesinin
azaldig1 tespit edildi (Sekil 201). p-NF-xB proteininin genel olarak sitoplazmada
lokalize oldugu ve Cabazitaxel uygulamasi sonrasinda 5 nM doz grubunda daha
belirgin olmak iizere sitoplazmik lokalizasyondaki seviyesinin arttig1 gézlendi (Sekil
202). Kontrol grubunda oldukca az seviyede eksprese olan Hif-a proteininin
Cabazitaxel doz artisina bagl sitoplazmik ve niiklear lokalizasyonlarda azaldigi
gozlendi (Sekil 203). Niikleusta lokalize olan AR’nin ise Cabazitaxel doz artigina baglh
olarak niiklear lokalizasyondaki seviyesinin net azalma gosterdigi belirlendi (Sekil
204). Son olarak sitoplazmada lokalize PSA proteinin de Cabazitaxel doz artisina bagh
olarak doz gruplarinda azaldig: tespit edildi (Sekil 205). Cabazitaxel’in LNCaP-HPR
hiicre hattindaki immiinfloresan analiz verileri Western blot verileri ile uyumlu

bulundu.
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p-Nrf2 Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

B----

Sekil 201. Cabazitaxel uygulanmis LNCaP-HPR hiicre hattinda p-Nrf2 proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

p-NF-xB Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 202. Cabazitaxel uygulanmig LNCaP-HPR hiicre hattinda p-NF-kB proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM
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Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 203. Cabazitaxel uygulanmig LNCaP-HPR hiicre hattinda Hif-o. proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 204. Cabazitaxel uygulanmis LNCaP-HPR hiicre hattinda AR proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

264



Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

B---

Sekil 205. Cabazitaxel uygulanmig LNCaP-HPR hiicre hattinda PSA proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

4.11.1.3. Cabazitaxel’in C4-2 hiicre hattinda immiinfloresan analiz bulgulari
Cabazitaxel’in  C4-2 hiicre hattinda immiinfloresan analiz bulgulari
degerlendirildiginde niiklear lokalizasyonlu p-Nrf2 proteininin Cabazitazel doz
artigina bagli olarak ekspresyon seviyesinin azaldigi tespit edildi (Sekil 206). Ancak
C4-2 hiicre hattinda tespit edilen p-Nrf2 seviyesindeki azalmanin, LNCaP ve LNCaP-
HPR hiicrelerinde Cabazitaxel uygulamasi sonrasinda belirlenen azalma ile
karsilastirildiginda daha az diizeyde oldugu gozlendi. C4-2 hiicre hattinda p-NF-xB
proteininin Kontrol grubunda genel olarak sitoplazmada lokalize oldugu ve
Cabazitaxel uygulamasi sonrasinda 5 nM doz grubunda daha belirgin olmak {izere hem
sitoplazmik hem de niiklear lokalizasyonlardaki seviyesinin arttig1 belirlendi (Sekil
207). Kontrol grubunda niiklear lokalizasyonda ekspresyonu daha belirgin olan Hif-a
proteininin ise hem sitoplazmik ve hem de nuklear lokalizasyonlarda Cabazitaxel doz
artisina bagl olarak azalma gosterdigi saptandi (Sekil 208). Genel olarak niikleusta
lokalize olan AR’nin C4-2 hucre hattinda Cabazitaxel doz artigina bagl olarak niiklear
lokalizasyondaki seviyesinin az miktarda azalma gosterterdigi belirlendi (Sekil 209).
Son olarak sitoplazmada lokalize PSA seviyesinde de Cabazitaxel doz artisina bagl
olarak bir azalma oldugu goriintiilendi (Sekil 210). Cabazitaxel’in C4-2 hucre

hattindaki immiinfloresan analiz verileri Western blot verileri ile uyumlu bulundu.
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p-Nrf2 Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 206. Cabazitaxel uygulanmig C4-2 hiicre hattinda p-Nrf2 proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

p-NF-xB Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 207. Cabazitaxel uygulanmis C4-2 hiicre hattinda p-NF-xB proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM
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Hif-a Hoechst

Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 208. Cabazitaxel uygulanmis C4-2 hiicre hattinda Hif-o proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

C--

Sekil 209. Cabazitaxel uygulanmig C4-2 hiicre hattinda AR proteininin immiinfloresan
analizi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM
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Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 210. Cabazitaxel uygulanmig C4-2 hiicre hattinda PSA proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

4.11.1.4. Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda immiinfloresan analiz bulgular:

Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattinda immiinfloresan analiz bulgulart
degerlendirildiginde p-Nrf2 proteininin belirgin olarak nukleusta lokalize oldugu ve
niiklear ekspresyonunun kontrol grubu ile karsilastirildiginda Cabazitazel doz
gruplarinda arttig1 tespit edildi (Sekil 211). Hem sitoplazmada hem de niikleusta
lokalize oldugu belirlenen p-NF-«xB proteininin sitoplazmik ekspresyon seviyesinde az
miktarda da olsa bir azalma oldugu gozlenmesine ragmen p-NF-kB’nin niiklear
seviyesinde belirgin bir degisim saptanmadi (Sekil 212). Son olarak RWPE-1 hiicre
hattinda diisiik diizeyde niikleusta eksprese edilen Hif-a proteininin hem sitoplazmik
hem de niiklear ekspresyon seviyesinin Cabazitazel doz artisina bagli olarak daha da
azaldigr gozlendi (Sekil 213). Cabazitaxel’in RWPE-1 hiicre hattindaki

immunfloresan analiz verileri Western blot verileri ile uyumlu bulundu.
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p-Nrf2 Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

B ---

Sekil 211. Cabazitaxel uygulanmig RWPE-1 hiicre hattinda p-Nrf2 proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM

p-NF-xB Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 212. Cabazitaxel uygulanmis RWPE-1 hiicre hattinda p-NF-xB proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM
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Hif-o Hoechst Merge (100 pm) Mer|e iSO |imI
A---

Sekil 213. Cabazitaxel uygulanmis RWPE-1 hiicre hattinda Hif-a proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 5 nM (C) 10 nM
4.11.2. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun immiinfloresan analiz bulgular:

LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarinda 80 uM Apigenin ve
80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin 24 saatlik uygulamalari sonrasinda
LNCaP, LNCaP-HPR ve C4-2 hiicre hatlarinda p-Nrf2, p-NF-xB, Hif-a, AR ve PSA;
RWPE-1 hiicre hattinda ise p-Nrf2, p-NF-kB ve Hif-a proteinlerinin subselliiler
lokalizasyonlar1 ve ekspresyon seviyelerindeki degisimler immiinfloresan analiz ile
gorintilendi. Her bir hiicre hattinda bulgular detaylandirildi.
4.11.2.1. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP hiicre hattinda
immiinfloresan analiz bulgulari

LNCaP hiicre hattinda 80 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC
doz gruplarmin immiinfloresan analiz bulgular1 degerlendirildiginde belirgin olarak
nlkleusta lokalize olan p-Nrf2 proteininin niiklear ekspresyonunun doz grubu sirasina
bagli olarak azaldigi tespit edildi (Sekil 214). LNCaP hiicre hattinda p-NF-xB
proteinin kontrol grubunda hem sitoplazmada hem de niikleusta lokalize oldugu ve her
iki lokalizasyondaki ekspresyon seviyesinin doz grubu sirasina bagl olarak azaldigi
ancak proteinin niiklear lokalizasyondaki ekspresyon seviyesinin daha belirgin olarak
disiis gosterdigi saptandi (Sekil 215). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda

sitoplazmik ve niklear lokalizasyonda eksprese edilen Hif-a proteininin doz
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gruplarinda 6zellikle niiklear lokalizasyonda diisiis gosterdigi tespit edildi (Sekil 216).
Nuklear lokalizasyondaki ekspresyonu oldukca yiksek olan AR’de ise her iki doz
grubunda da niiklear lokalizasyondaki protein seviyesinin belirgin olarak azaldig
gozlendi (Sekil 217). Son olarak LNCaP hiicrelerinin sitoplazmik uzantilar1 boyunca
diizenli lokalize olan PSA’nin doz gruplarinda sitoplazmik lokalizasyonda azalma
gosterdigi belirlendi (Sekil 218). Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP hiicre

hattindaki immiinfloresan analiz verileri Western blot verileri ile uyumlu bulundu.

p-Nrif2 Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 214. Apigenin ve PEITC uygulanmig LNCaP hiicre hattinda p-Nrf2 proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 80 uM Apigenin (C) 80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC
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Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 215. Apigenin ve PEITC uygulanmig LNCaP hiicre hattinda p-NF-xB
proteininin immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 80 uM Apigenin (C) 80 uM
Apigenin + 5 uM PEITC

Hif-a Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 216. Apigenin ve PEITC uygulanmis LNCaP hiicre hattinda Hif-a proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 80 uM Apigenin (C) 80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC
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Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 217. Apigenin ve PEITC uygulanmis LNCaP hiicre hattinda AR proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 80 uM Apigenin (C) 80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC

Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 218. Apigenin ve PEITC uygulanmig LNCaP hiicre hattinda PSA proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 80 uM Apigenin (C) 80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC
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4.11.2.2. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP-HPR hiicre hattinda
immiinfloresan analiz bulgular

LNCaP-HPR hiicre hattinda 80 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC doz gruplarinin immiinfloresan analiz bulgular1 degerlendirildiginde belirgin
olarak nukleusta lokalize olan p-Nrf2 proteininin niklear ekspresyon seviyesinin doz
grubu sirasia bagli olarak azaldigi tespit edildi (Sekil 219). p-NF-kB proteininin
sitoplazmik ve nuklear lokalizasyonlardaki ekspresyon seviyelerinde doz grubu
sirasina baglt olarak azalma oldugu ancak proteinin niiklear lokalizasyondaki
ekspresyon seviyesinin daha belirgin olarak diisiis gosterdigi saptand1 (Sekil 220). Doz
gruplarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda sitoplazmik ve niiklear
lokalizasyonlarda eksprese edilen Hif-a proteininin seviyesinde her iki lokalizasyonda
da azalma oldugu gozlendi (Sekil 221). LNCaP-HPR hiicre hattinda nuklear
lokalizasyonda oldukga yiiksek bulunan AR proteininin ekspresyonunda ise doz
ugyulanan gruplarda belirgin olarak azalma oldugu tespit edildi (Sekil 222). Son olarak
LNCaP-HPR hiicrelerinin sitoplazmik uzantilar1 boyunca diizenli eksprese edilen
PSA’nin doz gruplarinda sitoplazmik lokalizasyonda azalma gosterdigi saptandi (Sekil
223). Apigenin ve PEITC kombinasyonunun LNCaP-HPR hiicre hattindaki

immunfloresan analiz verileri Western blot verileri ile uyumlu bulundu.

p-Nrf2 Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 219. Apigenin ve PEITC uygulanmis LNCaP-HPR hiicre hattinda p-Nrf2
proteininin immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 80 uM Apigenin (C) 80 uM
Apigenin + 5 uM PEITC
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p-NF-xB Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 220. Apigenin ve PEITC uygulanmis LNCaP-HPR hiicre hattinda p-NF-xB
proteininin immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 80 uM Apigenin (C) 80 uM
Hif-a Hoechst

Apigenin + 5 uM PEITC
Merge (100 pm) Merge (50 pm)
B----

Sekil 221. Apigenin ve PEITC uygulanmig LNCaP-HPR hiicre hattinda Hif-a
proteininin immanfloresan analizi (A) Kontrol (B) 80 uM Apigenin (C) 80 uM
Apigenin +5 uM PEITC
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Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 222. Apigenin ve PEITC uygulanmis LNCaP-HPR hiicre hattinda AR
proteininin immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 80 uM Apigenin (C) 80 uM
Apigenin + 5 uM PEITC

Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 223. Apigenin ve PEITC uygulanmis LNCaP-HPR hiicre hattinda PSA
proteininin immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 80 uM Apigenin (C) 80 uM
Apigenin + 5 uM PEITC
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4.11.2.3. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun C4-2 hiicre hattinda
immiinfloresan analiz bulgular

C4-2 hiicre hattinda 80 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz
gruplarinin  immiinfloresan  analiz  bulgular1  degerlendirildiginde  niiklear
lokalizasyonda belirgin sekilde eksprese olan p-Nrf2 proteininin doz grubu sirasina
bagh olarak azaldigi tespit edildi (Sekil 224). C4-2 kontrol grubunda p-NF-«xB
proteininin genel olarak sitoplazmada lokalize oldugu ve doz grubu sirasina bagl
olarak proteinin hem sitoplazmik hem de nuklear lokalizasyonlardaki seviyesinin
azaldig1 belirlendi (Sekil 225). C4-2 hucre hattinda niklear lokalizasyonda
ekspresyonu daha belirgin olan Hif-a proteininin ise doz grubu sirasina bagli olarak
niiklear lokalizasyonunun azaldigi gozlendi (Sekil 226). Belirgin olarak niikleusta
lokalize olan AR proteininin ekspresyon seviyesinde doz uygulanan gruplarda belirgin
diisiis oldugu saptandi (Sekil 227). Son olarak sitoplazmik lokalizasyonda PSA
eksprese eden hiicre oraninda doz gruplarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda
azalma oldugu goriintiilendi (Sekil 228). Apigenin ve PEITC kombinasyonunun C4-2
hiicre hattindaki immiinfloresan analiz verileri Western blot verileri ile uyumlu

bulundu.

p-Nri2 Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 224. Apigenin ve PEITC uygulanmis C4-2 hiicre hattinda p-Nrf2 proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 80 uM Apigenin (C) 80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC
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Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

p-NF-xB

Sekil 225. Apigenin ve PEITC uygulanmis C4-2 hiicre hattinda p-NF-xB proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 80 uM Apigenin (C) 80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC

Hif-a Hoechst

Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 226. Apigenin ve PEITC uygulanmis C4-2 hiicre hattinda Hif-o proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 80 uM Apigenin (C) 80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC
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Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 227. Apigenin ve PEITC uygulanmis C4-2 hiicre hattinda AR proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 80 uM Apigenin (C) 80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC

Hoechst Merge (100 pum) Merge (50 pm)

B----

Sekil 228. Apigenin ve PEITC uygulanmis LNCaP-HPR hiicre hattinda PSA
proteininin immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 80 uM Apigenin (C) 80 uM
Apigenin + 5 uM PEITC
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4.11.2.4. Apigenin ve PEITC kombinasyonunun RWPE-1 hiicre hattinda
immiinfloresan analiz bulgular

RWPE-1 hiicre hattinda 80 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC
doz gruplarmin immiinfloresan analiz bulgular1 degerlendirildiginde belirgin olarak
nlkleusta lokalize olan p-Nrf2 proteininin niiklear ekspresyonunun kontrol grubu ile
karsilastirildiginda azalma gosterdigi ve saptanan azalmanin Apigenin’in tek basina
uygulandig1r doz grubunda daha belirgin oldugu tespit edildi (Sekil 229). p-NF-xB
proteininin RWPE-1 hiicre hattinda kontrol grubunda sitoplazmik ve niiklear
lokalizasyonlarda eksprese oldugu; ancak doz gruplarinda ve daha fazla olarak
Apigenin’in tek basma uygulandigi doz grubunda belirgin sekilde niiklear
lokalizasyondaki seviyesinin azaldigi belirlendi (Sekil 230). Son olarak RWPE-1
hiicre hattinda diisiik diizeyde niikleusta eksprese edilen Hif-o proteininin niklear
lokalizasyonlarda daha da azalma gosterdigi gozlendi (Sekil 231). Apigenin ve PEITC
kombinasyonunun RWPE-1 hiicre hattindaki immiinfloresan analiz verileri Western

blot verileri ile uyumlu bulundu.

p-Nrf2 Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 229. Apigenin ve PEITC uygulanmigs RWPE-1 hiicre hattinda p-Nrf2 proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 80 uM Apigenin (C) 80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC
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p-NF-xB Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

C ---

Sekil 230. Apigenin ve PEITC uygulanmis RWPE-1 hiicre hattinda p-NF-«xB
proteininin immanfloresan analizi (A) Kontrol (B) 80 uM Apigenin (C) 80 uM
Apigenin +5 uM PEITC

Hif-o Hoechst Merge (100 pm) Merge (50 pm)

Sekil 231. Apigenin ve PEITC uygulanmis RWPE-1 hiicre hattinda Hif-o proteininin
immunfloresan analizi (A) Kontrol (B) 80 uM Apigenin (C) 80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC
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Sonug olarak tez bulgulan birlikte degerlendirildiginde segici sitotoksik,
apoptotik ve prooksidan etkileri Cabazitaxel’e gore daha yiiksek olan, hiicrelerde hem
onkogenik redoks adaptasyon mekanizmasina hem de antioksidan savunma sistemi
uzerine etki edebilen 6zellikleri bulunan iki ajan (Apigenin ve PEITC) birlestirilerek
etkinligi arttirillmig, anti-androjenik etkileri ile de farkli direng fenotiplerine sahip
prostat kanseri hicrelerinde hedefleri ve kullanilabilirligi gosterilen bir in vitro

kombin terapi modeli olusturuldu.
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5. TARTISMA ve SONUC

Redoks adaptasyonu, kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelerden farkli olarak
endojen oksidatif stres artigina kars1 gelistirdigi, timaorojenik ROS seviyesinde kanser
hiicrelerinin hayatta kalmasini saglayan, hiicre i¢i ve hiicre dis1 onkogenik faktorler ile
iliskisi bulunan ve bdylelikle kanser progresyonuna katki sunan bir kanser hiicresi
karakteristigidir. Kanserlesme siirecinde sureklilik gosteren genomik dizensizlikler ve
degisen metabolik hiz nedeniyle kanser hiicrelerinde endojen ROS seviyesi ve
oksidatif stres artis gdstermektedir. Bu siirece, baslica kanser hiicrelerinin fonksiyonel
membran sistemlerindeki (mitokondri membrani, ER membrani ve plazma membrani)
fonksiyon bozukluklar1 eslik etmekte ve degisen enerji metabolizmasi nedeniyle artan
elektron sizintilar1 sonucu saglikli bir hiicrede sitostatik diizeyde bulunan ROS diizeyi
kanser hiicrelerinde tiimdrojenik diizeye ulagmaktadir (Rohrmann ve ark., 2013).
Ancak artan ROS diizeyi ve oksidatif stres kosullarinda kanser hiicreleri yasamsal
streclerini devam ettirebilmek icin pek cok i¢ faktor yeniden diizenleyerek hem
endojen oksidatif strese karsi redoks adaptasyonu gelistirmekte hem de oksidatif stres
kosullarinda yasayabilecegi dis ortamin diizenlenmesine, hipoksik kosullarin
devamliligina ve inflamatuar tiimor uyarici ¢evrenin olusumuna katki saglamaktadir
(Ghoneum ve ark., 2020; Kumari, Badana, Murali Mohan, Shailender & RamaRao,
2018). Birbiri ile yakindan iligkili olan bu siireclerin tiimii, kanser hiicrelerinde invaziv
ve metastatik potansiyelin artmasi, ROS-aracili metabolik degisimlerin antikanser
ilaglara karst duyarliligi azaltmasi gibi kanser tedavilerini zorlastiran progresif
kazanimlara yol agmaktadir.

Artan ROS diizeyine karsilik kanser hiicrelerinde redoks duyarli transkripsiyon
faktorlerinin (Nrf2, NF-xB ve Hif-a) aktiflesmesi ile gelisen redoks adaptasyonu,
hastaligin progresyonunu ilgilendiren i¢ ve dis pek c¢ok siirecin baglamasina ve devam
etmesine Onemli katkilar saglayan bir mekanizma olmasina ragmen kanser
hiicrelerinin terapotik hedeflenebilirligi ile ilgili stratejik bir onem tagimaktadir (Kim,
Kim & Seo, 2019). Normal hiicrelerden farkli olarak kanser hiicrelerinde redoks
adaptasyonu sayesinde endojen ROS’un yiiksek diizeyde korunuyor olmasi, kanser
hiicrelerini ROS’un toksik etkilerine karst daha yakin hedef haline getirmektedir.

Prooksidan kanser terapi basligi altinda toplanan bu tedavi stratejilerinde amag
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ROS’un tumor supressor etkilerinden faydalanarak kanser hiicresinde artmis olan
tiimorojenik ROS diizeyini, hiicre yasamina karsi tehdit olusturacak toksik esik diizeye
ulastirmak ve bdylece kanser hiicrelerinin daha segici sekilde hedeflenebilmesini
saglamaktir (Ghoneum ve ark., 2020; Glasauer & Chandel, 2014; Kim ve ark., 2019;
Trachootham ve ark., 2009).

Prooksidan kanser terapide (i): hiicrede oksidasyon yetenegine sahip
molekiiller kullanilarak direkt ROS artis1 uyarilabilmekte ve/veya (ii) hiicresel
antioksidan savunma sistemi cesitli ajanlar (Fenetil izotiyosiyanat, PEITC; buthionin
sulfoksimin, BSO; imexon, sulforofan gibi) ile inhibe edilerek timorojenik ROS
diizeyi kanser hiicresi i¢in toksik hale getirilebilmektedir. Ancak son yillarda
literatiirde iki yaklasimin es zamanli olarak kullanildigi, arttirilmis prooksidan etkilere
sahip antikanser terapilerin daha etkin oldugu yoniinde giincel bilgiler yer almaktadir
(Firczuk ve ark., 2020). Bitkisel sekonder metabolitler, prooksidan etkilere sahip olan
ve ¢esitli kanser turlerinde tanimlanmis genis antikanser etki mekanizmalar1 bulunan
dogal bilesiklerdir. Son yillarda gerceklestirilen calismalarda ise bu bilesiklerin
prooksidan etki mekanizmalari aydinlatilmaya baglanmigtir (Jeon ve ark., 2019; Li ve
ark., 2021; Wang ve ark., 2021).

Apigenin bitkisel sekonder metabolitlerin flavonoid sinifina ait sar1 renkli bir
pigment molekiludur. Gunumuze kadar Apigeninin otonom buyime sinyallerini,
programl1 hiicre 6liimiinii, invaziv ve metastatik karakteristikleri hedef alan antikanser
etki mekanizmalari gesitli kanser tiirlerinde aydinlatilmis olmasina ragmen ajanin
prooksidan ozelliklerinin redoks manipiilasyonu temelli antikanser yaklagimlarda
kullanilabilirligine ve bilesigin bu kapsamdaki etkinligine yonelik ¢alismalar oldukca
smirhidir (Imran ve ark., 2020; Javed ve ark., 2021; Lee ve ark., 2019; Salmani ve ark.,
2017; Yan ve ark., 2017).

Erkeklerde oldukg¢a sik rastlanan PK’nin tedavisinde son on yilda biiyilik
ilerlemeler kaydedilmistir. ADT temelli tedavi protokollerine gilincel ajanlarin dahil
edilmesi, taksan bazli kemoterapide Cabazitaxel gibi iyilestirilmis ve gelistirilmis
taksan tiirevlerinin kullanimi, PARP inhibisyonu ile hedefe yonelik tedaviler gibi pek
cok yeniligin metastatik PK’li hastalarin yasam siiresi iizerinde anlamli etkiye sahip

oldugu belirlenmistir. Ancak tiim bu gelismelere ragmen hastaligin en ileri formu olan
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mKDPK tedavisinde klinik bagsar1 hala sinirli kalmakta ve yeni tedavi protokollerinin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Gillessen ve ark., 2020; Rebello ve ark., 2021).

Mevcut tez ¢alismasinda Apigenin ve PEITC kombinasyonu ile olusturulan ve
arttirllmis prooksidan etkileri dngoriilen terapi modelinde, hiicrelerde endojen ROS
artisginin Apigenin ile uyarilmasi ve es zamanli olarak PEITC’in bilinen prooksidan
Ozelligi ile hiicresel antioksidan savunma sisteminin azaltilmasi hedeflenerek redoks
adaptasyonu agisindan farkli diren¢ fenotiplerine sahip PK hiicre hatlarinda terapi
modelinin in vitro kullanilabilirligi ve hedefleri Cabazitaxel monoterapi etkinligi ile
karsilastirmali olarak arastirilmistir.

PK hiicre hatlarinin oksidatif stres durumlarinin hiicrelerin agresivitesi ile
iliskisinin bildirildigi c¢alisma sonuglar1 temel alinarak mevcut tez c¢aligsmasi
kapsaminda redoks adaptasyonu temelinde 4 farkli fenotipte hiicre hatti kullanilmistir
(Kumar ve ark., 2008). Ek olarak arastirilan terapilerin AR sinyalizasyonundaki
etkileri de incelendiginden PK hiicreleri AR (+) Ozellikte se¢ilmistir. Hiicre
hatlarindan ilki endojen ROS ve oksidatif stres diizeyi diisiik olan benign
karakteristikte RWPE-1 prostatik normal epitel hiicre hattidir. PK’nin daha az agresif
formu i¢in metastatik PK hiicre hatt1 LNCaP, en agresif formu i¢in ise mKDPK hiicre
hatt1 C4-2 kullanilmistir. Tez ¢alismasinin kurgusu kapsaminda metastatik PK hiicre
hattt LNCaP hiicre hattinin hidrojen peroksit direngli formu gelistirilerek redoks
adaptasyonuna sahip fenotipte metastatik PK hiicre hatt1 elde edilmistir. Boylece
terapilerin hem redoks manipilasyonunu hedef alan etkileri hem de anti-androjenik
etkileri farkli oksidatif direng fenotiplerine sahip PK hiicrelerinde degerlendirilmistir.

LNCaP hiicre hattinda hidrojen peroksit direnci gelistirilmesi i¢in literatiirde
yer alan iki farkli ¢aligmada kullanilan protokollere ek LNCaP hiicre hattinin biiyiime
ve bolinme Ozellikleri dikkate alinarak ortak noktalar1 da kapsayan bir protokol
olusturulmustur (Onul ve ark., 2012; Thanan ve ark., 2015). Hiicre tiirlerine bagh
degismekle birlikte literatiirde hidrojen peroksitin kanser hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik
zaman dilimlerinde sitotoksik etki gosterdigi doz araliginin 50-500 uM oldugu
belirlenmigtir (Onul ve ark., 2012; Park, 2018). Tez ¢alismasinda LNCaP hiicre
hattinda 24 ve 48 saatlik zaman dilimlerinde hirojen peroksit ile gergeklestirilen
sitotoksik analiz verilerinin sonuglar1 literatiir ile uyumlu bulunmus ve 50 uM, 100

MM ve 250 UM hidrojen peroksitin 24 saatte LNCaP hiicrelerinin canliligini sirasi ile
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%72’ye, %52’ye ve %43’e azalttigi tespit edilmistir. Hiicrelerde 50 uM sabit hidrojen
peroksit dozu ile direng protokoliiniin takip edildigi 90 giinliik siire sonunda ise 50 uM
ve 100 uM hidrojen peroksite karst LNCaP-HPR hiicrelerinde sirasi ile 1.74-kat ve
2.03-kat direng gelistigi belirlenmistir. Onul ve ark., (2012) A549 akciger kanseri
hiicre hattinda artan hidrojen peroksit dozlar1 (33 uM- 2400 pM) ile 70 gunlik stire
sonunda parental hiicrelerin %30 oranda canli kalabildigi son doz olan 300 uM’da elde
edilen en yiiksek direng katsayisini yaklasik 3.0-kat; Thanan ve ark., (2015) ise
MMNKT1 in vitro kolanjiyokarsinogenez modelinde parental hiicrelerin %75 oraninda
canli oldugu 25 puM sabit hidrojen peroksit dozu ile 72 giinliik siire sonunda canliligin
%35’e azaldig1 doz olan 100 uM igin elde edilen direng katsayisini yaklasik 2.1-kat
olarak bildirmiglerdir. Hidrojen peroksitin ¢alisilan doz araligindaki diger
konsantrasyonlart i¢in ise ilgili calismalarda belirlenen direng katsayilarinin 2.0-kat’in
altinda oldugu goriilmektedir. LNCaP hiicre hattinda 100 uM hidrojen peroksitin
tizerindeki konsantrasyonlarda hiicre canlilig1 yaklasik %40’a azaldigindan ve 100 uM
sabit dozda dahi LNCaP hiicrelerinin toparlanma siiresi ¢ok uzun siirdiigiinden ilgili
siire periyotlarinda bu dozda direng elde edilememis ve bu nedenle protokoliin
sonlanma noktasinda hidrojen peroksit konsantrasyonu LNCaP i¢in 100 pM olarak
belirlenmistir. Sonug olarak, literatiirdeki ¢aligmalar da dikkate alinarak direnc takip
protokoliiniin sonlanma noktasi olarak parental LNCaP hiicre hattinda 100 uM’a en az
2.0-kat direng gelistigi siire dikkate alinmis ve parental LNCaP hiicrelerinin canliligini
%72’ye azaltan 50 pM sabit hidrojen peroksit ile 90 glin boyunca takip edilen direng
protokolii sonunda, hiicrelerin %50 oranda canli kalabildigi 100 uM doza kars1 2.03-
kat direng gelistigi tespit edildikten sonra validasyon deneyleri gergeklestirilmistir.
A549 akciger kanseri hiicre hattinda gelistirilen hidrojen peroksit direnci
sonrasinda hiicrelerde mtDNA kopya sayisinda anlamli azalmaya ek olarak direncli
hiicrelerin daha anaerobik metabolik profile sahip olmasini saglayan pek ¢ok genin
ekspresyon seviyesinde degisim oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda hidrojen
peroksit direngli A549 hiicre hattinin diger ROS tiirlerine ve Doxorubicine karsi
yanitinin daha az oldugu saptanmistir (Onul ve ark., 2012). Hidrojen peroksit direncli
MMNKT1 in vitro kolanjiyokarsinogenez modelinde ise direngli hiicrelerde CAT, SOD
ve DNMT1 genlerinin mRNA duzeylerinde ve SOD ile CAT enzim aktivitelerinde

artis oldugu belirlenmistir (Thanan ve ark., 2015). Mevcut veriler hidrojen peroksite
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kars1 gelisen hiicresel direngte epigenetik degisimlerin ve ROS metabolizmasi iligkili
farkliliklarin fazlaca rol oynadigini ortaya koymaktadir. Kanser hiicrelerinde gelisen
redoks adaptasyonunun ROS metabolizmasini yeniden diizenledigi bilindiginden ve
mevcut c¢alismada redoks adaptasyonuna etkisi OngOrulen terapiler Uzerinde
caligildigindan LNCaP hiicrelerinde gelistirilen hidrojen peroksit direncinin
validasyonu, ilk kez redoks adaptasyonunu dizenleyen transkripsiyon faktorleri ve
endojen ROS diizeyi temelinde gerceklestirilmistir. Parental LNCaP ve LNCaP-HPR
hiicre hatlarinda 24 saatlik 50 uM ve 100 uM hidrojen peroksit uygulamasi sonucu
elde edilen sitotoksik ve apoptotik analiz sonuglari direngli hiicre hattinda uygulama
sonrasinda canlilik inhibisyonu gerceklesmedigini ortaya koymustur (Sekil 44-45 ve
Sekil 46-48). Ayrica hiicrelerin hidrojen peroksit uygulamasi sonucu endojen ROS
diizeylerinde de farkliliklar bulundugu belirlenmistir. 100 UM hidrojen peroksit
uygulanmis parental LNCaP hiicre hattinda ROS (+) hiicre orant %40 olarak
saptanirken LNCaP-HPR hiicre hattinda bu oranin %17.8 oldugu tespit edilmistir
(Sekil 49-50). Morfolojik ROS analizleri ile de 50 uM ve 100 uM hidrojen peroksit
uygulamasi sonucu parental LNCaP hiicrelerinde biriken endojen hidrojen peroksit ve
stiperoksit dizeylerinin LNCaP-HPR hiicre hattina gore daha fazla miktarda oldugu
gbzlenmistir (Sekil 52-55). Ek olarak ekzojen hidrojen peroksit uygulamasi sonrasinda
hiicresel total GSH miktarinda belirlenen degisimler incelendiginde hidrojen peroksit
uygulamasina ragmen LNCaP-HPR hiicre hattinda total GSH diizeyinin %88 oraninda
korunuyor olmas hiicrelerin gelisen direng sonrasi oksidatif stresten etkilenmedigini
ortaya koymaktadir (Sekil 56).

Redoks duyarli transkripsiyon faktorlerini (Nrf2, NF-xB ve Hif-a) ve hedef
antioksidan savunma sistemi ana enzimlerini kodlayan genlerin (SOD, CAT ve GR)
mRNA diizeyindeki degisimler de LNCaP hiicre hattinda hidrojen peroksit direncinde
rol alan redoks adaptasyon temelindeki gen ekspresyon farkliliklarina isaret
etmektedir. 100 uM hidrojen peroksit uygulamasi sonucu parental LNCaP
hiicrelerinde azaldigi saptanan Nrf2, NF-xB ve GR genlerinin mRNA dizeylerinde
LNCaP-HPR hiicre hattinda anlamli artis oldugu belirlenmistir (Sekil 57). Oksidize
glutatyon (GSSG)’nin indirgenmis glutatyon (GSH)’a doniisiimiinii katalizleyen ve
boylece hiicresel antioksidan havuzunun korunmasii saglayan GR geninin mRNA

diizeyinde belirlenen artig, LNCaP-HPR hiicre hattinda hidrojen peroksit uygulamasi
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sonrasinda bile total GSH miktarinin %88 oraninda korunuyor olmasi ile uyumlu
bulunmustur (Ghoneum ve ark., 2020; Trachootham ve ark., 2009). Redoks duyarl
transkripsiyon faktorlerinin  niiklear ekspresyon seviyelerindeki degisimler
karsilagtirildiginda ise 6zellikle 100 uM hidrojen peroksit uygulamasi sonucu parental
LNCaP hiicre hattinda p-Nrf2, p-NF-kB ve Hif-a proteinlerinin seviyelerinde sirasi ile
5.26-kat, 4.4-kat ve 4.2-kat azalma; oldugu ancak LNCaP-HPR hiicre hattinda ayni
proteinlerin seviyelerinin sirasi ile 1.32-kat, 1.34-kat ve 2.20-kat anlamli olarak arttig1
tespit edilmistir. Mevcut veriler ile LNCaP-HPR hiicre hattinda gelistirilen hidrojen
peroksit direncinin, hiicrede oksidatif strese karsi gelisen redoks direncini tetikledigi
ve redoks duyarli transkripsiyon faktorlerinin hem mRNA hem de aktif protein
diizeyinde artis1 ile de kanserde redoks adaptasyonu iliskili molekiiler siireclere katki
sagladig1 goriilmektedir. Redoks duyarli transkripsiyon faktorlerinden Nrf2 ve NF-
kB’nin her iki hiicre grubunda hidrojen peroksit uygulamasi sonrasinda mRNA ve
protein diizeyinde ayni yonde (parental LNCaP hiicrelerinde azalma; LNCaP-HPR
hlcrelerinde artma) regiile edildigi gériilmektedir. Ancak 100 uM hidrojen peroksit
uygulamasi sonrasinda LNCaP-HPR hiicre hattinda Hif-o’nin mRNA diizeyi ile zit
olarak niiklear protein seviyesinde artis oldugu belirlenmistir. Bu durumun Hif-o’nin
transkripsiyonel seviyede regiilasyonunu saglayan mekanizmalar ile iligkili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Kanser hiicrelerinde gelisen redoks adaptasyonundan sorumlu bir
faktor olarak Hif-a’nin hiicrede hipoksik olmayan kosullarda bile konstitiitif eksprese
edildigi ve protein stabilitesine ek olarak protein miktarinin mRNA diizeyinde de
kontrol edildigi belirtilmistir (Gorlach, 2009). Bu nedenle Hif-o mRNA diizeyinde
artis olmamasina ragmen LNCaP-HPR hiicrelerinde ekzojen ROS uygulamasi sonucu
protein seviyesinde saptanan 2.20-kat anlamli artis, hiicrelerde diren¢ kazanimiyla
gelisen metabolik degisimlerin tetiklenebildigine isaret etmektedir. Sonu¢ olarak,
LNCaP-HPR hiicre hattinda ekzojen hidrojen peroksit uygulamasi sonucu 90 giin
sonunda gelisen direng, hiicrede redoks duyarl transkripsiyon faktorlerinin artigiyla
birlikte oksidatif stres direncini tetikleyerek hiicrelerin redoks adapte bir fenotip
kazanmasini saglamistir. Boylelikle, PK icin ilk kez redoks adaptasyonuna sahip bir
in vitro metastatik kanser hiicre hattt modeli (LNCaP-HPR) gelistirilmistir. Bu hiicre
modeli, PK’nde redoks adaptasyonunun molekiiler mekanizmalarinin bir kisminin

aydinlatilabildigi bir model olup, ileriki ¢alismalarda redoks adaptasyon
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mekanizmalar1 iizerinde daha genis ¢aligmalarin planlanabilecegi potansiyel bir
secenek olusturmaktadir ve PK igin gelistirilecek tim terapilerde redoks
adaptasyonunun terapi yanitina etkisi bu model {izerinde incelenebilecektir. LNCaP-
HPR hiicre hatti, mevcut tez ¢aligmasinda ise hedeflenen prooksidan terapi
etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla metastatik PK i¢in redoks adaptasyonu
kazandirilmis bir hiicre fenotipi temsil etmektedir.

Hicrelerde Apigenin ve PEITC kombinasyonu ile Cabazitaxel’in prooksidan
etkilerinin degerlendirilebilecegi uygun doz gruplarinin ve zaman dilimlerinin se¢imi
amaciyla oncelikle her bir hiicre hattinda her bir ajanin tek basina uygulamasi igin
literatiirdeki ¢alismalara bagli olarak belirlenen doz araliginda ve siirelerde sitotoksik
ve apoptotik analizler gerceklestirilmistir.

Bu kapsamda ilk olarak literaturdeki iliskili ¢alismalardan Cabazitaxel’in PK
hiicre hatlarinda sitotoksik etki gosterdigi doz araligmin 0.5-10 nM oldugu ve
sitotoksisite testlerinin ilgili ilag i¢in 24., 48. ve 72. saat dilimlerinde gergeklestirilmesi
gerektigi belirlenmistir (Hongo, Kosaka & Oya, 2018; Lange ve ark., 2017; Kosaka ve
ark., 2017; Mukhtar, Adhami, Siddiqui, Verma & Mukhtar, 2016). Tez g¢alismasi
kapsamindaki hiicre hatlarinda Cabazitaxel’in sitotoksik ve apoptotik etkileri
incelendiginde ilacin 24 saatteki etkinliginin LNCaP hiicre hatti disindaki PK
hiicrelerinde diisiik oldugu gorulmektedir. LNCaP hiicre hattinda 24 saatlik 5 ve 10
nM Cabazitaxel uygulamasi sonrasinda hiicre canliliginin %52 ve %46’ya diistigi
ancak mKDPK ve redoks adapte LNCaP-HPR hiicre hatlarinda ayn1 dozlarda hicre
canliliklarinin %70’in altina diismedigi saptanmistir (Tablo 7). Literatlirde yer alan
calismalarda da Cabazitaxel’in metastatik PK hiicre hatt1 LNCaP’da 24. saatte etkin
olmasma ragmen KDPK hiicre hatlarinda 48. ve 72. saatlerde daha etkin oldugu
bildirilmistir (Mukhtar ve ark., 2016; Kosaka ve ark., 2017). Cabazitaxel’in 48 saatlik
sitotoksik etkileri incelendiginde ise son doz gruplari i¢in (5 nM ve 10 nM) LNCaP-
HPR hiicre hatti canliliginin sirast ile %63 ve %48’¢e; C4-2 hiicre hatt1 canliliginin ise
%48 ve %51°e azaldig1 tespit edilmistir (Tablo 7). LNCaP hiicre hattinda 48 saatte
Cabazitaxel dozuna bagli hiicre canliligi ise swrasiyla %50 ve %30 olarak
belirlenmistir. Bu verilere ek olarak Cabazitaxel’in RWPE-1 prostatik normal epitel
hiicre hattindaki sitotoksik etkileri, ilacin kanser segici toksik etkilerinin diisiik

oldugunu ortaya koymustur. Cabazitaxel’in mKDPK C4-2 ve LNCaP-HPR hicre
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hatlarinda etkin oldugu en erken zaman dilimi olan 48. saatte RWPE-1 hiicre hatt1
canliliginin en fazla %60 oldugu goriilmektedir. Bu veriler, benzer sekilde ilacin
prostatik normal epitel hiicre hatlar1 RWPE-1 ve RWPE-2’deki sitotoksik etkilerinin
bulundugunu gosteren calisma verileri ile uyum gostermektedir (Sennoune, Nelius,
Jarvis, Pruitt, Kottapalli & Filleur, 2020). Cabazitaxel’in 24 ve 48 saatlik sitotoksik
analiz verileri tiim hiicre hatlarinda apoptik analiz verileri ile de uyumlu bulunmustur.
[lacin sitotoksik etki gosterdigi doz gruplarinda ve zaman dilimlerinde gergeklestirilen
Annexin V analizleri ile, Cabazitaxel’in klasik taksan etki mekanizmas1 geregi kanser
hlcrelerinde ve prostat normal epitel htcrelerinde sitotoksik etkisi ile uyumlu
oranlarda apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigi belirlenmistir (Sekil 74-85).

Cabazitaxel’in sitotoksik ve apoptotik analizlerinden elde edilen verilere bagh
olarak (i) 48 saatlik 10 nM dozda uygulanmasi sonucu LNCaP hiicresinde canliligin
%30’a azaldig1 saptandigindan, (ii) prooksidan etkilerin degerlendirilebilmesi i¢in
canlt hiicre oraninin belli bir diizeyde kalmasi gerektiginden, (iii) Cabazitaxel’in
RWPE-1 prostatik epitel hlcreleri Uzerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri dikkate
alindigindan ve (iv) kanser hiicreleri lizerinde segici toksik etki gosterdigi dozlarda ve
zaman diliminde prooksidan etkilerinin degerlendirilmesi gerektiginden ilacin
prooksidan etkilerinin degerlendirildigi en erken ve etkin zaman dilimi 48 saat olarak
secilmistir.

Cabazitaxel’in sitotoksik ve apoptotik etkileri PK hiicreleri arasinda
karsilagtirildiginda ilacin en yiiksek etkinliginin LNCaP hiicre hattinda ve en diisiik
etkinliginin ise LNCaP-HPR ve C4-2 mKDPK hiicre hatlarinda bulundugu
belirlenmistir. Burada parental LNCaP hiicre hattindan hidrojen peroksit direnci ile
redoks adaptasyonu gelistirilen LNCaP-HPR hiicre hattinda Cabazitaxel’e karsi
duyarliligin azalmis olmas1 dikkat ¢ekici bir noktayr olusturmaktadir. Redoks adapte
LNCaP-HPR hiicre hattinin Cabazitaxel yaniti, PK’nin agresif formunu yansitan C4-
2 KDPK hiicre hattina benzerlik gostermektedir ve LNCaP-HPR hiicre hattinda ilag
yanitinin LNCaP hiicre hattina gore daha az diizeyde oldugu saptanmustir.
Gergeklestirilen gilincel bir ¢calismada Cabazitaxel direngli 22Rv1 PK hiicre hattinda
Nrf2 protein artiginin Cabazitaxel direncine katkida bulunabilecegi ve direngli
hiicrelerde Nrf2 inhibisyonu saglandiginda ilaca kars1 duyarliligin arttig1 belirlenmistir

(Endo ve ark., 2021). Mevcut tez ¢alismasindaki veriler ise ilk kez ilgili ¢alismaya
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kurgu agisindan ters bir yaklagimla oksidatif stres direnci gelistirilen PK hiicre hattinda
Cabazitaxel yanitinin degistigini ortaya koymaktadir. Sonug olarak redoks adaptasyon
mekanizmalarinin kanser hiicrelerinde ilag¢ direnci ile iliskili oldugu ve PK’nde de
Cabazitaxel duyarliligin1 degistiren bir faktor olarak rol oynadig: agiktir.

Literatirde Apigeninin PK hiicre hatlarinda 10-100 puM dozlarda sitotoksik
etkili oldugu gosterilmistir (Pandey ve ark., 2012; Seo, Kim, Chun, Park, Kang &
Kwon, 2011; Shukla & Gupta, 2004; Shukla & Gupta, 2008; Shukla ve ark., 2014).
Tez ¢alismasinda elde edilen veriler ise Apigeninin 10 pM’da belirgin bir toksik
etkisinin bulunmadigin1 ortaya koyarken, bilesigin 20-80 uM doz araliginda PK
hiicreleri tizerinde anlamli sitotoksik etki gosterdigine isaret etmektedir. Apigeninin
24 saatlik hiicre canlilig1 iizerine etkileri incelediginde son doz 80 uM’da LNCaP
hiicre hattinda canlilik %46 olarak tespit edilmesine ragmen LNCaP-HPR ve C4-2
hiicre hatlarinda hiicre canliliginin %50°nin altina diismedigi saptanmigtir. 48 saatlik
40 uM ve 80 uM doz gruplarinda ise LNCaP hiicrelerinde canlilik sirasi ile %48 ve
%36; LNCaP-HPR hiicrelerinde %58 ve %49; C4-2 hiicrelerinde %63 ve %50 olarak
tespit edilmistir. Ek olarak Apigeninin RWPE-1 prostatik epitel hicreleri tizerinde
kanser hiicre hatlar1 ile kiyaslandiginda daha az toksik etkiye sahip oldugu
belirlenmistir (Tablo 8). Gergeklestirilen apoptotik analiz sonuglar1 da sitotoksik
analiz verileri ile orantili olarak Apigeninin doza bagli sekilde LNCaP hiicrelerinde 24
saatte erken apoptotik ve 48 saatte ge¢ apoptotik; C4-2 ve LNCaP-HPR hicre
hatlarinda ise her iki zaman diliminde de erken apoptotik etkilere sahip oldugunu
gostermektedir (Sekil 86-97). Apigeninin kanser hiicreleri tizerindeki secici sitotoksik
ve apoptotik etkileri literatiir verileri ile uyumlu bulunmustur (Imran ve ark., 2020;
Maggioni, Garavello, Rigolio, Pignataro, Gaini & Nicolini, 2013; Salmani ve ark.,
2017; Yan ve ark., 2017).

PEITC ¢esitli kanserlerde antikanser etki mekanizmalar1 tanimlanmis olan,
sitotoksik ve apoptotik etkilerine ek olarak GSH inhibe edici 6zelligi nedeni ile de
prooksidan etkilere sahip oldugu bilinen dogal bir ITC tiirevidir (Chikara ve ark.,
2018). Literatirde PEITC’in 5-15 uM arasinda 24 saatte PK hiicre hatlarinda segici
sitotoksik etkileri oldugu gosterilmistir (Yin, Kawamura, He, Vanaja & Young, 2009;
Xiao ve ark., 2006; Xu ve ark., 2006). Tez ¢alismasi kapsaminda da PEITC’in tiim

hiicre hatlarinda belirlenen 24 saatteki sitotoksik ve apoptotik etkilerinin literatiir
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bulgulart ile uyumlu oldugu, RWPE-1 hiicre hattinda sitotoksik etkisinin daha az
bulundugu ve ozellikle 5 ve 10 uM doz gruplarinda kanser hiicrelerinde segici
sitotoksik ve apoptotik etkilerinin oldugu belirlenmistir (Tablo 9). 5 ve 10 uM PEITC
uygulamasi sonucu doz sirasina bagli olarak LNCaP hiicre canliligt %76 ve %56;
LNCaP-HPR hiicre canliligt %77 ve %63; C4-2 hiicre canliligi %73 ve %57 olarak
belirlenmis ve RWPE-1 hiicre canlilig1 ise %88 ve %81 olarak tespit edilmistir (Sekil
70-73). PEITC’in 24 saatte 10 uM’dan az dozlarda normal bronsiyal epitel hiicreleri
ve normal periferal kan mononiiklear hiicreleri iizerinde de anlamli toksik etkisinin
bulunmadig1 belirlenmistir (Dai ve ark., 2016; Hong ve ark., 2015). PEITC’in 24
saatlik apoptotik verileri ise, sitotoksik analiz sonuglari ile uyumlu olarak ajanin
literatiirde de belirtildigi tizere bilesigin kanser hiicrelerinde erken apoptoza yol
actigii ortaya koymustur (Tang ve ark., 2011; Xiao ve ark., 2006; Xu ve ark., 2006;
Sekil 98-102).

Cabazitaxel, Apigenin ve PEITC’in tek baslarina doza ve zamana bagl
sitotoksik ve apoptotik etkileri degerlendirildikten sonra kombin uygulamanin uygun
sitotoksik ve apoptotik etkilerinin belirlenebilecegi doz gruplarinin ve zaman diliminin
saptanmasi amactyla Apigeninin 20, 40 ve 80 uM dozlar1 ve PEITC’in 5 ve 10 uM
dozlar1 segilerek sitotoksisite testleri gergeklestirilmistir. Buna gore 20 uM Apigenin
+5 uM PEITC, 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC, 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC, 20
MM Apigenin + 10 uM PEITC, 40 uM Apigenin + 10 uM PEITC, 80 uM Apigenin +
10 uM PEITC olmak iizere 6 farkli kombin doz grubu olusturulmus ve 6 farkli dozun
ilk olarak 12 saatlik sitotoksik etkileri analiz edilmistir. Sonug¢ olarak (i) 12 saatlik
kombin dozlarin uygulanmasi sonucu LNCaP-HPR ve C4-2 hiicre hatlarinda anlaml
sitotoksik etki saptanmadigindan, (ii) kombin uygulamanin 48 saatlik sitotoksik etkisi
hem LNCaP hem de RWPE-1 hiicre hatlarinda yiiksek diizeyde oldugundan kombin
doz gruplarinin analizleri tiim hiicre hatlarinda 24 saatte gerceklestirilmistir. Elde
edilen sonuglar, Apigenin doz artisina bagli olarak kombin uygulamanin sitotoksik
etkilerinin arttigim1  gostermistir (Sekil 103-106). PEITC’in 5 pM ve 10 pM
uygulandigr kombin doz gruplar arasinda PK hiicre hatlarinda saptanan sitotoksik
etkilerde belirgin bir fark olmadigi ancak RWPE-1 prostatik epitel hiicre hattinda
canlilik oranlarinin 5 pM PEITC igeren doz gruplarinda daha yiiksek diizeyde
bulunmasi nedeni ile ilk ¢ kombin doz grubu (20 uM Apigenin + 5 uM PEITC, 40
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UM Apigenin + 5 uM PEITC, 80 puM Apigenin + 5 uM PEITC) daha etkin
bulunmustur (Sekil 103-106). Kombin uygulamanin 24 saatlik sitotoksik analiz
verilerine gore Apigenin doz artisina bagh olarak uygulanan dozlar, LNCaP hiicre
canliligint sirast ile %51, %45, %36’ya; LNCaP-HPR hiicre canliliini sirasi ile %71,
%65, %49’a; C4-2 hiicre canlilifini sirasi ile %68, %65, %50’ ye diistirmiistiir.
Kombin uygulamanin sitotoksik analiz verilerine gére Apigenin ve PEITC’in
tek baslarina ayn1 zaman dilimindeki (24 saat) sitotoksik etkileri karsilastirildiginda
kombin doz gruplarinin 6zellikle PK hiicre hatlarinda daha fazla sitotoksik etki
gosterdigi belirlenmistir (Tablo 12). Sitotoksik analiz verileri baz alinarak Apigenin
ve PEITC’in farmakolojik etkilesimleri ile iliskili CompuSyn programindan elde
edilen sonuglar da iki ajan arasindaki etkilesimin sinerji yoniinde oldugunu
gostermektedir. Ozellikle Apigeninin 3 farkli dozu (20 uM, 40 uM ve 80 uM) ile 5
uM PEITC’in kombin olarak uygulandig1 doz gruplar1 icin CompuSyn programindan
elde edilen 1’den kugik CI degerleri, PK hiicrelerinde Apigenin ve PEITC’in 3 farkli
dozdaki kombin uygulamasinin (20 uM Apigenin + 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin +
5 UM PEITC, 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC) sinerjistik sitotoksik etkiye sahip
olduguna isaret etmektedir (Tablo 10, Tablo 11). DRI degerleri ile de desteklenen
mevcut bulgular, 24 saatte ajanlarin PK hiicre hatlarinda tek basina neden olduklari
sitotoksik etkilerinin, ajanlar ilgili dozlarda birlikte kullanildiklarinda artis
gosterdigine dikkat ¢ekmektedir. Ek olarak RWPE-1 hiicre hatt1 i¢in CompuSyn
programindan elde edilen veriler, ilk ii¢ kombin doz grubunun RWPE-1 hiicre hattinda
antagonistik etkiye sahip oldugunu gosterdiginden PK hicreleri tizerinde secici etkileri
sitotoksik, apoptotik analizler ve CI degerleri ile belirlenen bu doz gruplarinin,
antikanser bir strateji olarak prooksidan etkilerin degerlendirilmesi i¢in uygun dozlar
oldugu diisiiniilmiistiir. Ilgili doz gruplarinin apoptotik etkileri analiz edildiginde ise
kombin doz gruplarimin uygulanmasi sonucu Apigenin doz artisina bagli total
apoptotik hiicre oranlart LNCaP hiicre hattinda sirasiyla %46.5, %53.4 ve %52.3;
LNCaP-HPR hiicre hattinda sirasiyla %28.1, %31.8 ve %48.2; C4-2 hiicre hattinda
strasiyla %30.2, %32.6 ve %47.4 ve RWPE-1 hiicre hattinda sirasiyla %7.6, %12.5 ve
%13.3 olarak belirlenmistir (Sekil 107-111). Boylelikle ajanlarin tek baglarina 24
saatlik etkileri ile karsilastirildiginda kombin uygulamanin apoptotik etkinligi daha

yiiksek bulunmustur. Sonu¢ olarak doza ve zamana bagli gercgeklestirilen tiim
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sitotoksik ve apoptotik analizler ile, literatirde ilk kez Apigenin ve PEITC birlikte
kullanilarak PK hiicrelerinde ajanlarin segici sitotoksik ve apoptotik etkilerinin
arttirildig gosterilmistir.

Redoks adapte fenotipi yansitan LNCaP-HPR hiicre hattinda degisen
Cabazitaxel yamitina ek olarak Apigenin ve PEITC yanitinin da degistigi
belirlenmistir. Bu kapsamda Apigenin ve PEITC yanitinin degismesine neden olan
molekiler mekanizmalarin ayrica arastirilmasi gerekmesine ragmen, LNCaP-HPR
hiicre hattinda ekzojen oksidatif stres artisina karsi redoks duyarli transkripsiyon
faktorlerinin aktif formlarinda artis belirlenmesi hiicrenin endojen oksidatif stres
artisina neden olan ajanlara kars1 da direngli bir fenotip kazandigini diisiindiirmektedir.
LNCaP hiicre hatt1 ile karsilastirildiginda 100 uM hidrojen peroksit uygulamasi
sonrasinda LNCaP-HPR hiicre hattinda endojen oksidatif stres artisinin daha az
diizeyde olmasi, total GSH miktarinda belirgin bir azalma tespit edilmemesi ve redoks
duyarl transkripsiyon faktorleri Nrf2, NF-kB ve Hif-a’nin mRNA ve protein
diizeylerinde artis saptanmasi LNCaP-HPR hiicrelerinin ekzojen oksidatif stresten
LNCaP hiicreleri kadar etkilenmedigini gostermektedir. Bu nedenle oksidatif stres
artisina yol acgarak hiicre 6liimiine neden oldugu cesitli kanserlerde belirlenmis olan
Apigenin ve PEITC’in tek baslarina ya da kombin olarak uygulandiklari tiim doz ve
zaman dilimlerinde LNCaP-HPR hiicreleri Gzerindeki etkinliklerinin LNCaP
hiicresindeki etkinliklerinden daha diisiik bulundugu tespit edildiginden mevcut
durumun redoks adaptasyon mekanizmalar ile iligkili oldugu diisiiniilmiistiir (Bai ve
ark., 2014, Choi ve ark., 2007; Gao ve ark., 2017; Gilardini Montani ve ark., 2019;
Hong ve ark., 2015; Ju ve ark., 2016; Lv ve ark., 2020a, 2020b; Shendge ve ark., 2021;
Shi ve ark., 2015; Sun ve ark., 2018; Suraweera ve ark., 2020; Tavsan & Kayali, 2019;
Zhang ve ark., 2015).

Gergeklestirilen sitotoksik ve apoptotik analizlerin sonuglarina gore kanser
hiicrelerinde % hiicre canlililar1 esas alinarak prooksidan etkileri karsilastirilabilecek
en uygun dozlarin Cabazitaxel i¢in 5 ve 10 nM; kombin uygulama i¢in ise 40 pM
Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC oldugu belirlenmistir
(Tablo 12). Boylece, Tablo 13’de gosterildigi iizere, tez ¢alismasi kapsaminda devam
eden biitiin analizler Cabazitazel’in 48 saatlik 5 ve 10 nM dozlardaki etkinligi;

PEITC’in 24 saatlik 5 uM etkinligi; Apigenin’in 24 saatlik 40 ve 80 uM etkinligi;
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Apigenin ve PEITC kombinasyonunun 24 saatlik 2 farkli kombin doz grubundaki
etkinligi (40 uM Apigenin + 5 uM PEITC, 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC) temel
alinarak ilerletilmis ve Apigenin & PEITC kombinasyonun 24 saatteki etkinligi ayni
stire ve aymt dozlarda ajanlarin tek baslarina olan etkileriyle birlikte analiz
edilebilmigtir. Ajanlarin uygulama stireleri igerisindeki prooksidan etkileri her bir
hiicre hattinda belirlenen tiim doz gruplarinda incelenirken Cabazitaxel ve Apigenin
& PEITC uygulamalarinin etkinlik agisindan karsilagtirmalart her bir hiicre hatti
icerisinde benzer oranda hiicre canlilig1 inhibisyonuna yol actig1 belirlenen dozlar esas
aliarak yapilmistir (Tablo 13).

Bu kapsamda ilk olarak Apigenin ve PEITC kombinasyonunun hiicre 6limu
Uzerine etkileri her bir hiicre hattinda uygun olarak segilen dozlar i¢in (Tablo 13)
Cabazitaxel etkinligi ile karsilastirildiginda, LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarinda
canlilik inhibisyonu ve apoptotik etki verilerine bagli olarak Apigenin ve PEITC
kombinasyonunun Cabazitaxel’e gére daha etkin oldugu belirlenmistir. C4-2 hiicre
hattinda ise Cabazitaxel’in apoptotik etkinliginin daha yiliksek oldugu saptanmasina
ragmen ilacin segici toksik etkisinin diigiik olmas1 ve RWPE-1 normal prostat epitel
hiicre hattinda Apigenin ve PEITC kombinasyonuna gore daha fazla sitotoksik ve
apoptotik etkiye sahip olmasi nedeni ile Apigenin ve PEITC kombinasyonunun hem
ajanlarin tek baslarina kullanimlarina gére hem de Cabazitaxel’e gére PK hiicrelerinde
apoptotik etki a¢isindan avantajlari oldugu diisiintilmiist0r.

Yar1 sentetik bir mikrotibdl inhibitori olan Cabazitaxel hiicre dongusu
sirasinda mikrotiibiil stabilizasyonu saglayarak dongiiniin G2/M evresinde durmasini
tetiklemekte ve boylece kanser hiicrelerinde i¢ apoptotik yolagi aktive etmektedir. Bu
anlamda Cabazitaxel’in mikrotiibiil iligkili etki mekanizmasi diger taksan tiirevleri
olan Paclitaxel ve Docetaxel’e benzerlik gostermektedir (Fitzpatrick & de Wit, 2014).
Klasik taksan fonksiyonu geregi Cabazitaxel’in 5 ve 10 nM dozlarda 48 saatlik
uygulama sonrasinda PK ve RWPE-1 prostatik epitel hiicrelerinde kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda doz artisina bagli olarak G2/M fazindaki total hiicre oraninda
anlamli artisa neden oldugu belirlenmistir. Apoptoz verileri ile uyumlu olarak
Cabazitaxel uygulamasi sonras1 G2/M fazinda biriken hiicre oran1 en fazla LNCaP
hiicre hattinda saptanmistir. LNCaP-HPR ve C4-2 hiicrelerinde ise G2/M fazindaki

hiicre oranlari, hiicrelerin Cabazitaxel uygulanmasi sonucu elde edilen apoptotik
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verileri ile uyumlu olarak 10 nM dozda yakin degerde bulunmustur. RWPE-1 hicre
hattinda ise G2/M fazindaki hiicre oraninin %27.5’den 5 ve 10 nM Cabazitaxel doz
artisina bagli olarak sirasiyla %50.6’ya ve %54.6’ya artis gostermis olmast hiicre
dongiisii analizinde de ilacin segici toksik etkisinin diisiik oldugunu dogrulamaktadir
(Sekil 112-116).

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun hicre dongusi Uzerine etkileri
incelendiginde ise 24 saatte 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM
Apigenin + 5 pM PEITC ve 80 puM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin
uygulanmasi sonrasinda G2/M evresinde bulunan hiicre oraninin LNCaP hiicre
hattinda %28.0’dan doz grubu sirastyla %36.2°ye, %37.8’e, %44.9’a, %41.4’e ve
%51.2°ye; LNCaP-HPR hiicre hattinda %28.4’den 5 uM PEITC hari¢ doz grubu
sirasiyla %38.3%¢, %42.1°¢e, %42.3’e ve %48.2ye; C4-2 hiicre hattinda %32.1’den doz
grubu sirasiyla %40.3’e, %42.6’ya, %46.7’ye, %44.6’ya ve %55.7 ve son olarak
RWPE-1 hiicre hattinda %27.9’dan artan doz grubu sirasiyla %27.3’e, %26.0’a,
%29.3’e, %32.1’e ve %32.8’¢ artis gosterdigi saptanmustir (Sekil 117-124).
Apigeninin PK’nde Rb defosforilasyonu, p53 stabilizasyonu, WAF1/p21 ve KIP1/p27
siklin bagiml kinaz inhibitorlerinde ekspresyon artis1 gibi GO/G1 kontrol noktasinda
rol oynayan hedefler lzerine etkileri oldugu belirlenmistir (Gupta ve ark., 2002;
Shukla & Gupta, 2007). Ancak calisilan hiicre hatlarinin 6zelliklerine ve doza bagimli
olarak Apigeninin hiicre dongust Uzerinde hem GO/G1 hem de G2/M kontrol
noktalarinda etkin olabildigi bildirilmistir (Yan ve ark., 2017). DU145 mKDPK
hiicrelerinde (Zhu ve ark., 2015), T24 mesane kanseri hiicre hattinda (Zhu ve ark.,
2013); gesitli pankreatik kanser hiicre hatlarinda (Ujiki ve ark., 2006); SCC-25 oral
hicreli skliamdz karsinoma hcrelerinde (Maggioni ve ark., 2013); A375 ve C8161
malign melanoma hiicre hatlarinda (Zhao ve ark., 2017) Apigeninin hiicre déngusunu
G2/M fazinda durdurdugu gésterilmistir. Mevcut tez ¢alismasinda da LNCaP, LNCaP-
HPR ve C4-2 mKDPK hiicre hatlarinda Apigeninin tek basina 40 uM ve 80 uM
dozlarda uygulanmasi sonrasinda hiicre dongiistiniin G2/M evresinde anlamli olarak
inhibe edildigi belirlenmistir. Mevcut etkiler, Apigeninin ayni1 dozlarda tek bagina 24
saatlik apoptotik etkileri ile de uyumlu bulunmustur.

PEITC’in ise DU145 mKDPK hiicre hattinda (Tang ve ark., 2011), Hep-2

laringeal skiiam6z karsinoma hiicrelerinde (Dai ve ark., 2016) ve K7M2 osteosarkoma
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hlcrelerinde (Lv ve ark., 2020b) hiicre dongusi tzerine etkilerinin G2/M evresinde
bulundugu rapor edilmistir. Buna ragmen multiple myeloma ve glioblastoma
hiicrelerinde PEITC’in GO/G1 evresinde de etkili oldugu gosterilmistir (Chou ve ark.,
2017; Jakubikova ve ark., 2011). Bu durum Kkanser hicrelerinin genomik
farkliliklarindan ve hiicre dongiisii regiilasyonu iizerinde etkili olan epigenetik
degisimlerden kaynaklanabilmektedir. Uygulanan ilk doz grubu olan 5 uM PEITC,
LNCaP ve C4-2 hiicre hatlarinda 24 saatte hiicre dongiisiinii anlamli olarak G2/M
fazinda durdurmaktadir. Ancak LNCaP-HPR hiicre hattinda ayni siirede ve ayn1 dozda
hicre donglsunin GO/G1 evresinde durdugu belirlenmistir. Redoks regiilasyonunun
hiicre dongiisii iizerine etkileri arastirildiginda hiicrede oksidatif stres artisi
gergeklestiginde hiicre dongilisiiniin farkli evrelerini regiile eden proteinlerde bulunan
ve redoks degisimlerinden etkilenebilen ozellikte sistein bakiyelerinin daha fazla
sayida G2/M fazini regiile eden proteinlerde bulundugu goriilmektedir (Foyer, Wilson
& Wright, 2018). Bu nedenle, LNCaP-HPR hiicrelerinde gelisen redoks
adaptasyonunun hiicre dongiisiiniin G2/M kontroliinde gorev alan protein yapilarinda
gerceklesen olast redoks baglantili modifikasyonlar sonucu fonksiyonlarinda
degisimler olabilecegi ve boylece PEITC uygulamasi sonrasinda hiicrenin apoptotik
aktivasyonunu kontrol eden hiicre dongiisii evresinin GO/G1 evresine kayabilecegi
ihitmalinin  bu duruma yol agan olast nedenler arasinda yer alabilecegi
diistiniilmektedir. Buna ragmen LNCaP-HPR hiicrelerinde degisen hiicre dongiisii
kontrolliniin altinda yatan molekiiler farkliliklarin detayli sekilde arastirilmasi
gerekmektedir.

Apigenin ve PEITC’in tek basina uygulandig1 doz gruplarinda (5 uM PEITC,
40 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin) RWPE-1 prostatik normal epitel hiicre hattinda
sitotoksik ve apoptotik veriler ile de desteklendigi sekilde hiicre dongiisii tizerindeki
etkilerin de minimal diizeyde olmasi ajanlarin normal hiicreler (zerinde toksik
etkilerinin diisiik diizeyde oldugunu gostermektedir.

Ajanlarin tek baslarina uygulandiklar1 doz gruplar ile karsilagtirildiginda 40
MM Apigenin + 5 puM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 pM PEITC kombin doz
gruplariin PK hiicre hatlarinda hiicre dongiisii iizerine etkilerinin daha fazla oranda
oldugu belirlenmistir. Belirgin olarak PK hiicre hatlarinda saptanan ve RWPE-1

prostatik epitel hiicre hattinda daha az diizeyde tespit edilen bu durum, ajanlarin
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sinerjistik oldugu belirlenen sitotoksik ve apoptotik etkileri ve farmakolojik
etkilesimleri ile uyumlu bulunmustur. Sonug olarak, Apigenin ve PEITC kombin
sekilde kullanildiginda PK hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin G2/M evresi lizerindeki
inhibe edici etkileri daha fazla diizeye ulasmaktadir.

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun hiicre dongusu tzerine etkileri her bir
hiicre hattinda uygun olarak segilen dozlar i¢in (Tablo 13) Cabazitaxel etkinligi ile
karsilastirildiginda LNCaP ve LNCaP-HPR hiicre hatlarinda Cabazitaxel’in hiicre
dongusiinu G2/M evresinde az bir oran farki ile daha etkin olarak durdurdugu, C4-2
hiicre hattinda ise her iki uygulama grubunun benzer etkilere sahip oldugu tespit
edilmistir. Apoptotik etkisi ile uyumlu olarak Cabazitaxel’in RWPE-1 prostatik epitel
hiicre hattinda Apigenin ve PEITC kombinasyonu ile karsilastirildiginda daha fazla
oranda hiicre dongiistiniin G2/M evresinde durmasina yol a¢tig1 saptandigindan ilacin
secici toksik etkisinin diisiik diizeyde oldugu dogrulanmistir. Bu nedenle, Apigenin ve
PEITC kombinasyonu, hiicre dongusu Uzerinde apoptotik etkileri ile uyumlu sekilde
kanser hiicrelerinde daha fazla etkin olmasindan dolay1 avantajli bulunmustur.

Apigenin & PEITC ve Cabazitaxel uygulanan PK hicrelerinde apoptotik etki
oncesinde gergeklesen oksidatif degisimlerin belirlenmesi i¢in hucrelerde endojen
oksidatif stres diizeyi, mitokondri membran potansiyeli degisimleri ve total GSH
miktarindaki degisimler arastirilmistir. Bu kapsamda gergeklestirilen optimizasyon
deneyleri ile Cabazitaxel’in oksidatif etkinliginin 24 saatte; Apigenin ve PEITC’in
oksidatif etkinliginin ise 12 saatte belirlenmesi gerektigi tespit edilmistir. Ik olarak
endojen oksidatif stres diizeyinin belirlenmesi i¢in akis sitometrik ve floresan
mikroskobik analizler kullanilarak muameleli hiicrelerin hem endojen hidrojen
peroksit diizeyleri hem de slperoksit dizeyleri analiz edildikten sonra tedavi stresi
icerisinde mitokondriyal membran potansiyellerinde gerceklesen degisimler akis
sitometrik analiz ile ve total GSH miktarindaki degisimler ise ELISA bazli yontem ile
incelenmistir.

Cabazitaxel’in 5 ve 10 nM dozlarda oksidatif stres (zerine etkileri
degerlendirildiginde ROS-pozitif hiicre oraninin LNCaP hiicre hattinda %9.83’den
doz artigina bagl olarak siras1 ile %33.5’e ve %37.06’ya; LNCaP-HPR hiicre hattinda
%13.05’den doz artigina bagli olarak sirasi ile %23.06’ya ve %35.14’¢; C4-2 hicre
hattinda %16.34’den doz artisina bagl olarak sirasi ile %25.80’e ve %30.73’e ve

298



RWPE-1 hiicre hattinda %6.34’den doz artigina bagl olarak sirasi ile %21.70’e ve
%25.15’e artis gosterdigi belirlenmistir. Cabazitaxel’in tiim hiicre hatlarinda doz
artisina bagli olarak endojen oksidatif stres dlzeyini arttirdign goriilmektedir.
Literatiirde Cabazitaxel’in PK hiicrelerinde endojen ROS artisina etkilerini ve
mekanizmalarini arastiran tek ¢aligmada Docetaxel direncli mMKDPK C4-2AT6 hiicre
hatlarinda ilacin doz artisina bagh olarak Docetaxel’e gore daha fazla oranda endojen
ROS artisina neden oldugu belirlenmistir (Kosaka ve ark., 2017). Mevcut tez
calismasinda elde edilen akis sitometrik ve floresan mikroskobik analiz verileri ile ise
Cabazitaxel’in redoks adaptasyonu ac¢isindan farkli direng fenotiplerine sahip PK
hiicre hatlarinda prooksidan etkileri ilk kez incelenmistir. Akis sitometrik oksidatif
stres verileri ile uyumlu olarak Sekil 130-133 ile Sekil 134-137’de de goriintiilendigi
uzere LNCaP, LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarinda 24 saatlik 5 ve 10 nM
dozlarda Cabazitaxel uygulamasinin doz artisina bagh sekilde sirasi ile intraselliiler
hidrojen peroksit ve superoksit birikimlerine en belirgin olarak LNCaP hiicre hattinda
neden oldugu goézlenmistir (Sekil 130 ve Sekil 134). LNCaP-HPR ve C4-2 hiicre
hatlarinda da doz artisina bagli olarak endojen hidrojen peroksit ve siiperoksit
birikimlerinin tetiklendigi tespit edilmesine ragmen artisin LNCaP hiicrelerindeki
kadar belirgin olmadigi ancak LNCaP-HPR hiicre hattinda tetiklenen ROS artisinin
C4-2 hiicre hattinda saptanan diizeyden daha fazla oldugu saptanmistir. Boylece
Cabazitaxel’in prooksidan etkinligi PK hiicreleri arasinda en fazla LNCaP hiicre
hattinda ve sonra sirasi ile LNCaP-HPR ve C4-2 hiicre hatlarinda belirlenmistir.
RWPE-1 hiicre hattinda ise 6zellikle 10 nM dozda hidrojen peroksit miktarinda artig
ve hucre morfolojisindeki belirgin bozulmalar Cabazitaxel’in normal hicreler
Uzerinde sitotoksik ve apoptotik etkilerine ek olarak prooksidan etkilere de sahip
oldugunu gostermektedir (Sekil 133 ve Sekil 137). Ayrica, hiicrelerin doz
uygulanmadan endojen hidrojen peroksit diizeyleri karsilastirildiginda RWPE-1 ve
LNCaP hcrelerinin en az dizeyde; LNCaP-HPR ve C4-2 hucrelerinin daha fazla
diizeyde endojen hidrojen peroksite sahip olduklarinin gézlenmesi ve bu durumun akis
sitometrik oksidatif stres analizi ile de uyum gostermesi tez ¢aligmast kapsaminda
kullanilan hiicrelerin malignite iliskili agresif 6zelliklerine gore endojen oksidatif stres
diizeylerinin farkli oldugunu ortaya koyan destekleyici bir bulgu niteligi tagimaktadir.

Farkli agresif ozelliklere sahip PK hiicre hatlar1 ve saglikli prostatik epitel hiicreleri
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endojen oksidatif stres diizeyleri agisindan karsilastirildiginda hiicrelerin malignite
iliskili progresif 6zelliklerinin endojen ROS ve oksidatif stres artigi ile uyum gosterdigi
tespit edilmistir (Freitas ve ark., 2012; Kumar ve ark., 2008). Boylelikle endojen
oksidatif stres duzeyinin LNCaP hicrelerine gore daha fazla oldugu belirlenen
LNCaP-HPR hiicre hattinin, redoks adaptasyonunun gelismesi sonrasinda azalan
Cabazitaxel, Apigenin ve PEITC yanitlarina dayanarak malign agresivitesinin arttigi
ve LNCaP-HPR hiicre hattinin hem endojen oksidatif stres diizeyine hem de degisen
ila¢ yanitina dayanarak KDPK fenotipine yakin agresiflikte bir fenotipi temsil ettigi
goriilmiis ve tez calismast ile Cabazitaxel’in farkli diren¢ fenotiplerine sahip PK
hiicrelerinde endojen ROS artisin1 hiicrelerin malignite iliskili agresif dzellikleri ile
orantili olarak arttirdigi belirlenmistir. Bu nedenle Cabazitaxel’in 48 saatte her bir
hiicre hatt1 i¢in farkli oranlarda neden oldugu apoptotik etkiler, ilacin 24 saatteki
prooksidan etkileri ile uyumlu bulunmustur.

Cabazitaxel’in 24 saatlik oksidatif stres (zerine etkilerine ek olarak
Cabazitaxel uygulanan hicrelerde belirlenen mitokondri membran potansiyeli
degisimleri incelendiginde depolarize mitokondriye sahip hiicre oranimnin LNCaP
hiicre hattinda %16.29°dan doz artisina bagh sirasi ile %57.7°ye ve %61.42°ye;
LNCaP-HPR hiicre hattinda %18.14’den doz artisina baglh sirasi ile %39.9’a ve
%45.39’a; C4-2 hiicre hattinda %34.06’dan doz artisina bagh siras1 ile %45°e ve
%48.8’e ve RWPE-1 hiicre hattinda %6.28’den doz artisina bagh sirasi ile %17.27’ye
ve %22.9’a yiikseldigi saptanmustir (Sekil 154-158). Stres kosullarinda mitokondriyal
dis membranda lokalize VDAC proteinlerinin yapist bozulmakta ve mitokondriyal
membran potansiyeli azalmaktadir. Bunun sonucunda ise mitokondri membran
depolarizasyonu artig gostermektedir. Mitokondriyal membran depolarizasyonundaki
artis mitokondri membranindaki iyon kanallarindan mitokondri igerisinde fazla
miktarda Ca*? sizintisina neden olmakta ve boylece dis mitokondriyal zardan sitokrom
¢, AIF ve SMAC/DIABLO gibi pro-apoptotik faktorlerin salinimi ger¢eklesmektedir.
Gelisen silire¢ mitokondriyal disfonksiyon sonucu hiicre 6liimii ile sonlanmaktadir
(Galadari ve ark., 2017; Marchi ve ark., 2012; Redza-Dutordoir & Averill-Bates,
2016). Dolayistyla ROS aracili gerceklesen mitokondri membran potansiyelindeki
degisimler, apoptotik aktivasyon gerceklesmeden Once hiicre sagliginin énemli bir

beliteci olarak kabul edilmektedir. Cabazitaxel’in her bir hiicre hattinda neden oldugu
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oksidatif stres artis1 oranlari ile uyumlu olarak PK hiicre hatlarinda ve RWPE-1
prostatik normal hiicre hattinda depolarize mitokondriye sahip hiicre oraninda artisa
yol actigr belirlenmistir (Sekil 154-157). Mevcut veriler, 12 saatlik Cabazitaxel
uygulamasi sonrasinda artan oksidatif stres diizeyinin es zamanl olarak mitokondri
membran depolarizasyonunu arttirdigin1 ve ilacin doz artisina bagl sekilde
mitokondriyal disfonksiyon bagimli olarak 48 saatte apoptotik Olimii uyardigini
gostermektedir (Sekil 158). Cabazitaxel’in mitokondri sagligi iizerine etkileri,
hiicrelerin endojen oksidatif stres diizeyleri ve malignite iligkili agresif 6zellikleri ile
uyumlu bulunarak, ilacin mitokondriyal etkinligine bagli olarak PK hiicreleri
LNCaP>LNCaP-HPR>C4-2 olarak siralanmistir. RWPE-1 hiicre hattinda ise ilacin
neden oldugu oksidatif stres artis1 mitokondri iizerindeki etkinligi ile orantili olarak
artis gostermektedir. Dolayistyla tiim hiicre hatlarinda ilacin prooksidan etkinligi ayni
zaman diliminde belirlenen mitokondriyal etkileri ile paralellik gostermektedir.
LNCaP-HPR hiicrelerinde LNCaP hiicrelerinden farkli olarak Cabazitaxel uygulamasi
sonrasinda mitokondriyal depolarizasyonun daha az oranda etkilenmis olmasi da
gelisen redoks adaptasyonunun hiicrelerin prooksidan etkili ajanlara kars1 duyarliligini
etkiledigine isaret etmektedir. Sonug olarak, Cabazitaxel’in daha az agresif 6zellige
sahip PK hucrelerinde daha yiksek; daha agresif PK hiicrelerinde ise daha az diizeyde
prooksidan etki ile ROS artisina neden oldugu ve mitokondriyal disfonksiyon aracili
apoptotik Olimii tetikledigi belirlenmis; benzer etkilerin Cabazitaxel uygulanmis
RWPE-1 prostatik normal epitel hiicre hattinda da goriildiigii ve ilacin mitokondri
fonksiyonunu bozan prooksidan etkilerinin apoptotik etkinlik diizeyi ile orantili
oldugu tespit edilmistir.

Cabazitaxel’in prooksidan etki gosterdigi zaman diliminde total GSH
diizeylerindeki degisimler iizerine etkileri incelendiginde ise kontrol gruplar ile
kiyaslandiginda doz artisina bagl olarak sirasiyla total GSH miktarinin LNCaP hiicre
hattinda %85.05’e ve %65.76’ya; LNCaP-HPR hiicre hattinda %89.67’ye ve
%85.84°e; C4-2 hiicre hattinda %95.46’ya ve %90.12°ye; RWPE-1 hiicre hattinda
%97.52’ye ve %95.89’a diisiis gosterdigi saptanmistir (Sekil 167). Cabazitaxel’in
Docetaxel direngli C4-2AT6 hiicrelerinde endojen ROS artisint uyardigi biliniyor
olmasina ragmen ilacin hiicresel antioksidan savunma sistemi ana molekiilii olan GSH

duzeyi Uzerindeki etkileri bilinmemektedir. Ancak gerceklestirilen bir c¢alismada
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Docetaxel direngli ve duyarli hiicre hatlar1 arasinda total GSH diizeyleri agisindan
anlaml bir fark tespit edilmemis olmasi, taksan etkinliginin GSH metabolizmasini ve
diizeyini etkileyen faktorler tizerinden ilerlemedigi yoniinde bir 6ngori
olusturmaktadir (Vrignaud ve ark., 2013). Bu kapsamda tez ¢alismasindan elde edilen
veriler de, Cabazitaxel’in LNCaP hiicreleri hari¢ diger hiicre hatlarinda total GSH
diizeyi tizerindeki etkilerinin diisiik oldugunu ve Cabazitaxel uygulamasina ragmen
hiicrelerde en az %85 oraninda total GSH seviyesinin korundugunu gostermektedir.
LNCaP hiicrelerinde ise 10 nM Cabazitaxel uygulamasi sonucu total GSH diizeyinin
%65.7 olarak belirlenmesi, diger hiicrelerden farkli olarak ayni dozda LNCaP
hlcrelerinde total GSH diizeyinin taksan tiirevinin direkt etkilerinden bagimsiz ve
oksidatif stresin bu hiicre hattinda daha fazla diizeyde tetiklenmesine yanit olarak
diisiis gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Dolayisiyla Cabazitaxel’in total GSH
dizeyindeki etkileri 6zellikle daha agresif fenotipe sahip PK hiicrelerinde diisiik
bulundugundan ilacin prooksidan etkilerini antioksidan inhibisyonu yolu ile
gostermedigi, endojen ROS artigina yol acarak sergiledigi sonucuna varilmistir.
Apigenin, son yillarda ¢esitli kanser tiirlerinde ROS artis1 aracili apoptotik
etkileri oldugu belirlenmis bir flavonoid tiirii olmasina ragmen prostat kanserindeki
prooksidan etkilerinin degerlendirildigi calismalar oldukc¢a smirhidir (Bai ve ark.,
2014; Gilardini Montani ve ark., 2019; Lee ve ark., 2020; Masuelli ve ark., 2017;
Shendge ve ark., 2021; Shi ve ark., 2015; Sun ve ark., 2018; Tavsan & Kayali, 2019;
Zhang ve ark., 2015). iliskili olabilecek kapsamda gerceklestirilen tek ¢alismada
22Rv1 PK hiicre hattinda ve in vivo 22Rv1 timér modelinde Apigeninin neden oldugu
ROS aracili mitokondriyal hasarin p53 bagimli apoptotik aktivasyon ile iligkisi
incelenmistir (Shukla & Gupta, 2008). Potansiyel bir kemoterapotik ajan olarak
PEITC’in ise kanser hiicrelerindeki selektif sitotoksik etkilerinin ajanin prooksidan
Ozellikleri ile iligkisini dogrulayan arastirmalar bulunmaktadir (Hong ve ark., 2015
Hsia ve ark., 2018; Lv ve ark., 2020a). Farkl1 kanser tiirlerinde yapilan ¢aligsmalar
PEITC’in, GSH duzeyinde azalmaya neden olarak antioksidan savunma sistemini
baskilama 6zelligine sahip, segici olarak kanser hiicrelerinde etkin bir ajan oldugunu
dogrulamaktadir (Zhang ve ark., 2008; Wang ve ark., 2017). Mevcut tez ¢aligmasi
kapsaminda olusturulan kombin terapi modelinde PEITC’in GSH deplesyonunu

saglayici etkileri bilindiginden potansiyel olarak Apigeninin prooksidan etkilerini
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arttirabilecegi ve kanser spesifitesi yliksek olan bu dogal ITC tiirevinin kurgu
kapsaminda olusturulan kombin model i¢in ideal bir aday olabilecegi 6ngoriilmiistiir.

Bu kapsamda ajanlarin tek baslarina ve kombin olarak PK ve RWPE-1
prostatik epitel hiicrelerinde oksidatif stres diizeyi iizerine etkileri incelendiginde 12
saatte 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM Apigenin + 5 uM
PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin uygulanmasi sonrasinda
LNCaP hiicre hattinda ROS-pozitif hiicre oraninin %9.50’den doz sirasina bagli olarak
%17.58’e, %23.38’e, %39.17°ye, %34.34’e ve %41.71’e; LNCaP-HPR hiicre hattinda
%11.84’den doz sirasina bagli olarak %16.41°e, %15.91°e, %18.12°ye, %19.50’ye ve
%24.28’e; C4-2 hiicre hattinda %21.77°den doz sirasina bagli olarak %?22.81’e,
%25.74’e, %31.70’e, %29.45’e ve %36.42°ye; RWPE-1 hiicre hattinda ise %0.34’den
doz sirasina bagli olarak %0.74’e, %7.08’e, %10.15’e, %6.63’e ve %12.10’a artis
gOstermistir. Analiz verileri, oksidatif stres artisinin PK hiicrelerinde ajanlarin kombin
uygulandiklar1 doz gruplarinda tek baslarina uygulandiklar1 doz gruplarina gore daha
fazla oranda tetiklendigini gostermistir (Sekil 138-144 ve Sekil 139-145). Hiicrelerde
biriken hidrojen peroksit ve superoksit radikallerinin floresan mikroskobik analiz
goriintiileri de akis sitometrik oksidatif stres analizi verileri ile uyumlu olarak 6zellikle
kombin doz gruplarinda hiicrelerdeki endojen oksidatif stres diizeyinin daha fazla artis
gosterdigini dogrulamaktadir (Sekil 146-149 ve Sekil 150-153). Mevcut veriler
Apigenin ve PEITC’in sinerjistik sitotoksik ve apoptotik etkilerine ek olarak endojen
ROS artis1 aracilt sinerjistik prooksidan etkilere sahip oldugunu ortaya koymaktadir.
Avyrica akis sitometrik oksidatif stres verileri ve 6zellikle endojen hidrojen peroksit
diizeylerinin degerlendirildigi morfolojik analiz verilerinde belirgin olarak goriildigi
uzere PK hicrelerinin muamelesiz endojen oksidatif stres dizeyleri C4-2>LNCaP-
HPR>LNCaP olarak siralanmakta ve Apigenin & PEITC kombinasyonunun
prooksidan etki diizeyinin hiicrelerin baslangic endojen oksidatif stres diizeyleri ile
orantili olarak artis gésterdigi, etkinin belirgin olarak endojen oksidatif stres diizeyi en
az olan hiicre hatt1 LNCaP’da ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Cabazitaxel’in prooksidan
etkilerine benzerlik gosteren bu bulgu hicrelerde ROS-artis1 aracili sitotoksik etkili
ajanlara kars1 duyarliligin hiicrelerin direkt olarak endojen oksidatif stres diizeyleri ile
iliskili oldugunu gostermektedir. PK hicrelerinde Apigenin & PEITC ile
Cabazitaxel’in ROS artisini tetikleyen prooksidan etkileri karsilastirildiginda LNCaP
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hiicre hattinda Apigenin ve PEITC kombinasyonunun daha etkin oldugu ancak
ozellikle son doz gruplarinda (10 nM Cabazitaxel ve 80 UM Apigenin + 5 uM PEITC)
LNCaP-HPR ve C4-2 hiicre hatlarinda Cabazitaxel’in ROS artisini1 ¢cok az oranda fazla
tetikledigi tespit edilmistir. RWPE-1 hiicre hattinda akis sitometrik oksidatif stres
verileri ve daha belirgin olarak hidrojen peroksit dizeyinin floresan mikroskobik
analizleri ise, kanser hicreleri Uzerinde Apigenin ve PEITC kombinasyonunun
Cabazitaxel’e gore daha fazla segici prooksidan etkiye sahip oldugunu ortaya
koymustur. Boylelikle, Apigenin ve PEITC birlikte kullanildiklarinda metastatik
LNCaP hiicre hattinda Cabazitaxel’e gore etkinligi ¢cok daha yiiksek olan, redoks
adaptasyonu gelistirilen LNCaP-HPR ve mMKDPK C4-2 hiicre hatlarinda ise
Cabazitaxel’e yakin etkinlikte oldugu tespit edilen, segici prooksidan etkilere sahip
olan ve PK’nde sinerjik etkileri bulunan bir kombin terapi modeli olusturuldugu tespit
edilmistir.

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun mitokondri membran potansiyeli
tizerine etkileri incelendiginde ise 5 uM PEITC, 40 uM Apigenin, 80 uM Apigenin,
40 uM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz gruplarinin
12 saatlik uygulamasi sonrasinda LNCaP hiicre hattinda, depolarize mitokondriye
sahip hiicre oraninin %13.02°’den doz sirasina bagli olarak %24.49’a, %46.93’e,
%54.44’e, %56.8’e ve %63.2°ye; LNCaP-HPR hiicre hattinda %16.65’den doz
stirasina bagl olarak %27.65’e, %35.52’ye, %51.96’ya, %38.54’e ve %56.65’e; C4-2
hiicre hattinda %18.84’den doz sirasina bagli olarak %33.6’ya, %58.02’ye, %58.85’¢,
%59.52’ye ve %60.61°e ve son olarak RWPE-1 hiicre hattinda %6.59’dan doz sirasina
bagli olarak %8.09’a, %10.11°e, %9.13’e, %10.83’c ve %7.28’¢ artis gostermistir
(Sekil 159-166). Mevcut veriler, ROS artig1 verileri ile uyumlu olarak Apigenin ve
PEITC’in birlikte kullanildiklar1 doz gruplarinda PK hiicrelerinde mitokondri sagligi
Uzerine daha etkili olduklarini ortaya koymaktadir. Apigeninin tek basina A375 ve
A549 insan melanoma ve akciger kanseri hiicre hatlarinda in vitro selektif sitotoksik
etkilerini kanser hiicrelerinde oksidatif fosforilasyon mekanizmasini ve mitokondriyal
membran fonksiyonlarin1 bozarak gergeklestirdigi belirlenmistir (Das ve ark., 2012).
Benzer olarak, kanserli hepatositlerde Apigeninin sadece kanser hicrelerinde
mitokondriyal hasara bagli olarak selektif sitotoksisite gosterdigi tespit edilmistir

(Seydi ve ark., 2016). Bir GSH inhibitorl olarak PEITC’in ise PK’ndeki prooksidan
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etkilerinin mitokondriyal membran hasari, oksidatif fosforilasyonun baskilanmasi ve
ROS artis1 aracili gergeklestigi bildirilmistir (Xiao ve ark., 2010). Mevcut tez
calismasinda ise direkt olarak oksidatif fosforilasyon mekanizmasi iizerinde etkileri
bulunan iki ajanin kombin olarak uygulanmasi ile ajanlarin mitokondri
disfonksiyonuna yol agan etkilerinin arttirildigi goriilmektedir (Sekil 159-164).
Boylelikle antikanser bir ajan olarak Apigeninin PK’nde mitokondri sagligi iizerine
etkileri ilk kez belirlenmis ve saptanan etkilerin PEITC ile kombin halde uygulanmasi
durumunda farkli fenotiplere sahip PK hiicrelerinde arttirilabildigi gosterilmistir.
Ayrica redoks adaptasyonu ve malignite iligkili agresif 6zellikler acisindan farkli
fenotipleri temsil eden PK hiicre hatlarinda hem Apigeninin hem de Apigenin &
PEITC kombinasyonunun mitokondri membran potansiyelini prooksidan etkileri ile
uyumlu olarak degistirdigi saptanmistir. Apigenin ve/veya Apigenin & PEITC
uygulanmis hiicrelerde mitokondriyal membran potansiyelindeki degisimlerin
hiicrelerin endojen oksidatif stres diizeyleri ile orantili olarak arttig1 belirlenmistir. Bu
durum Apigenin ve/veya Apigenin & PEITC uygulanmasi sonucu PK hiicrelerinde
tetiklenebilen endojen ROS artistyla es zamanli olarak mitokondri sagliginin da
bozuldugunu gostermektedir. RWPE-1 prostatik epitel hiicre hattinda ise Apigeninin
ve/veya Apigenin ve PEITC kombinasyonunun mitokondriyal membran potansiyeli
Uzerine etkilerinin PK hiicrelerine gore ¢ok daha diisiik diizeyde oldugu ve doz
gruplarinda birbirine yakin oranlarda bulundugu belirlenmistir (Sekil 165 ve Sekil
166). Bu durum, Apigenin ve PEITC uygulamasi sonrasinda RWPE-1 hicrelerinde
PK hiicrelerine gore daha diisiik diizeyde tetiklenen endojen ROS artisiyla uyum
gostermekte olup Apigenin ve Apigenin & PEITC kombinasyonunun sitotoksik ve
apoptotik etkilerinin RWPE-1 hiicre hattinda minimal diizeyde olmasinin altinda yatan
mekanizmalara 151k tutmakta ve boylelikle de hem Apigeninin hem de kombin terapi
modelinin PK hiicreleri hedefinde ROS aracili segici apoptotik etkilerinin daha iyi
anlasilmasina katki saglamaktadir. Ayrica, Apigenin ve PEITC kombinasyonunun
Cabazitaxel’e gbére mitokondriyal membran potansiyeli Gzerine etkileri
karsilagtirildiginda kombin uygulamanin tiim PK hiicre hatlarinda segici olarak daha
fazla etkiye sahip oldugu goriilmektedir.

Apigenin ve PEITC’in prooksidan etkilerinin saptandigi zaman dilimi olan 12

saatte total GSH diizeylerindeki degisimler {izerine etkileri incelendiginde 40 uM
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Apigenin, 80 uM Apigenin, 40 uM Apigenin + 5 uM PEITC ve 80 uM Apigenin + 5
uM PEITC doz grubu sirasi ile total GSH diizeyinin LNCaP hiicre hattinda %55.6’ya,
%38.03’e, %43.25’e ve %35.08’e; LNCaP-HPR hiicre hattinda %58.74’e, %43.93’e,
%53.25’e ve %41.41°e; C4-2 hiicre hattinda %62.85%e, %47.17°ye, %55.13’e ve
%42.82’ye ve RWPE-1 hiicre hattinda %66.21, %62.17, %70.89 ve %76.42’ye
diistiigti belirlenmistir (Sekil 168-171). Literatlrde Apigeninin prooksidan etkileri ile
iliskili olarak total GSH seviyeleri Uzerindeki etkisi meme ve prostat kanserlerinde
belirlenmis ve bilesigin sitotoksik etki gosterdigi 24 saatte 25 uM ve 50 uM dozlarda
kanser hiicre hatlarinda %50’den fazla oranda total GSH seviyesini inhibe ettigi
belirlenmistir (Kachadourian & Day, 2006; Korga-Plewko ve ark., 2020). Tez verileri
ise, PK hiicrelerinde hiicrelerin endojen oksidatif stres diizeyleri ile iligkili olarak (C4-
2>L.NCaP-HPR>LNCaP) Apigenin ve PEITC kombinasyonunun total GSH miktarini
inhibe edici etkilerini, Apigeninin tek basina uygulandigi dozlara gore daha etkin
olarak gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu durum, Apigeninin PK hicrelerinde GSH
inhibisyonu iizerine olan etkilerini PEITC’in sinerjistik etki gostererek arttirdigina
isaret etmektedir. Tek basina 5 pM PEITC’in ise PK hiicrelerinde total GSH miktari
tizerine anlaml bir etkisi saptanmazken ayn1 dozda RWPE-1 hiicre hattinda total GSH
miktarinin %118.57’ye arttig1 tespit edilmistir. PEITC, GST ve GPX4 enzimlerinin
inhibisyonuna yol acarak hiicresel GSH miktarinda azalmaya neden oldugu bilinen bir
antioksidan inhibitorididr (Kumari, Dyba, Holland, Liang, Singh & Ji, 2016).
PEITC’in K7M2 osteosarkoma hiicrelerinde anlamli sitotoksik etki gdsterdigi 15 uM
ve 30 uM dozlarda 24 saatlik uygulamasi sonucu GPX4 protein diizeyini doza baglh
inhibe ettigi ve hiicresel total GSH miktarinda doza bagli olarak sirasiyla %50 ve %80
oraninda azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Lv ve ark., 2020b). Ancak
gerceklestirilen baska bir ¢alismada PA-1 ve SKOV-3 over kanseri hucrelerinde
PEITC’in GSH inhibe edici etkisinin iki hiicre hattinda degiskenlik gosterdigi, PA-1
hiicre hattinda PEITC’in GSH diizeyi iizerinde anlamli bir etkisi saptanmazken,
SKOV-3 hiicre hattinda GSH diizeyini yaklasik %45 oraninda azalttig1, bu durumun
iki hiicre hattinin p53 iligkili genomik farkliliklarindan ve p53’°tin antioksidan
mekanizmalar iizerine olan etkilerinden kaynaklanabilecegi rapor edilmistir (Hong ve
ark., 2015). Mevcut tez calismasinda ise PEITC’in tek basmma 12 saatte PK

hiicrelerinde total GSH miktari {izerine etki etmedigi belirlenmesine ragmen RWPE-1
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hiicre hattinda ayn1 zaman diliminde total GSH miktarinda az oranda anlaml bir artisa
neden oldugu saptanmistir. PEITC, PK hiicrelerinde anlamli sitotoksik etki gosterdigi
24 saatte RWPE-1 hicrelerinde minimal toksik etki gosterdiginden ve kombin
uygulamada Apigenin ile birlikte kullanilan PEITC dozunun (5 pM) 24 saatte PK
hicreleri icin neredeyse subsitotoksik etki gosteren bir konsantrasyon (Tablo 9)
olmasindan dolay1r mevcut veriler, Apigenin ve PEITC kombinasyonunun prooksidan
etkilerinin belirlendigi optimum zaman dilimi olan 12 saatte tek basina uygulandiginda
PEITC’in PK hiicrelerinde GSH inhibisyonu saglayamadigina isaret etmektedir.
RWPE-1 hiicrelerinde ise PEITC’in 12 saat gibi erken bir zaman diliminde 6ngortlen
toksik etkilerinin ¢ok daha diislik diizeyde olacagi tahmin edildiginden ve ajanin doz
ve slire bagimli prooksidan etkilerinin diisiik dozlarda ve kisa siireli uygulandiginda
ozellikle saglikli hiicrelerde antioksidan yone kaydigi bildirildiginden 5 uM PEITC’in
12 saatte prostatik epitel hiicrelerinde total GSH miktarinda artisa neden oldugu
gorilmektedir (Dayalan Naidu ve ark., 2018). Apigenin ve PEITC’in kombin
uygulandigi doz gruplarinda belirlenen total GSH miktarlarinin (40 uM Apigenin + 5
UM PEITC’de %70.89 ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC’de %76.42), Apigeninin
tek basina uygulandig1 doz gruplarinda belirlenen GSH miktarlarindan daha yiiksek
diizeyde bulunmasi (40 uM’da %66.21 ve 80 uM’da %62.17) PEITC’in RWPE-1
hiicre hattinda Apigenin ile birlikte GSH inhibisyonu (zerine sinerjistik etkisinin
bulunmadigini ortaya koymakta olup ajanin tek basina uygulandiginda RWPE-1 huicre
hattinda 6ngoriilen olas1 antioksidan etkilerini kombin doz gruplarinda da sergiledigini
diistindiirmektedir. Ek olarak RWPE-1 hiicre hattinda Apigenin ve PEITC’in kombin
uygulandig1 doz gruplarindan elde edilen oksidatif stres ve mitokondriyal membran
potansiyeli verileri ajanlarin tek baslarina uygulandiklari doz gruplarindaki veriler ile
karsilastirildiginda da bulgularin benzer yonde oldugu ve PEITC’in Ongoriilen
dogrultudaki etkinligini destekler nitelikte verilerin elde edildigi goriilmektedir.
Ajanin literatiirde de belirtilen kanser spesifik etkilerine yol agan molekiiler
mekanizmalarin daha detayli arastirilmasi gerekmesine ragmen oksidatif stres,
mitokondriyal membran potansiyeli ve total GSH diizeyi ile iligkili olarak RWPE-1
hiicre hattinda elde edilen mevcut veriler, PEITC’in kanser secici etkilerinin daha iyi

anlagilmasi i¢in Onem tasimaktadir.
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Apigenin ve PEITC kombinasyonunun Cabazitaxel’e gore total GSH miktari
tizerine etkileri karsilastirildiginda kombin uygulamanin belirgin olarak daha fazla
diizeyde total GSH miktarini inhibe edici etkilere sahip oldugu ve bu anlamda yiiksek
kanser segiciliginin bulundugu belirlenmistir.

Cabazitaxel ile Apigenin ve PEITC kombinasyonunun prooksidan etkilerinin
ve PK spesifik etki mekanizmalarinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in hiicrelerde (i)
kanserde redoks adaptasyonundan sorumlu redoks duyarh transkripsiyon faktorlerini
kodlayan Nrf2, NF-xB ve Hif-a genlerinin, PK’nde etkili AR ve PSA genlerinin ve
antioksidan savunma sistemi major enzimlerini kodlayan SOD, CAT ve GR genlerinin
mRNA diizeylerindeki degisimler; (ii) protein diizeyinde redoks duyarl transkripsiyon
faktorlerinin aktif formlar1 (p-Nrf2, p-NF-kB ve Hif-a)) ile AR ve PSA’nin ekspresyon
seviyelerindeki ve subselliiler lokalizasyonlarindaki degisimler analiz edilmistir.

Mevcut tez c¢aligmasinda Cabazitaxel’in PK hiicrelerinde ilgili genlerin
ekspresyon seviyeleri iizerine etkileri incelendiginde, ilacin farkli fenotiplere sahip PK
hiicrelerinde gen ekspresyon diizeyini farkli katsayilarda asagi ya da yukar1 yonde
regiile edebildigi goriilmesine ragmen Cabazitaxel uygulanmis hiicrelerde belirlenen
gen ekspresyonlarindaki farkliliklarin genel olarak diisiik kat degisimlerinde oldugu
ve anlamli oldugu belirlenmesine ragmen kat degisimlerinin neredeyse tamamina
yakininin 2.0’1n altinda bulundugu tespit edilmistir (Sekil 172 ve 175). Cabazitaxel’in
PK hiicrelerinde ROS artis1 ile karakterize prooksidan etkileri oldugu belirlenmis
olmasma ragmen redoks adaptasyonu iizerine etkileri heniiz bilinmemektedir.
Literatiirde PK hiicrelerinde ilacin oksidatif strese yol acan etki mekanizmalarinin
arastirildigl tek c¢alismada ise Cabazitaxel’in prooksidan etkilerinin mKDPK
hlcrelerinde stres ile indiklenen sestrin protein ailesine tye Sestrin-3 (SESN3)
inhibisyonu aracil1 gergeklestigi rapor edilmistir (Kosaka ve ark., 2017). Bu ¢alismada
PK hiicrelerinde Cabazitaxel ile tetiklenen ROS artisina yol agan molekiiler
mekanizmalarin  arastirilmasi i¢in Cabazitaxel’in KDPK hiicrelerinde ROS
detoksifikasyonundan sorumlu antioksidan enzimleri kodlayan SOD2, CAT ve SESN3
genlerinin mRNA diizeyleri iizerine etkileri degerlendirilmis ve Cabazitaxel
uygulamasi sonrasinda SOD2 ve CAT mRNA dizeylerinde anlamli bir degisim
saptanmazken, SESN3 transkripsiyon seviyesinin Cabazitaxel dozuna bagli ve anlamli

olarak azaldigi belirlenmistir. Literatiir bulgulari ile uyumlu olarak mevcut veriler de
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Cabazitaxel’in PK hticrelerinde ve RWPE-1 hiicre hattinda antioksidan savunma
sistemi enzimlerini kodlayan SOD, CAT ve GR genlerinin transkripsiyon seviyeleri
tizerine etkilerinin belirgin kat degisimlerinde olmadigin1 gdstermistir (Sekil 172 ve
175). Benzer olarak Nrf2 ve Hif-a genlerinin mRNA diizeylerindeki degisimlerin de
Cabazitaxel doz artisindan bagimsiz olarak ve hiicre hatlar1 arasinda tutarsiz sekilde
cok diisiik katlarda degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Ancak o6zellikle 5 nM
Cabazitaxel uygulamasi sonrasinda tiim hiicre hatlarinda NF-«xB seviyesinin farkl kat
degisimlerinde ve LNCaP-HPR hucrelerinde ise 2.15-kat artis gosterdigi
belirlenmistir. Cabazitaxel’in diger redoks duyarli transkripsiyon faktorlerini kodlayan
genlerin mRNA diizeyleri iizerinde saptanamayan bu etkisi ilacin NF-xB aracili
etkilerinin prooksidan 6zelliklerinden bagimsiz olarak proapoptotik 6zellikleri ile
iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ek olarak, Cabazitaxel’in LNCaP ve LNCaP-
HPR hiicre hatlarinda AR ve PSA genlerinin ekspresyon seviyelerinde diisiik diizeyde
de olsa anlamli azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Sekil 172 ve Sekil 173).
Dolayistyla PK hiicrelerinde Cabazitaxel’in transkripsiyon diizeyinde diisiik anti-
androjenik etkilerinin bulundugu; ancak ilacin redoks duyarli transkripsiyon faktorleri
ve antioksidan savunma sistemi enzimlerini kodlayan genler Uzerinde transkripsiyonel
diizeyde inhibe edici etkilerinin bulunmadigi sonucuna varilmistir.

Cabazitaxel’in protein seviyesinde etkileri incelendiginde LNCaP ve LNCaP-
HPR hiicre hatlarinda daha fazla kat degisimlerinde olmak {izere PK hiicre hatlarinin
timiinde 5 nM ve 10 nM Cabazitaxel uygulanmasi sonucu p-Nrf2 proteininin nuklear
ekspresyon diizeylerinde anlamli azalmalar oldugu belirlenmistir (Sekil 180-187).
Immiinfloresan analiz bulgular1 ile de desteklenen mevcut veriler Cabazitaxel
uygulamasi sonrasinda Nrf-2 geninin transkripsiyonel aktivasyonunda anlamli bir
degisim saptanmamasimna ragmen proteinin aktif formu p-Nrf2’nin niklear
lokalizasyonlardaki ekspresyon seviyesinin PK hiicre hatlarinda diisiis gosterdigine
isaret etmektedir. Niiklear Nrf2 aktivitesini post-translasyonel diizeyde kontrol eden
onemli mekanizmalardan biri Nrf2’nin Keapl aracili regiilasyonunu bozan ve
aktivasyonunu arttiran PKC aracili fosforilasyonudur. Oksidatif stres kosullarinda
PKC tarafindan Nrf2’nin Ser40 bakiyesinden fosforillenmesi proteininin sitoplazmada
transaktivasyonuna yol acarak nlkleusa gecini uyaran ve bdylece protein

aktivasyonunun post-translasyonel seviyede kontroliinii saglayan Onemli bir
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mekanizmadir (Tonelli, Chio & Tuveson, 2018). Giincel bir ¢alismada mKDPK
hlcrelerinde hem Cabazitaxel yanitinda ve hem de uzun dénemde gelisen Cabazitaxel
direncinde rol oynayan mekanizmalar arasinda PKC’yi de kapsayan ¢esitli protein
kinazlarin seviyelerindeki degisimlerin yer aldig1 rapor edilmistir. Direkt olarak ROS
ile regiile edilebilen bu protein kinazlar da Cabazitaxel’e yanit olarak KDPK
hiicrelerinde pek ¢ok faktoriin kontroliinii saglayabilmektedir (Sennoune ve ark.,
2020). Dolayisiyla Cabazitaxel uygulanmasi sonucu PK hiicrelerinde p-Nrf2 niklear
ekspresyon seviyelerinde belirlenen diisiisiin, Cabazitaxel’in prooksidan etkileri
sonucu degisen PKC aktivasyonu ile iligkili olabilecegi diisliniilmektedir. Benign
Ozellikte RWPE-1 prostatik epitel hucrelerinde ise PK hiicrelerinin aksine Cabazitaxel
uygulanmas1 sonrasinda p-Nrf2 diizeyinde saptanan az diizeydeki artis ve redoks
adaptasyon farkina ragmen Cabazitaxel uygulamasi sonrasinda LNCaP ve LNCaP-
HPR hiicreleri arasinda p-Nrf2 inhibisyonu acisindan bir farklilik belirlenmemis
olmasi Cabazitaxel’in malign hiicrelerde p-Nrf2 diizeyi tzerine olan etkilerini PKC
aracili gergeklestirdigi ongoriisiine destek olusturmaktadir. Ek olarak Cabazitaxel’in
mKDPK hiicrelerinde ROS artisint SESN3 inhibisyonu aracili uyardigi bilinmektedir
(Kosaka ve ark., 2017). Sestrinler (SESN) oksidatif strese direngten sorumlu bir
protein ailesidir ve bu proteinlerin hiicresel stres kosullarina yanit olarak Nrf2-Keapl
iliskisini bozarak Nrf2’yi aktive ettikleri bilinmektedir (Bae ve ark., 2013).
Cabazitaxel’in PK hiicrelerinde SESN3 {izerindeki ROS aracili direkt etkisi, SESN-
Nrf2 iligkisi nedeniyle Nrf2 aktivasyonu iizerinde de dolayli yoldan inhibe edici
etkilerinin bulunabilecegini diisiindiirmektedir. Buna ragmen Cabazitaxel’in PK
hiicrelerinde total Nrf2 diizeyine etkisi, PKC aracili etkileri ve Cabazitaxel’e yanit
olarak Nrf2-Keapl ve SESN3 etkilesimlerindeki olasi degisimlerin daha detayl
arastirtlmasi gerekmektedir. Cabazitaxel’in p-NF-kB ekspresyon seviyesi iizerine olan
etkileri incelendiginde ise ilacin LNCaP hiicre hattinda hem sitoplazmik hem de
niklear lokalizasyonlarda protein seviyesinde anlamli azalmaya neden oldugu ancak
daha agresif LNCaP-HPR ve C4-2 hiicre hatlarinda p-NF-xB’nin 6zellikle niiklear
lokalizasyondaki seviyesini arttirdigt ve RWPE-1 hicrelerinde ise p-NF-xB
seviyesinde minimal degisime neden oldugu belirlenmistir (Sekil 180-187).
Literatiirde yer alan ve biri ¢alisma ekibimiz tarafindan gergeklestirilmis olan iki

calismada pankreatik kanser ve mKDPK hiicrelerinde Cabazitaxel’e yanit olarak NF-
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kB p65 aktivasyonunun arttigt ve aktivasyonun ilacin pro-apoptotik etkinligi ile
paralellik gosterdigini ortaya koyulmustur (Guney Eskiler, Ozkan Deveci, Eryilmaz,
Egeli & Cecener, 2021; Li ve ark., 2020). Tez ¢alismasindan elde edilen veriler de hem
C4-2 mKDPK hiicrelerinde hem de gelisen oksidatif stres direnci sonrasinda
kastrasyon direncine yakin bir fenotipi temsil eden LNCaP-HPR hucrelerinde
Cabazitaxel uygulanmasi sonucu p-NF-xB p65 diizeyinin arttigini ortaya koymaktadir.
Bu hiicre hatlarinda p-NF-kB p65 protein ekspresyon diizeyindeki degisimler
Cabazitaxel’in NF-xB mRNA duzeyinde artisa neden oldugunun belirlendigi gen
ekspresyon verileri ile uyumlu bulunmus, protein ekspresyon verileri her iki hiicre
hattinda immiinfloresan analiz bulgular1 ile de desteklenmistir (Sekil 202 ve Sekil
207). Ancak Western Blot ve imminfloresan analiz verileri, daha az agresif olan
LNCaP hiicre hattinda Cabazitaxel’in p-NF-xB p65 {izerinde anlamli baskilayici
etkilerinin bulundugunu gostermektedir (Sekil 180, Sekil 181, Sekil 197). Bu durum
ileri evre kanserlerde Cabazitaxel etkinliginin arttirilmasi i¢in NF-kB inhibisyonunun
bir terapdtik hedef olabilecegine isaret etmektedir. Ileri evre pankreas kanseri
hicrelerinde de NF-xB inhibitorii ile birlikte kullanildiginda Cabazitaxel’in apoptotik
etkinliginin arttig1 bildirilmistir (Li ve ark., 2020). Cabazitaxel’in sitotoksik ve pro-
apoptotik etkinliginin LNCaP hiicre hattinda LNCaP-HPR ve C4-2 hcreleri ile
karsilastirildiginda ¢ok daha fazla diizeyde olmasi ilacin diisiik agresif 6zelliklere
sahip PK hiicrelerinde p-NF-«B p65°i inhibe edici etkilerinin bulunmasi nedeniyle bu
hiicrelerde daha ytiksek oranda apoptotik etkinliginin olabilecegine isaret etmektedir.
Dolayisiyla elde edilen veriler ve literatiir bulgular1 birlikte degerlendirildiginde
Cabazitaxel’in NF-kB tizerindeki etkilerinin ilacin prooksidan aktivitesi disinda pro-
apoptotik etkinligi ile iliskili olabilecegi sonucuna varilmistir.

PK hicrelerinde redoks adaptasyonundan sorumlu Hif-a proteininin
Cabazitaxel uygulamasi sonucu ekspresyon degisimleri incelendiginde ise tiim hiicre
hatlarinda ozellikle proteinin niklear lokalizasyonlardaki ekspresyon seviyesinin
yiiksek kat degisimlerinde ve anlamli olarak azaldigi belirlenmistir (Sekil 180-187).
Immiinfloresan analiz verileri de Cabazitaxel uygulanmis PK hiicre hatlarinda Hif-
o’nin her iki lokalizasyonda diisiis gosterdigini dogrulamaktadir (Sekil 198, Sekil 203
ve Sekil 208). Literatiirde Cabazitaxel’in prooksidan aktivitesinin olast bir hedefi

olarak redoks duyarl transkripsiyon faktorii Hif-o diizeyi iizerindeki etkileri heniiz

311



aragtirlmamistir. Mevcut tez calismasindan elde edilen veriler, Cabazitaxel’in
transkripsiyonel diizeyde Hif-a tizerinde bir etkisi bulunmadigini ancak protein
duzeyinde Hif-a miktarin1 6zellikle LNCaP ve LNCaP-HPR hiicrelerinde azalttigini
gostermektedir. Hif-o protein diizeyi ve stabilitesinin post-transkripsiyonel diizeyde
kontrol edildigi bilinmektedir (Gorlach, 2009). Bu nedenle transkripsiyonel diizeyde
olmasa da Cabazitaxel uygulamasi sonucu protein seviyesinde tiim hiicre hatlarinda
saptanan Hif-o diizeyindeki azalma, hiicrelerin endojen oksidatif stres duzeyleri ile
orantili olarak degistiginden ve en az etki RWPE-1 prostatik epitel hiicre hattinda
saptandigindan Cabazitaxel’in Hif-a iizerindeki inhibe edici etkilerinin ilacin PK
hiicrelerindeki prooksidan etkileri ile uyumlu oldugu diistiniilmektedir. Sonu¢ olarak
protein duzeyindeki analizler ile Cabazitaxel’in PK hucrelerinde ortak olarak
prooksidan etkilerinin p-Nrf2 ve Hif-a inhibisyonu aracili olabilecegi belirlenmistir.
Ancak ilacin prooksidan etkilerinin tespit edildigi zaman diliminde yalnizca LNCaP
hiicrelerinin total GSH diizeyinde inhibisyona yol agmasi, LNCaP hiicrelerinde
oksidatif stres artisin1 daha fazla uyarmasi ve daha az agresif 6zellige sahip bu hiicre
hattinda redoks duyarli transkripsiyon faktorlerinin tiimiinde (p-Nrf2, p-NF-«xB ve Hif-
a) anlaml diisiise neden olmasi diisiik endojen ROS diizeyine sahip LNCaP hiicre
hattinda Cabazitaxel’in prooksidan etkilerini daha belirgin olarak sergiledigine isaret
etmektedir.

[lacin PK hiicrelerinde AR ve PSA aksisindeki etkileri degerlendirildiginde ise
tez calismasi1 kapsaminda AR ve PSA’da belirlenen mRNA diizeyindeki asagi yonde
regiilasyona ek olarak literatiir verileri ile de uyumlu sekilde Cabazitaxel’in AR ve
PSA diizeylerinde anlamli azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Ancak literatiirde
Cabazitaxel’in AR sinyalizasyonu tizerindeki etkilerini arastiran ¢aligsmalarin
sonuglar1 diger taksan tlirevlerinden farkli olarak ilacin AR aksisindeki etkinliginin
disiik oldugunu ve taksanlar igerisindeki {stiin etkinliginin AR-bagimsiz
mekanizmalar ile saglandigin1 ortaya koymaktadir (van Soest ve ark., 2015).
Cabazitaxel’in metastatik hormona duyarli AR pozitif PK hiicre hatt1 LNCaP’da AR
ve AR-iligkili 1s1 sok faktorleri HSP90a, HSP40 ve HSP70/HSP90 nin ekspresyon
diizeylerinde anlamli azalmaya neden oldugu belirlenmis olmasina ragmen, mevcut
anti-androjenik etki ileri evre tiimorlerde Docetaxel ile karsilastirildiginda daha diisiik

diizeyde bulunmustur (Rottach ve ark., 2019; van Soest ve ark., 2015). Tez ¢alismasi
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kapsaminda da Cabazitaxel’in 6zellikle diisiik agresiflikteki LNCaP PK hiicre hattinda
niklear AR ekspresyonunu ve sitoplazmik PSA protein dizeyini belirgin olarak
azalttig1 ancak mevcut anti-androjenik etkisinin LNCaP-HPR ve C4-2 hiicre hatlarinda
daha diisiikk oldugu belirlenmistir (Sekil 199-200; Sekil 204-205 ve Sekil 209-210).
C4-2 hiicre hattinin immiinfloresan analiz bulgular1 Cabazitaxel uygulamasi sonucu
AR’nin niiklear lokalizasyondaki ekspresyon seviyesinin belirgin olarak azalmadigini
ortaya koymaktadir (Sekil 209). Immiinfloresan bulgular1 ile de desteklenen mevcut
veriler, Cabazitaxel’in PK’nde AR ve PSA aksisinde baskilayic1 etkilerinin
bulundugunu ancak 6zellikle mKDPK hiicrelerinde ilacin bu yonde diisiik etkinlige
sahip oldugunu gostermektedir.

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun redoks duyarli transkripsiyon
faktorlerini kodlayan Nrf2, NF-xB ve Hif-a. genlerinin ekspresyon seviyesi Uzerine
etkileri degerlendirildiginde ise PEITC’in tek basina gen ekspresyonu regiilasyonu
tizerine etkilerinin bulunmadig1 ancak PK hicrelerinde Apigeninin mevcut etkilerini
ayni yonde arttirdig1 belirlenmistir (Sekil 176-179). Gen ekspresyon seviyelerinde en
yiiksek kat degisimlerinin belirlendigi 80 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM
PEITC doz gruplan karsilastirildiginda PK hucrelerinde Nrf2, NF-xB ve Hif-a
genlerinin mRNA diizeylerinin kombin doz grubunda anlamli olarak daha fazla
azaldig1 tespit edilmistir. Apigeninin tek basina uygulandigr 80 uM doz grubu igin
Nrf2 geninin transkripsiyon seviyesinde LNCaP hiicre hattinda 10.95-kat; LNCaP-
HPR hiicre hattinda 8.63-kat ve C4-2 hiicre hattinda 2.22-kat anlamli diisiis oldugu
belirlenmistir. 80 UM Apigenin + 5 uM PEITC doz grubunda ise Nrf2 mRNA
diizeyinin ayni hiicre hatt1 sirasiyla 18.94-kat, 13.45-kat ve 2.40-kat anlaml1 olarak
diistiigl tespit edilmistir (Sekil 176-178). Benzer sekilde NF-xB geninin ekspresyon
diizeyinde 80 uM doz grubu i¢in LNCaP hiicre hattinda 3.47-kat; LNCaP-HPR hicre
hattinda 2.69-kat ve C4-2 hiicre hattinda 1.34-kat azalma saptanmis; kombin doz grubu
icin ise azalma yoniindeki kat degisimlerinin ayni hiicre hatt1 sirasiyla 5.84-kat, 3.52-
kat ve 1.61-kat oldugu belirlenmistir (Sekil 176-178). Apigenin ve PEITC
uygulanmasi sonucu Hif-a transkripsiyonunun da PK hiicre hatlarinda daha diisiik kat
degisimlerine ragmen azalma yoniinde regiile edildigi tespit edilmistir (Sekil 176-
178). Gen ekspresyon verilerine gore tiim hiicre hatlarinda SOD, CAT ve GR genlerinin

ekspresyon seviyelerinde belirlenen azalma yoniindeki degisimlerin de en fazla ve en
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anlamli olarak 80 uM Apigenin + 5 pM PEITC kombin doz grubunda oldugu
goriilmektedir (Sekil 176-179). Apigenin ve PEITC uygulanan RWPE-1
hiicrelerindeki gen ekspresyon sonuglar1 degerlendirildiginde ise 80 uM Apigenin ve
80 uM Apigenin + 5 uM PEITC uygulanan doz gruplarinda saglikli prostatik epitel
hicrelerde de Nrf2, NF-«B ve Hif-a gen ekspresyonlarinin anlamli olarak ve yiiksek
kat degisimlerinde (siras1 ile 21.76-kat, 5.15-kat ve 8.26-kat) asagi yonde regiile
edildigi belirlenmesine ragmen gen ekspresyonlarinda saptanan azalmanin Apigeninin
80 uM’da tek basina uygulandigi doz grubunda kombin doz grubuna gore daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Mevcut sonuglar Apigeninin tek basina ve/veya PEITC ile
kombin olarak uygulanmasi sonucu PK hiicrelerine ek olarak benign ozellikteki
RWPE-1 hiicrelerinde de redoks duyarli transkripsiyon faktorleri ile antioksidan
savunma sistemi enzimlerini kodlayan genlerin mRNA diizeyinde anlamli diisiise
neden oldugunu ortaya koymaktadir.

Gen ekspresyon verilerine ek olarak Apigenin & PEITC kombinasyonunun
redoks duyarli transkripsiyon faktorleri iizerindeki protein diizeyinde etkileri de
mevcut durumu dogrular niteliktedir. Apigenin ve PEITC’in PK hcrelerinde niiklear
p-Nrf2 diizeyini anlamli olarak baskiladigi belirlenmistir (Sekil 188-193). Nuklear p-
Nrf2 dizeyinde 80 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz grubu
sirasina bagl olarak LNCaP hiicre hattinda sirasiyla 4.2-kat ve 6.4-kat; LNCaP-HPR
hiicre hattinda 4.9-kat ve 5.7-kat; C4-2 hiicre hattinda ise 2.3-kat ve 3.07-kat anlaml
azalmalar oldugu saptanmistir. Immiinfloresan analiz bulgulari ile de desteklenen
niklear p-Nrf2 seviyesindeki degisimler, Apigeninin Nrf2 lzerinde belirgin olarak
inhibe edici etkilerinin oldugunu ve PK hicrelerinde PEITC ile birlikte
uygulandiginda bilesigin  Nrf2 inhibisyonu {izerindeki etkilerinin arttigini
gostermektedir (Sekil 214, Sekil 219, Sekil 224). Benzer sekilde veriler, p-NF-xB
dizeyinde de 80 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz grubu sirasina
bagl olarak LNCaP hiicre hattinda sirasiyla 6.3-kat ve 7.7-kat; LNCaP-HPR hiicre
hattinda 3.4-kat ve 5.5-kat; C4-2 hiicre hattinda ise 1.28-kat ve 1.72-kat azalma
oldugunu gostermistir (Sekil 188-193). NF-kB proteininin PK hiicrelerindeki
immiinfloresan analiz bulgular da doz grubu sirasina bagli olarak protein seviyesinin
hem sitoplazmik hem de niiklear lokalizasyonlarda azaldigin1 gostermektedir (Sekil

215, Sekil 220, Sekil 225). Apigenin ve PEITC’in Hif-o diizeyi itizerine etkileri
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incelendiginde ise 80 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz grubu
sirasina bagl olarak Hif-a ekspresyon diizeyinin LNCaP hiicre hattinda sirasiyla 3.5-
kat ve 3.2-kat; LNCaP-HPR hiicre hattinda 3.5-kat ve 3.6-kat; C4-2 hiicre hattinda ise
1.58-kat ve 3.15-kat anlaml diisiis gosterdigi gorilmektedir (Sekil 188-193). PK
hiicrelerinde immiinfloresan analiz bulgularinda da Hif-a diizeyinin doz gruplarinda
azaldig belirlenmistir (Sekil 216, Sekil 221, Sekil 226). PK hiicrelerindeki etkilerine
ek olarak Apigenin ve PEITC’in RWPE-1 prostatik epitel hiicrelerinde de p-Nrf2, p-
NF-kxB ve Hif-o ekspresyon diizeylerini azalttigi tespit edilmis ve RWPE-1
hlcrelerinde 80 uM Apigenin ve 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC doz grubu sirasina
bagli olarak p-Nrf2, p-NF-xB ve Hif-a diizeylerinde sirasiyla 2.0-kat ve 1.72-kat; 2.26-
kat ve 2.07-kat; 1.81-kat ve 1.85-kat azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 194 ve Sekil
195). RWPE-1 hiicrelerinde redoks duyarli transkripsiyon faktorlerinin timiinde
belirlenen ve immiinfloresan analiz bulgular1 ile de desteklenen inhibisyonlarin PK
hiicrelerine gore daha diisiik kat degisimlerinde ve 80 uM Apigeninin tek basina
uygulandig1 doz grubunda daha yiiksek diizeyde oldugu saptanmistir (Sekil 229-231).

Apigeninin yiiksek konsantrasyonlarda (50 uM ve 100 uM) uygulandiginda
prooksidan etkileri uyumlu olarak HepG2 hepatoselliiler karsinoma hiicre hattinda
Nrf2’yi inhibe ettigi, CAT ve GPX aktivitesini baskiladig1 ve hiicresel GSH diizeyini
azalttig1 bildirilmistir (Suraweera ve ark., 2020; Valdameri ve ark., 2011). Ek olarak
Doxorubicin-direngli BEL-7402/ADM ve HepG2 hepatoma hiicre hatlarinda
Apigeninin Nrf2’yi mRNA diizeyinde inhibe ettigi, Nrf2 hedefli faz II detoksifikasyon
proteinlerini de hem mRNA hem de protein diizeyinde baskiladigi ve Doxorubicin
etkinligini arttirdigi belirlenmis olup intraperitonel Apigenin uygulanan in vivo
hepatoselliler karsinoma timor modelinde de Apigeninin BEL-7402 timdr boyutunu
azaltici etkileri Nrf2 inhibe edici etkileri ile uyumlu bulunmustur (Gao ve ark., 2017).
Diger taraftan Apigeninin PK hiicrelerinde anjiyogenezi baskilama 6zelligine sahip bir
bilesik oldugu, bu kapsamdaki etkilerini Hif-o. ve VEGF proteinlerini baskilayarak
gosterdigi bildirilmis ve bilesigin bu proteinlerin inhibisyonu aracili anti-anjiyogenez
mekanizmalari iyl tanimlanmistir (Fang, Xia, Cao, Zheng, Reed & Jiang, 2005; Fang
ve ark., 2007; Mirzoeva, Kim, Chiu, Franzen, Bergan & Pelling, 2008). Ek olarak

Apigeninin ¢esitli kanser hiicrelerinde NF-kB p65 sinyalizasyonunu da igeren ¢esitli
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onkogenik yolaklar iizerinde inhibe edici etkileri bulunan bir flavonoid tiirii oldugu
bildirilmistir (Yan ve ark., 2017).

PEITC ise pek ¢ok kanser tiirtinde antikanser etki mekanizmalar1 aydinlatilmis
bulunan bir ITC tiiriidiir (Wang & Bao, 2021). Gergeklestirilen ¢alismalarda PEITC’in
Hif-o, MMP ve VEGF iizerindeki inhibe edici etkileri ile anjiyogenezi baskiladigi;
NF-xB, STAT3 ve STAT1 inhibisyonu aracili inflamasyonu diizenledigi gosterilmistir
(Aras ve ark., 2013; Gupta ve ark., 2014; Khor ve ark., 2008; Lai ve ark., 2010;
Malavolta ve ark., 2018; Mastuo ve ark., 2020; NavaneethaKrishnan ve ark., 2019;
Shao ve ark., 2017; Tang ve ark., 2013; Wang ve ark., 2011). PEITC’in Hif-o ve NF-
kB inhibisyonuna yol agan etkilerinden farkli olarak meme, prostat, servikal ve
pankreas kanseri hiicrelerinde Nrf2 transkripsiyonel aktivasyonunu arttirdigi ve
boylece detoksifikasyondan sorumlu enzimlerin miktarinda artisa yol agtigi
belirlenmistir. Buna ragmen, ilgili ¢alismalarda ajanin bu etkilerinin kemo-koruyucu
amac dogrultusunda vurgulandigi goriilmektedir. Prooksidan etkilerine ek olarak daha
diisiik konsantrasyonlarda PEITC’in hicresel dizeyde koruyucu etkileri de
bulundugundan ajanin bu etkileri antioksidan ve kanserde kemo-koruyucu nitelikleri
ile iligkilendirilmistir (Chikara ve ark., 2018; Keum ve ark., 2003; Ramirez ve ark.,
2017; Soundararajan & Kim, 2018).

Mevcut tez ¢alismasinda Apigeninin hem tek basina ve hem de PEITC ile
birlikte kanser hiicrelerinde redoks adaptasyonu iizerine etkileri ilk kez incelenmistir.
Bu kapsamda gergeklestirilen analizlerde bilesigin PK hiicrelerinde segici sitotoksik,
apoptotik ve prooksidan dozlar1 belirlendikten sonra Apigenin, redoks adaptasyonu
acisindan farkl fenotipleri temsil eden PK hiicrelerine prooksidan etkilerini arttirmasi
ongoriilen ajan olan PEITC ile birlikte uygulanmistir. Apigenin ve PEITC’in oksidatif
stres artigi, mitokondriyal membran potansiyeli ve total GSH duzeyi (zerine
belirlenmis olan kanser spesifik etkilerine ek olarak PK hiicrelerindeki gen ve protein
ekspresyon verileri de iki ajanin ilgili dozlarda birlikte kullanildiklarinda sinerjistik
prooksidan etkileri ile uyumlu sekilde tiim PK hiicrelerinde redoks adaptasyonundan
sorumlu transkripsiyon faktorleri {lizerinde daha fazla baskilayici etkilere sahip
oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle 80 uM Apigenin ve 5 pM PEITC’in kombin
olarak uygulandigr doz gruplarinda gen ve protein seviyesinde gergeklestirilen

analizler sonucu redoks duyarli transkripsiyon faktorlerinin hem RNA hem de protein
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diizeyinde daha fazla inhibe edildigi belirlenmistir. Mevcut veriler literatiirdeki
bulgulara ek olarak Apigenin ve PEITC’in Hif-a ve p-NF-xB proteinleri lizerinde
baskilayict etkilerinin PK hiicrelerine birlikte uygulandiklarinda artis gosterdigini
ortaya koymakta olup literatiirde karaciger kanserinde belirlenmis olan Apigeninin
Nrf2 inhibisyonuna yol a¢an etkinliginin de PEITC ile birlikte artig gosterdigine igaret
etmektedir. PEITC’in kanser hiicrelerinde Nrf2 aktivasyonuna neden oldugunu
bildiren ¢aligmalar incelendiginde PC-3 mKDPK ve HeLa hiicre hatlarinda toksik etki
gosterdigi konsantrasyonlarin altindaki dozlarda (10 pM’dan az dozda) ve ajanin
toksik etki gosterdigi zaman dilimi olan 24 saatten diisiikk uygulama siiresinde
(genellikle 2-6 saat arasinda) Nrf2 diizeyinde birikime yol agarak, Nrf2
transaktivasyonunu uyardigi ve Nrf2’nin aracilik ettigi ARE-bagimli raportér gen
ekspresyonunu arttirdigi belirlenmistir. Buna ragmen mevcut ¢alismalarda PEITC’in
toksik etki gosterdigi zaman diliminde ve toksik etkili konsantrasyonlarinda kanser
hiicrelerinde Nrf2 transaktivasyonuna yol agan etkinligini devam ettiremedigi ve hem
Nrf2 protein dizeyinde hem de Nrf2 aracili aktiflesen ARE-bagimli gen
ekspresyonunda azalma oldugu bildirilmistir (Keum ve ark., 2003; Xu ve ark., 2006).
Tez caligmasinda elde edilen sitotoksik analiz verileri 24 saatte Apigenin ve PEITC’in
sinerjistik etki gostererek tim PK hiicrelerinde daha etkin olarak (i) hiicre canliligini
inhibe ettigini, (ii) total apoptotik hiicre oranlarimi arttirdigini, (iii) hiicre dongiistinii
daha fazla oranda G2/M fazinda durdurdugunu; apoptotik etki dncesi prooksidan
etkilerin belirlendigi zaman dilimi olan 12 saatte Apigenin ve PEITC’in sinerjistik etki
gostererek tiim PK hiicrelerinde daha etkin olarak (i) oksidatif stres artisina yol
actigini, (i1) mitokondriyal membran potansiyelinde daha fazla diizeyde degisime
neden olarak depolarize mitokondriye sahip total hiicre oranini1 daha fazla arttirdigini,
(ii1) total GSH miktarin1 daha fazla oranda azalttigini ortaya koydugundan her iki ajan
i¢cin prooksidan antitiimoral etkilerin belirlenmis oldugu konsantrasyonlarda kombin
terapinin toksik etkileri artis gosterdiginden p-Nrf2 diizeyinin de sinerjistik etki ile 24
saatte kombin doz grubunda daha fazla azaldig1 sonucuna varilmistir. Dolayisiyla elde
edilen verilerin timi PK hicrelerinde Apigenin ve PEITC’in kombin olarak artan
antikanser etkilere sahip oldugunu ortaya koymakta ve hem mRNA duzeyinde hem de
protein dizeyinde elde edilen ekspresyon verileri icin giicli ve destekleyici bulgular

sunmaktadir. Ek olarak Apigeninin Nrf2, NF-xB ve Hif-a tizerindeki baskilayici
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etkileri farkli kanserlerde belirlenmis ve bilesigin efektif olarak ilgili proteinlerin
seviyesini azalttig1 gésterilmis olmasina ragmen mevcut tez ¢alismasindan elde edilen
veriler ilk kez Apigeninin PEITC ile birlikte kullanildiginda artan prooksidan
etkilerinin PK hiicrelerinde redoks adaptasyonunu bozabilecegini ortaya koyarken
mevcut etkinin endojen oksidatif stresi ilgilendiren kanser hiicresi fenotipine baglh
degisebilecegini gostermektedir. Apigenin ve Apigenin & PEITC kombinasyonunun
prooksidan etkilerinin belirlendigi zaman diliminde gergeklestirilen tim deneylerde
oksidatif etkilerin, LNCaP hiicre hattinda daha yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir.
Benzer sekilde LNCaP hiicre hattinda redoks duyarli transkripsiyon faktorlerinin hem
Apigeninin tek basina uygulandig1 doz gruplarinda hem de PEITC ile kombin olarak
uygulandig1 doz gruplarinda daha etkin olarak regiile edildigi goriilmektedir. Redoks
adaptasyonu gelistirilen LNCaP-HPR hiicre hattinda elde edilen veriler ise hem
Apigenine ve hem de Apigenin & PEITC kombinasyonuna karsi degisen duyarliligin,
ajanlarin hiicre hatt1 izerindeki prooksidan etkilerinin de degismesine katki sagladigini
ortaya koymakla birlikte bu durum redoks adaptasyonunu ilgilendiren gen ve protein
dizeyinde Apigenin ve PEITC ile uyarilan regiilasyonun LNCaP hiicrelerine gore
daha diisiik diizeyde saglanabilmesine yol acan bir faktdér olabilecegini
diistindiirmektedir.

Apigenin ve PEITC uygulanan RWPE-1 prostatik epitel hiicre hattinda gen ve
protein ekspresyon verileri degerlendirildiginde ise 80 uM Apigeninin tek basina
uygulandigi doz grubunda 80 uM Apigenin + 5 uM PEITC kombin doz grubuna gore
redoks duyarli transkripsiyon faktorlerinin hem RNA hem de protein diizeyinde daha
fazla baskilandig1 goriilmektedir. Sitotoksik analizler ile Apigenin ve PEITC’in 24
saatte uygulanan kombin dozlar igin RWPE-1 hiicre hattinda antagonistik etkiye sahip
olduklart belirlenmis oldugundan ajanlarin birlikte mRNA ve protein diizeyinde
uyardigi regiilasyonlarin da sinerjistik olarak tetiklenemedigi diistiniilmektedir. EK
olarak PEITC’in RWPE-1 hiicre hattinda total GSH diizeyi tizerinde artisa neden olan
etkileri bulunmaktadir ve RWPE-1 hiicre hattinda kombin doz gruplarinda belirlenen
total GSH duzeyinin, Apigeninin tek basina uygulandigi doz gruplarina gore daha
yuksek diizeyde oldugu belirlenmistir. Ayrica, Apigenin ve PEITC’in kombin
uygulandig1 doz gruplarindan elde edilen oksidatif stres ve mitokondriyal membran

potansiyeli verileri ajanlarin tek baglarina uygulandiklar1 doz gruplarindaki veriler ile
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karsilagtirildiginda da RWPE-1 hiicre hattinda bulgularin benzer yonde oldugunu
gostermektedir. Apigenin ve PEITC RWPE-1 hiicrelerinde sinerjistik etkiye sahip
olmamasina ragmen RWPE-1 hiicre hattinin gen ve protein ekspresyon verileri hem
tek basina Apigeninin hem de Apigenin ve PEITC kombinasyonunun redoks duyarl
transkripsiyon faktorlerinin  mRNA ve protein diizeylerinde de farkli kat
degisimlerinde inhibe edici etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Saglikli
hiicrelerde oksidatif strese yanit olarak aktiflesen bu transkripsiyon faktorlerinin
malign hiicrelerdeki onkogenik aktivitelerinden farkli olarak hiicrelerin oksidatif
hasardan korunmasi i¢in koruyucu gorevleri oldugu bilinmektedir. Tez ¢aligmasi
kapsaminda kanser hiicrelerinde in vitro kullanilabilirligi gosterilen Apigenin ve
PEITC kombin terapi modelinin RWPE-1 hiicre hattinda minimal sitotoksik ve
apoptotik etkilere sahip oldugunun, diisiik prooksidan etki gosterdiginin,
mitokondriyal hasari minimal diizeyde tetiklediginin ve son kombin dozun
uygulanmas1 sonrasinda bile hiicrelerde total GSH’mm %75 oraninda korunuyor
oldugunun tespit edilmis olmasi, gen ve protein dizeyinde redoks duyarl
transkripsiyon faktorlerinin baskilanmasina ragmen tedavi siiresi igerisinde RWPE-1
hiicre sagliginin bozulmadigina isaret etmektedir. Bu durum RWPE-1 hiicrelerinde
Apigenin ve PEITC ile ROS artisinin daha az tetikleniyor olmasindan dolay1r %75
oraninda korunan total GSH diizeyinin mevcut endojen oksidatif stresi tolere etmeye
yetebildigi ve hiicre saghiginin redoks duyarli transkripsiyon faktorlerinin
baskilanmasindan etkilenmedigi ile in vitro kosullarda agiklanabilir bir durumdur.
Ancak bu kapsamda Apigenin ve PEITC’in in vivo etkinliklerinin de degerlendirilmesi
gerekmektedir. Boylece, daha uzun sureli uygulamalar Apigenin ve PEITC’in saglikli
hiicrelerdeki etkilerinin daha net anlasilmasini saglayacaktir.

Son olarak Apigenin ve PEITC uygulanmig PK hiicrelerinde AR ve PSA’nin
mRNA ve protein diizeyindeki degisimler degerlendirildiginde Apigenin ve PEITC’in
tek baslarina uygulandiklarinda LNCaP-HPR ve C4-2 hiicrelerinde AR ve PSA’nin
mRNA seviyeleri tizerinde anlamli etkilerinin bulunmadigi; ancak 80 uM Apigenin +
5 uM PEITC kombin doz grubunda tiim PK hiicre hatlarinda AR ve PSA’nin mRNA
diizeyinde anlaml olarak baskilandig1 tespit edilmistir (Sekil 176-178). Kombin doz
grubunda AR’nin LNCaP hiicre hattinda 3.29-kat, LNCaP-HPR hiicre hattinda 6.67-
kat ve C4-2 hiicre hattinda 4.96-kat azaldig1 saptanmis, ayn1 doz grubunda PSA’nin
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ise LNCaP-HPR ve C4-2 hiicre hatlarinda sirasiyla 5.51- ve 3.43-kat azaldig
belirlenmistir (Sekil 176-178). Western blot ve immiinfloresan analiz bulgular1 da hem
Apigeninin hem de Apigenin ve PEITC kombinasyonunun anti-androjenik etkilerinin
bulundugunu ortaya koymustur. Western blot verileri, 6zellikle LNCaP-HPR ve C4-2
hiicre hatlarinda sitoplazmik AR ve PSA ekspresyonlarinin 80 uM Apigenin ve 80 uM
Apigenin + 5 uM PEITC doz grubu sirasina bagli olarak sirasi ile 2.6-kat ve 3.0-kat;
4.2-kat ve 5.4-kat azaldigim1 gostermistir. Nuklear AR ekspresyonunda ise tim PK
hicrelerinde Apigeninin tek basia uygulandigi doz gruplarinda daha fazla diisiis
belirlenmesine ragmen kombin doz grubundan elde edilen veriler de AR nin yakin kat
degisimlerinde baskilandigin1 gostermistir. Doz grubu sirasina bagli niiklear AR
ekspresyonunda azalma yoniindeki kat degisimleri LNCaP hiicre hattinda 26.0-kat ve
18.0-kat, LNCaP-HPR hiicre hattinda 22.0-kat ve 18.2-kat, C4-2 hiicre hattinda ise
5.14-kat ve 5.0-kat; PSA ekspreyonunda azalma yonindeki kat degismleri ise doz
grubu sirasina bagli sekilde LNCaP hiicre hattinda 4.5-kat ve 4.8-kat, LNCaP-HPR
hiicre hattinda 1.81-kat ve 1.6-kat, C4-2 hiicre hattinda ise 1.6-kat ve 1.78-kat olarak
belirlenmistir (Sekil 188-193). Ek olarak immiinfloresan analiz bulgulari, PK hiicre
hatlarinda doz grubu sirasina bagli olarak AR ve PSA’nin sirasiyla niiklear ve
sitoplazmik lokalizasyonlardaki seviyelerinde belirgin azalmalar oldugunu ortaya
koymustur (Sekil 217-218; Sekil 222-223; Sekil 227-228). Apigenin ve PEITC’in ayr1
olarak PK hiicrelerinde anti-androjenik etkileri oldugu bilinmesine ragmen Apigenin
ve PEITC kombinasyonunun PK’nde anti-androjenik etkileri ilk kez birlikte
degerlendirilmis ve Apigeninin tek basina etkilerine yakin olmasina ragmen kombin
uygulamanin anti-androjenik yonde sinerjistik etkilerinin bulunabilecegi tespit
edilmistir.

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun Cabazitaxel’e gbre gen ekspresyonu
tizerine etkileri karsilastirildiginda, Cabazitaxel’in prooksidan etkisine ragmen tiim
hiicre hatlarinda pro-apoptotik etkileri ile iliskili olabilecegi ongoriilerek NF-xB
geninin mRNA seviyesini arttirdigi ancak Apigenin ve PEITC kombinasyonunun NF-
kB’nin da dahil oldugu redoks duyarli transkripsiyon faktorlerinin tiimiiniin
transkripsiyon seviyesinde azalmaya neden oldugu gorilmektedir. Buna ek olarak,
Cabazitaxel’in diger redoks duyarli transkripsiyon faktorleri Nrf2 ve Hif-o’nin mRNA
diizeylerindeki degisimleri ¢cok az diizeyde etkiledigi hatta C4-2 hiicre hattinda
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transkripsiyonu baskilama yoniindeki etkilerinin bulunmadig belirlenmistir. Mevcut
bulguya ragmen, Apigenin ve PEITC kombinasyonu i¢in elde edilen veriler, tim hiicre
hatlarinda kombin uygulamanin hem redoks duyarli transkripsiyon faktérlerinin hem
de antioksidan savunma sistemi enzimlerini kodlayan genlerin mRNA seviyeleri
izerinde azalmaya yol actigin1 ortaya koymustur. Ayrica iki uygulamanin mRNA
dizeyinde anti-androjenik etkileri karsilastirildiginda, Apigenin ve PEITC
kombinasyonunun iligkili etkilerinin kanser hiicrelerinde belirgin olarak fazla oldugu
saptanmistir.

Apigenin ve PEITC kombinasyonunun Cabazitaxel’e gore proteinlerin aktif
formlar1 ve niiklear ekspresyon seviyeleri iizerine etkileri karsilastirildiginda ise,
Cabazitaxel’in LNCaP disindaki LNCaP-HPR, C4-2 ve RWPE-1 hiicre hatlarinda p-
NF-kB proteinini, RWPE-1 hiicre hattinda p-NF-xB’ya ek olarak p-Nrf2 protein
ekspresyonunu arttirici etkileri oldugu belirlenmistir. Buna karsilik bulgular, Apigenin
ve PEITC kombinasyonunun tiim hiicre hatlarinda p-Nrf2, p-NF-xB ve Hif-a protein
seviyelerinin azalmasi yoniinde etkilerinin bulundugunu, mevcut etkilerin tiim hiicre
hatlarinda Cabazitaxel etkinliginden fazlaca yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Ek
olarak Apigenin ve PEITC kombinasyonunun hem sitoplazmik hem de niiklear AR
seviyesini daha fazla olarak inhibe ettigi ve PK hiicrelerinde PSA sekresyonundaki
azalmanin kombin doz gruplarinda daha belirgin oldugu goriilmiistiir. Mevcut bulgular
tiim hiicre hatlarinda immiinfloresan analiz bulgular ile desteklenmistir.

Sonu¢ olarak mevcut tez caligmasinda ilk kez sitotoksik, apoptotik ve
prooksidan etkiler agisindan kanser segiciligi Cabazitaxel’e gore daha yiiksek olan, PK
hlcrelerinde hem onkogenik redoks adaptasyon mekanizmasina hem de antioksidan
savunma sistemi Uzerine etki edebilen Ozellikleri bulunan iki ajan (Apigenin ve
PEITC) birlestirilerek etkinligi arttirilmis, saglikli prostatik epitel hiicreleri iizerinde
minimal toksik etkileri bulunan, anti-androjenik etkileri ile de farkli direng
fenotiplerine sahip PK hiicrelerinde hedefleri ve kullanilabilirligi gésterilen bir in vitro

kombin terapi modeli olusturulmustur.
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Tez calismasindan elde edilen bulgular ile Apigenin ve PEITC bazh
prooksidan kombin terapi modelinin stres adaptasyonu artmis olan agresif fenotipteki
PK hiicrelerinde klasik kemoterapiye gore toksik yan etkiler a¢isindan daha iistiin ve
etkin olarak kullanilabilirliginin gosterilmis olmasi, KDPK tedavisinde kullanilmak

tizere gelistirilecek yeni prooksidan kanser terapi stratejilerine 151k tutacak niteliktedir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

5-FU : 5-fluorourasil

ABC - ATP-baglayici kaset tagiyicilari

ADT : Androjen deplesyon tedavisi

AlF : Apoptoz indikleyici faktor

AKT : Kinaz B protein

ALOX5 . Arasidonat 5-lipoksijenaz

ALT . Alternatif telomer uzatici

AP-1 . Aktivator protein-1

APC : Adenomatous polyposis coli

AR : Androjen reseptori

ARE : Androjen cevap elementi

ARE - Antioksidan cevap elementi

ARSI : AR sinyalizasyon inhibitorleri

ASAP - Atipik kucuk asiner proliferasyon
ASK1 - Apoptoz sinyal dizenleyici kinaz 1
ATM - Ataksi telanjiektazi iligkili gen

ATO - Arsenik trioksit

ATP : Adenozin 3'-trifosfat

ATR - Ataksi telanjiektazi ve Rad3 iligkili gen
Bad - Bel-2-iligkili hiicre 6liimii agonisti

Bak : Bcl-2 homolog antagonisti

Bax : Bel-2-iligkili X protein

Bcl-2 : B hiicreli lenfoma-2 anti-apoptotik protein
Bel-XL : B hiicreli lenfoma-ekstra biyik anti-apoptotik protein
Bcer-Abl : Bobrek karsinom antijeni- tirozin-protein kinaz ABL1
Bim : Bcl-2 benzeri protein 11

BRCAl : Meme kanseri geni 1

BRCA?2 : Meme kanseri geni 2

BRIP1 : BRCAI1 iligkili helikaz 1

BSO : Buthionin sulfoksimin

Cdc25 : M faz tetikleyici fosfataz 3

CDKN2A : Sikline bagimli kinaz inhibitori 2A
c-FLIP : FLICE inhibitor protein

CHEK2 : Checkpoint kinaz 2

c-myc : MYC proto-onkogen, BHLH transkripsiyon faktor
COX2 : Siklooksijenaz 2

CTNNB1 - Katenin beta 1

CUL3 : Cullin-3

CuzZnSOD : Bakar ¢inko siiperoksit dismutaz

DHE : Dihidrotestosteron

DISC : Olum indiikleyici sinyal kompleksi
DNA : Deoksiriboniikleik asit

DRA4/5 : Olum reseptorii 4/5

DRE - Dijital rektal muayene

EBRT - Eksternal beam radyoterapi
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ECGC : Epigallokatesin gallat

EGF : Epidermal blytme faktoru

elF2a : Okaryotik translasyon baslatic1 faktdr 2
EMT . Epitelyal mezenkimal gecis

ER : Endoplazmik retikulum

ERG : ETS-iligkili gen

ERK : Mitojenle aktiflestirilen protein kinaz Kinaz
FGF : Fibroblast blyime faktori

FHC - Ferritin agir zinciri

FOXAl : Forkhead Box Al

FOXO : Forkhead/winged helix box
Gadd45 : JNK aracil1 hiicre 6liimii inhibitori
GLUT1 - Glukoz tasiyicist 1

GLUTS3 : Glukoz tastyicist 3

GPX - Glutatyon peroksidaz

GR : Glutatyon rediktaz

GRX : Glutaredoksin

GSH : Indirgenmis glutatyon

GSK-3p : Glikojen sentaz kinaz 3 beta
GSSG : Oksidize glutatyon

GST : Glutatyon-S-transferaz

H202 : Hidrojen peroksit

HDAC : Histon deasetilaz

Hif-a - Hipoksi ile uyarilan faktor-o
hMLH1 : Insan mutL homolog 1

hMSH2 : Insan mutS homolog 2

hMSH6 : Insan mutS homolog 6

HO-1 : Hem oksijenaz-1 enzim

HOXB13 : Homeobox B13

HPC1 : Herediter prostat kanseri geni 1
HPC2 : Herediter prostat kanseri geni 2
HPC20 : Herediter prostat kanseri geni 20
HPCX : Herediter prostat kanseri geni X
hPMS2 : PMS1 homolog 2

HRE . Hipoksiye duyarli elementler
HSF-1 - Is1 sok faktor-1

IAP : Apoptoz inhibitor proteinleri
IARC - Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
IDH1 - lzositrat dehidrogenaz

IFN-y > Interferon gamma

IKK - IxB kinazlar

1L - Interlokin

ITC : [zotiyosiyanat

IxB - Inhibitér kappa B

JAK : Janus kinaz

JNK : The c-Jun N-terminal kinaz
Keapl . Kelch-benzeri ECH-iliskili protein 1
KLK3 - Kallikrein iligkili peptidaz 3
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LHRH
LOX
MAPK
MHC-I
mKDPK
MKSPK
MMP
Mn-SOD (SOD2) :
MRP1
Mt-ETS
mTOR
NADPH
NBS1
NCCN
NF-kB
NGF
NKX3-1
NO
NOS2
NOX
NQO1
Nrf2

02

Oz

O3

OH-
OHe
ONOO-
PALB2
PARP
PCA3
PD-1
PDGF
PD-L1
PEITC
PERK
P-gp
PHD2
PISK
PIN

PK
PKA
PKC
PKD1
PRX
PSA
PTEN
PUMA

- Luteinize edici hormon salan hormon

: Lipogenaz

- Mitojenle aktiflestirilen protein kinaz

: Major doku uygunluk kompleksi-1

: Metastatik kastrasyona direncli prostat kanseri
. Metastatik kastrasyona duyarli prostat kanseri
: Matriks metalloproteinaz

Mitokondriyal manganez stiperoksit dismutaz

: Coklu ilag direnci ile iligkili protein 1
: Mitokondriyal elektron transport zinciri
: Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi
- Nikotinamid adenin dintkleotid fosfat
> Nibrin

- Ulusal Kapsamli Kanser Ag1

- Niklear faktor kappa B

> Sinir buyume faktor

: NK3 Homeobox 1

- Nitrik oksit

- Nitrik oksit sentaz 2

: NADPH oksidaz

: NAD(P)H-kinon oksidorediiktaz

: Nuklear faktor-eritroid 2 p45 iliskili faktor 2
: Molekdler oksijen

: SUperoksit radikali

: Ozon

- Hidroksit

- Hidroksil radikali

- Peroksinitrit

- BRCA2 ortag1 ve yerini belirleyicisi

: Poli (ADP Riboz) Polimeraz

- Prostat kanser antijen-3

: Programl1 hiicre 6liim reseptorii-|

: Platelet kokenli biyume faktor

: Programl1 hiicre 6liim ligandi-I

- Fenetil izotiyosiyanat

: ER transmembran protein kinaz

: P-glikoprotein

: Prolil hidroksilaz domain 2

: Fosfatidilinositol 3-kinaz

- Prostatik intraepiteliyal neoplazi

: Prostat kanseri

- Protein kinaz A

: Protein kinaz C

- Polisitistin 1

: Peroksiredoksin

- Prostat spesifik antijen

: Fosfataz ve tensin homologu

- p53 yukari regiile edilmis apoptozis
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RAS
Rb
RBX1

RCOOONO:2

ROS
SESN3

SMAD
sSMAF
Snail
SOD
SOD3
SPINK1
SPOP
Src
STAT
TERT
TGF-p
TMPRSS2
TNF
TRAF1
TRAIL
TRUS
TRX
TUBB3
UPR
uv
VDAC
VEGF
VHL
WHO
wnt
XIAP
XO
XOR

: Rat sarkoma

: Retinoblastoma

- ring-box 1

- Peroksinitrat

- Reaktif oksijen turleri
> Sestrin-3
SMAC/DIABLO :
: Déniistiirticii bliylime faktorii beta aracist

: Kiicuk muskuloapondrotik fibrosarkom proteinleri
: Cinko parmak proteini SNAI1

- Superoksit dismutaz

- Superoksit dismutaz 3

- Serin peptidaz inhibitor kazal tip 1

- Speckle type POZ protein

: Non-reseptor tirozin kinaz

: Sinyal doniistiiriicli ve transkripsiyon aktivatorii
: Telomeraz ters transkriptaz

: Doniistiiriicii biiyiime faktorii beta

: Transmembran proteaz serin 2

: TUmOr nekroz faktori

: TNF reseptorii ile iliskili faktor 1

: TNF-iliskili apoptoz indiikleyici ligand

- Transrektal ultrason esliginde prostat biyopsisi

- Thioredoksin

- Tubulin beta sinif II1

: Katlanamayan protein yaniti

- Ultraviyole

: Voltaj-bagimli anyon kanallar

- Vaskiiler endotelyal blylime faktori

: Von Hippel-Lindau timor stipressor

: Diinya Saglik Orgiitii

- Wingless ile ilgili entegrasyon bolgesi

: X'e bagli apoptoz proteini inhibitori

: Ksantin oksidaz

: Ksantin oksidorediiktaz

Ikinci mitokondri kokenli kaspaz aktivatorii
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desteklerini de hep hissettigim degerli hocam BUU Tip Fakiiltesi Patoloji AD dgretim
(iyesi Sn. Do¢. Dr. Berna AYTAC VURUSKAN’a; BUU Tip Fakiiltesi’nde gorev
yapan, arastirma projelerinde birlikte calistigimiz ve doktora egitimimde katkilar
bulunan tiim hocalarima;

Laboratuvar asamasinda saglamis olduklar1 degerli teknik destek i¢in BUU Dis
Hekimligi Fakiiltesi Temel Bilimler AD Baskani Sn. Prof. Dr. Arzu YILMAZTEPE
ORAL’a, BUU Fen Edebiyat Fakiiltesi Genel Biyoloji AD 6gretim iiyesi Sn. Dog. Dr.
Ozgur VATAN’a; tecriibelerini benimle paylasarak tez calismama degerli katkilar
saglayan Sakarya Universitesi T1p Fakiiltesi T1bbi Biyoloji AD &gretim iiyesi Sn. Dog.
Dr. Gamze GUNEY ESKILER’e;

Tez ve diger proje calismalarimda bana her zaman yardimci olan, moral ve
motivasyonu ile de hep yamimda oldugunu hissettigim Sn. Ayten HACIEFENDI ye,
tezime sagladigi ¢ok degerli katkilar ve manevi destekleri i¢in Sn. Ceyda
COLAKOGLU na ve BUU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD idari personeline;

Hayatimdaki karsiliksiz, kosulsuz ve sinirsiz destekleri igin kiymetli aileme; zorlu
stirecteki tlim fedakarliklari, destekleri ve giizel kalpleri i¢in en kiymetlilerim sevgili
esim Erhan ERYILMAZ’a ve biricik yavrum Ezel ERYILMAZg;

sonsuz tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

BUAP(T)-2015/4 ve DDP(T)-2019/1 numarali projeler ile tezime sagladigi maddi
destekten dolayr BUU BAP birimine tesekkiir ederim.
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9. 0ZGECMIS

18.06.1988 Eskisehir dogumludur. Orta 6grenimini 2006 yilinda Izmir Kiz
Lisesi’nde tamamlamistir. 2006-2007 egitim-6gretim yilinda Hali¢ Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik bdliimiine girmeye hak kazanmuistir.
2007 yilinda Hali¢ Universitesi’nden boliim ikinciligi derecesi ile Istanbul Universitesi
Fen Fakultesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimiine yatay gecis hakki kazanmis
ve 2010 Haziran doneminde mezun olarak lisans derecesini almistir. Subat 2011°de
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda
yiikksek lisans egitimine baslamistir. Aralik 2013’de Ogretim Uyesi Yetistirme
Programi (OYP) kapsaminda Kiitahya Dumlupmar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’na Arastirma Gorevlisi olarak atanmigstir. Subat 2014°de aym
Anabilim Dal1 biinyesinde lisansiistii egitim programlarina baglamak ve tamamlamak
lizere 2547 sayili YOK kanununun 35. maddesi ile Uludag Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’na gérevlendirilmistir. “Iki Farkli
Juniperus Tard (Juniperus Communis L. Var. Saxatilis Pall. Ve Juniperus Excelsa M.
Bieb. Subsp. Excelsa) 'ne Ait Yaprak ve Meyve Oziitlerinin DU145 ve PC-3 Prostat
Kanseri Hiicre Hatlarinda Sitotoksik ve Antitiimoral Etkilerinin Arastirilmast” bashkl
yiiksek lisans tezini Prof. Dr. Unal Egeli danismaliginda Ocak 2016’da tamamlayarak
ayni donemde doktora egitimine baslamistir. Mart 2018’de doktora yeterlilik sinavini
basari ile ge¢mistir. BUU BAP tarafindan BUAP(T)-2015/4 ve DDP(T)-2019/1 proje
numaralari ile desteklenen “Farkli Direng Fenotiplerine Sahip Prostat Kanseri HUCre
Hatlarinda Apigenin ve Fenetil Izotiyosiyanat (PEITC) Kombinasyonu ile Olusturulan
Prooksidan Kanser Terapi Modeli Etkinliginin ve Molekiiler Hedeflerinin
Arastirilmast” doktora tez calismasini gergeklestirmistir. Halen ayni Anabilim
Dali’nda arastirma gorevlisi olarak ¢alismakta olup prostat kanseri, molekiiler onkoloji
ve norogenetik alanlarinda proje calismalarma devam etmektedir. BUU BAP
tarafindan desteklenen pek cok projede arastirmaci olarak goérev almistir. Bugiine
kadar SCI, SCI-Exp, ESCI kapsaminda basil1 16 adet uluslararas1 makalesi, bilimsel
toplantilarda sunulan ve bildiri kitaplarinda basilan 19 adet uluslararasit ve 10 adet
ulusal bildirisi bulunmaktadir. 2019 yilinda Uroonkoloji’19 Temel Bilim Arastirma
Dal1 En Iyi Arastirma Odiilii’nii kazanmistir. TUBITAK 2242-Universite Ogrencileri
Aragtirma Proje Yarismalari-2020 Saglik Alami Bolge Ugiinciiliik Odiilii’ne layik
goriilen 6grenci projesinin danismanhigini yiiriitmiistiir. Yabanci dili ingilizcedir. Evli
ve bir cocuk annesidir.

358



	AÇIKLAMA
	DANIŞMAN ONAYI
	Unvanı Adı Soyadı: Prof. Dr. Ünal EGELİ
	İmza:

	UYGUN DEĞİLDİR
	UYGUNDUR
	ÖZELLİKLER

