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2D: 2 dimension (Iki boyutlu)
3D: 3 dimension (Ug boyutlu, sferoid)
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ECM: Extracellular matrix (Ekstra seliiler matriks)
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JNK: c-Jun N-terminal kinaz
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1. OZET

Fenilboronik Asitin Androjen Bagimh (LNCaP) ve Androjen Bagimsiz (PC3)
Prostat Kanseri Hiicrelerine Etkisinin MAP Kinazlar Uzerinden, 2D ve 3D
Kiiltiir Yontemleri ile Arastirilmasi

Prostat kanseri androjene bagimli olarak seyrederken, kastrasyon olusturuldugunda
hastalikta gerileme goriilebilmektedir. Calismamizda androjen bagimsiz PC3,
androjen bagimli LNCaP ve saglikli prostat hiicre hattt RWPE-1 kullanildi. Insan
prostat kanserinde mikrotiibiil hedefli tedavi etkilerini incelemek amaciyla, dogada
boron formunda bulunan ve esansiyel bir bilesik olan FBA kemoterap6tik olarak
secildi. FBA’nin tubulin polimerizasyon inhibisyonu etkisini karsilastirabilmek icin
ayni sinifta yer alan Kolsisin pozitif kontrol olarak calismaya dahil edildi. 2D kiiltiir
modelinde 3 hiicre hattina FBA ve Kolsisin uygulanarak canlilik analizleri yapildi.
Prostat kanseri hiicrelerine koloni formasyon analizi, ¢ogalma analizi ve migrasyon
analizi yapilarak kemoterapotiklerin etkileri karsilastirildi. 3D kiiltiir modelinde
prostat kanseri hiicrelerine FBA ve Kolsisin uygulanarak canlilik ve proliferasyon
analizleri yapildi. 48 saatlik FBA uygulamasimin her iki kanser hiicre hattinda da
migrasyonu Kolsisin’den daha fazla engelledigi goriildii. Koloni formasyon
analizlerinde 24 saatlik FBA uygulamasinin formasyonu onledigi gorildii. Her iki
kiiltiir modelinde FBA uygulamasinin proliferasyon parametrelerinde azalmaya sebep
oldugu tespit edildi. FBA’nin olusturdugu hiicresel yanit, MAPK yolagina ait {i¢ temel
kinaz proteinin immiinofloresan intensite analizi ile incelendi. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gozlendi. ERK ekspresyon orani kiiltiir
modelleri, uygulama siireleri ve kemoterapoétiklere gore farkliliklar gosterdi. 2D kiiltiir
modelinde 24 saat FBA uygulamasinin PC3 ve LNCaP hiicrelerinde JNK ekspresyon
oraninda azalmaya sebep oldugu goriiliirken, 3D kiiltiir modelinde PC3 hiicrelerinde
kemoterap6tik uygulamalarinin p38 ekspresyon oraninda artisa sebep oldugu goriildii.
Yari ince kesitler incelendiginde FBA’nin kanser hiicrelerinde olusturdugu morfolojik
deformasyon etkisinin Kolsisin uygulanan hiicrelere kiyasla daha belirgin oldugu
goriildii. FBA’nin neden oldugu morfolojik bozukluklar ultrastriiktiirel diizeyde ilk

olarak bu ¢aligmada goriintiilendi.

Anahtar Kelimeler: ERK, Fenilboronik asit, INK, p38, sferoid



2. ABSTRACT

Investigation of the Effect of Phenylboronic Acid on Androgen-Dependent
(LNCaP) and Androgen-Independent (PC3) Prostate Cancer Cells via MAP
Kinases by 2D and 3D Culture Methods

Although prostate cancer is androgen-dependent, castration might result in regression
of the disease. In our study PC3, LNCaP and RWPE-1 were used. In order to examine
the effects of microtubule-targeted therapy in human prostate cancer, Phenylboronic
acid (PBA), an essential compound found in nature in the form of boron, was selected
as a chemotherapeutic. In order to compare the tubulin polymerization inhibition effect
of PBA, Colchicine, which belongs to the same class, was included to the study as a
positive control. Viability analyses were performed by treating PBA and Colchicine to
all 3 cell lines in a 2D culture model. Colony formation analysis, proliferation analysis
and migration analysis were performed on prostate cancer cells and the effects of
chemotherapeutics were compared. Viability and proliferation analyses were
performed by treating prostate cancer cells with PBA and Colchicine in a 3D culture
model. In both cancer cell lines, 48 hours of PBA treatment inhibited migration to a
greater extent in comparison to Colchicine. Colony formation analysis showed that the
24 hours PBA treatment prevented the formation of colonies. In addition, It was
determined that PBA caused a decrease in proliferation parameters in both culture
models. The cellular response induced by PBA was examined by immunofluorescence
intensity analysis of three basic kinase proteins of the MAPK pathway where
statistically significant differences were observed between the groups. There were
differences in ERK expression depending on the culture methods, chemotherapeutics
and treatment times. In the 2D culture model, 24 hours of PBA treatment caused a
decrease in JNK expression in PC3 and LNCaP cells. Both of the chemotherapeutics
treatment led to an increase in p38 expression in 3D culture model PC3 cells. On the
semi-thin sections it was seen that the morphological deformation effect of PBA on
cancer cells was more pronounced compared to Colchicine-treated samples.
Morphological defects caused by PBA were first visualized in this study at the

ultrastructural level.

Key Words: ERK, Phenylboronic acid, JNK, p38, spheroid,



3. GIRIS VE AMAC

Amerikan Kanser Dernegi’nin istatistiklerine bakildiginda yasami boyunca her
8 erkekten birinde prostat kanseri gelistigi goriilmektedir (1). 2011-2017 yillart
arasindaki verilerde, tedavinin hayatta kalim oranimi hastaligin kemik ve akciger
metastazi yaptigi evre hari¢ (%30) yaklasik %90 artirdig1 goriilmektedir. Bu sebeple
tedavi siireci ve tedavi yontemi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Androjene bagimli seyreden prostat kanserinde tedavi segeneklerinden biri de
kastrasyon yoOntemleridir. Ancak kastrasyon sonrasinda kastrasyona direng
gelisebilmekte ve hastalik androjenden bagimsiz seyredebilmektedir (2). Dolayisiyla
prostat kanseri kastrasyon bagimli ve kastrasyon bagimsiz olarak 2 fazda
degerlendirilmektedir (3). Model organizmalarin hastalik ile ilgili anatomik ve
fizyolojik farkliliklar gibi dezavantajlarindan dolay1 insan kaynakli hiicre hatlar ile
yapilan ¢aligmalar literatiirde genis yer tutmaktadir (4). Hepsi insan kaynakli olmak
tizere LNCaP ve PC3 kanser hiicre hatlarinin yanisira saglikli dokudaki etkileri
gozlemlemek igin RWPE-1 de ¢alismamiza dahil edilmistir (5-7).

Literatiirde cogunlukla yeterli sayida ornek sayisi icermeyen klinik raporlar ve
2D kiiltiir modeli iizerindeki incelemeler yer almaktadir (8-16). Ila¢ calismalarinda
kullanimu gittikge artan 3D kiiltiir modeli tizerinde yapilan ¢alismalar in vivo sonuglara
daha yakin seyretmektedir (17). Riedl ve arkadaslar1 kolon kanseri hiicre hatlariyla
yaptiklar1 2D ve 3D model ¢alismalarinda hiicre biiyiikligi, ATP mekanizmasi ve
AKT-mTOR sinyalizasyonu gibi birgok parametrede farkliliklar oldugunu ifade
etmektedirler (18). Bir diger dikkat ¢ekici nokta ise in vivo ilag direncinin 3D kiiltiirde
gozlenirken, 2D kiiltiirde gézlenmemesidir (19-22). Ayni durum apoptoz yanit1 igin
de gecerlidir (23). Biz de ¢alismamizda, FBA uygulamasina karsi olusacak hiicresel
yanit1 2D ve 3D modelleri karsilastirarak incelemeyi hedefledik.

Calismamizda antimitotik terapotik olarak sectigimiz FBA, bir Borik asit
tirevidir. Glinlik rutinimizde tiiketmekte oldugumuz bilesik dogada boron
formundadir (24). Igme suyunda tespit edilen bir yerlesim bdlgesinde prostat kanseri
sikliginin azaldigr ifade edilmektedir (25). Bir¢ok farkli kanser caligmasinda bor
ailesinin antikarsinojen olarak iyimser sonuglar verdigine rastlanmaktadir (26-28).

Calismamizda yer alan FBA hakkinda ise literatiirde az sayida ¢alisma bulunmaktadir.



Borik asit uygulanan androjen bagimli hiicre hattinda prostat spesifik antijen
seviyesinin azaldigi ve yapilan canlilik analizlerinde antikanser etkisi bulundugu
raporlanmaktadir (28). Bir baska ¢alismada, farkli dozlarda Borik asit uygulanan
LNCaP, DU-145 ve PC3 hiicrelerinde proliferasyonun azaldigi belirtilmektedir (29).
Literatiirde, prostat kanserinin iki formunu ve saglikli dokuyu ifade eden {i¢ hiicre
hattinin  (PC3, LNCaP, RWPE-1) bir arada degerlendirildigi bir ¢alisma
bulunmamaktadir.

Antiproliferatif terapdtikler mikrotiibiil lizerindeki stabilize veya destabilize
edici etkilerine gore siniflandirilmaktadirlar. FBA’nin antikarsinojen etkisini
sitoiskeleti ~ baskilayarak  gosterdigi  ifade  edilmektedir  (30).  Tubulin
polimerizasyonunu inhibe ettigi gosterilen FBA, mikrotiibiil destabilize edici bir
kemoterapotiktir (31). Sitoiskelet tizerindeki bu deformasyon immiinofloresan
isaretlemeler ile ¢alismalarda gosterilmektedir (7, 32). Ultrastriiktiirel bir veri heniiz
bulunmamaktadir. Calismamizda transmisyon elektron mikroskobik goriintiileme ile
antiproliferatif etkiyi gostermeyi hedefledik.

Mikrotiibiil hasarina yol agan ilaglarin MAPK sinyalizasyonu iizerinden apoptoz
yaniti olusturdugu raporlanmaktadir (33). MAPK yolagt hiicrenin sagkalim,
proliferasyon ve apoptoz gibi metabolik faaliyetlerinde gérev almaktadir. Mikrotiibiil
dinamigine etki eden bir¢ok ilacin incelendigi bir ¢alisgmada p38 MAPK proteininin
sadece taxol uygulandiginda arttig1, JNK aktivasyonunun indiiklendigi ve ERK’in ise
etkilenmedigi raporlanmaktadir (34, 35). Borik asit uygulanan DU-145 hiicre hattinda
antikanser etkinin Raf/MEK/ERK1/2 MAPK sinyal yolagi iizerinden goriildiigii ifade
edilmektedir (36). FBA’nin antikanser etkisinin altinda yatan molekiiler mekanizma
hakkinda kisith bilgiye erisilmektedir. Calismamizda, FBA’nin androjen bagiml ve
androjen bagimsiz insan prostat kanser hiicre hatlarina olas1 antikarsinojen etkilerinin
in vitro (2D ve 3D) modeller kullanilarak test edilmesi ve etki mekanizmasinin ERK,

JNK ve p38 MAPK proteinleri iizerinden incelenmesi amaglanmaktadir.

Calismamiza ait 6zgiin degerler:
- FBA’nin insan prostat kanseri ¢aligmalarinda uygulanacak dogru doz-etki siiresinin

2D ve 3D kiiltiir modellerinde karsilastirilmast,



- FBA’nin RWPE-1 {izerinde diisiik toksisiteye sahip oldugunu ve kanser hedefli
etkinlik gdsterdigini kantitatif olarak ortaya koyan ilk ¢aligma olmasi,

- Insan prostat kanseri hiicrelerindeki FBA kaynakli morfolojik bozuklugun,
transmisyon elektron mikroskobu ile ultrastriiktiirel diizeyde ilk olarak gosterilmesi,

- LNCaP, PC3 ve RWPE-1 hiicrelerinde FBA nin olusturdugu hiicresel yanitin ERK,
JNK ve p38 iizerinden ilk kez incelenmesi ve antikarsinojen etkisinin altinda yatan

molekiiler mekanizmay1 anlamaya katki saglamasidir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, Amerika’da 2010 yilindan bu yana erkeklerde artan bir insidansa
sahip olup kanserle iliskili 6liimlerde ikinci sirada yer almaktadir (37). Amerikan
Kanser Dernegi 2022 yil1 iginde Yyaklagik 268,490 yeni vaka ve yaklasik 34,500 6lim
ongormektedir (38). Prostatin malign transformasyonu intraepitelyal prostatik
neoplazinin baglamasinin ardindan lokalize kanser yapilanmasi, lokal invazyonla ileri
seviye adenokarsinom olusumu ve metastatik prostat kanseri seklinde bir yol izleyerek
sonlanmaktadir (39). Hastaligin olusumu ve seyrinde, steroid hormonlarin yani sira
yas, kalitimsal ve ¢evresel faktorlerin de rolii bulunmaktadir. Basta kemik olmak {izere
karaciger, bobrek ve lenf nodu gibi ¢evre dokulara metastaz yaptigi ve agriya sebep
oldugu bilinmektedir (40).

Karsinogenezdeki epitelyal-mezensimal transformasyon (EMT) siirecinde, FGF
ve TGF smifi sinyalizasyonlarin rolii oldugu belirtilmektedir (41, 42). Stromal
kistimdan gelen biiyiime faktorii sinyalizasyonundaki artig, integral bir indiiktor olarak
degerlendirilmektedir (43, 44). Prostat hiicreleri EMT siirecine girdiklerinde tiimor
hiicreleri tlizerinden bir sinyal sirkiilasyonu olusturarak metastatik siirece zemin
hazirlamaktadir. Hiicreler siniizoid duvar1 ve kemik iligi gibi fiziksel bariyerleri asip
endosteuma go¢ ederek kemik metastazini gergeklestirmektedir (45).

Prostat bezinin embriyolojik gelisimi ve karsinojenik gelisimi arasindaki
benzerligin anlasilabilmesi i¢in embriyolojik gelisim ve epitelyal-mezensimal hiicre
kombinasyonlar1 hakkinda ¢alismalar bulunmaktadir (4). Karsinogenezin multifokal
olmasi arastirmalarda karsilasilan zorluklardan birisidir (46). Fare-sican ile insan
arasinda, hastaligin seyriyle ilgili anatomik ve fizyolojik farkliliklar bulunmaktadir.
Hastaligin insandaki ve model organizmalardaki isleyen fizyolojik siireglerinin
birbirinden farkli olmasi ve hastalik modelinin yakin model organizmalardan olan
sigan ve farede olusturulmasindaki zorluk, prostat kanseri hakkindaki ¢aligmalarda
biiyiik bir dezavantaj olusturmaktadir (47). Insan ve fare arasinda farkliliklar oldugu
kadar benzer yonler de bulunmaktadir. Transkriptom profillerine bakildiginda
farelerin dorsolateral prostatt insanda prostat bezinin periferal zonuna karsilik

gelmektedir (48). Olusturulacak model ve terapotik yontemler hastaligin belirli



fazlarin1 veya yanitlarini ifade edebileceginden dikkat gerektirmektedir. Bu sebeple
aragtirmalarin yapildigi prostat kanseri modelleri farklilik gostermektedir (49). Model
organizmalar {izerinde transplant olusturularak in vivo ve hiicre hatlarinda in vitro
yapilan arastirmalar da mevcuttur (5, 50-55). Arastirmalarda model organizmalardan
elde edilen transgenik hiicrelerin yani sira insan kaynakli hiicre hatlar1 hastaligin dogal
yanitina yakinligi agisindan daha ¢ok tercih edilmektedir (4).

Normal ve tiimorojenik prostat dokusunda androjen reseptorleri bulunmaktadir.
Androjenlerin, biiyiime ve farklilagma gibi kritik metabolik etkilere sahip olmasi;
prostat kanseri tedavisinde androjen yoksunlugu olusturmayi ¢ogunlukla tercih edilen
bir tedavi yontemi haline getirmektedir (56). Hastalik androjene bagimli olarak
seyrederken, medikal veya cerrahi yol ile kastrasyon olusturuldugunda, gerileme
goriilmektedir. Siklikla karsilagilan bir diger durum ise hastalifin kastrasyona
direnerek androjenden bagimsiz olarak ilerlemeye devam etmesidir (2). Bu durumda
prostat kanseri, kastrasyon bagimli ve kastrasyon bagimsiz olmak tizere iki farkli
sekilde degerlendirilmektedir (3).

Kastrasyon bagimli ve bagimsiz hiicre hatlar1 temel prostatik 6zellikler agisindan
karsilastirildiginda androjen reseptdriiniin bulunup bulunmamasi ve prostata 6zgii
antijen lretimi gibi farkliliklar géstermektedirler. Bu sebeple kemoterapoétiklere karsi
olusan hiicresel yanitlarda da farkliliklar ortaya ¢ikabilmektedir (57). PC3 hiicreleri
metastatik kapasitesinin ¢ok yiiksek olmasi, androjene duyarsiz olmasi ve prostata
O0zgli anitjen Uretmemesi ile karakterizedir. LNCaP hiicreleri ise metastatik
ozelliklerinin daha az olmasi, androjen hassasiyeti bulunmasi ve prostata 6zgii antijeni
iretebilmesi ile bilinmektedir (4). Metastatik agidan incelenen ¢alismalarda PC3’iin
PTEN ve p53°ten yoksun iken, TGFa, EGFR ve transferin reseptoriinii yiiksek
derecede eksprese ettigi, LNCaP hiicrelerinde ise tam tersinin s6z konusu oldugu ifade
edilmektedir (58-62). Androjen reseptorii ve JNK proteini arasindaki iliskinin LNCaP
ve PC3 hiicrelerinde incelendigi bir calismada androjenlerin JNK’y1 bloklayarak
hiicreyi apoptoza gotiirdiigiinden bahsedilmektedir (63). PC3 ve LNCaP
ksenograftlarinin incelendigi ¢aligmada anjiyogenez davranislarindaki farkliliklardan
dolay1r PC3 tiimdr yapisinda nekrotik merkezi alan bulunurken, LNCaP hiicrelerinde
perfiizyonun daha iyi oldugu, tiimér merkezinde kan lakiinalarinin bulundugu

gosterilmektedir (64). PC3 ve LNCaP hiicrelerinin tiim genom sekanslamalari



karsilastirildiginda farkliliklar oldugu raporlanmaktadir (65). PC3 ve LNCaP hiicre
hatlarinda proliferasyon inhibisyonu i¢in farkli dozlarda terapdtik uygulanmasi
gerektigi vurgulanmaktadir (7). Dogal bir kemoterapotigin etkilerinin incelendigi bir
calismada PC3 ve LNCaP hiicrelerinde antikanser etkisini farkli dozlarda gosterdigi
ve ayni doz uygulandiginda ise LNCaP hiicrelerinde migrasyonu daha fazla onledigi
ifade edilmektedir (66). Tiim bu veriler goz oniine alindiginda tek tip hiicre hattiyla

yapilan ¢alismalarin yetersiz kalacagi sdylenebilmektedir.

4.2. Antikarsinojen Tedaviler

Prostat kanseri tedavi segenekleri arasinda kanserli dokunun tamaminin alindig1
operasyonlar, sadece tiimor dokusu iizerine uygulanan radyasyon terapi, 1s1 ile kanser
hiicrelerinin yok edilmesi prensibine dayanan yiiksek intensite odakli ultrason terapi,
androjenler lizerinde etki gosteren hormon terapi, immiin sistemi tetikleyerek kanser
hiicrelerinin  taninmas1  hedeflenen immunoterapi, immiin kontrol noktasi
proteinlerinin islevlerinin geri kazanimi ile uygulanan immiin kontrol noktasi protein
inhibitorleri, anjiogenez olusumunu inhibe etme odakli hedefli terapi ilaglar1 ve
hiicrelerin sitoiskeletini hedef alan kemoterapi gibi yontemler bulunmaktadir (67).
Ileri prostat kanserinin erken ddéneminde kastrasyon tedavisi uygulandiktan sonra
cogunlukla gelisen kastrasyon direncinde taxane temelli kemoterapi ile tedavi
stirdiiriilmektedir (68). Gelisen direng ile hiicrelerde Wnt, PDGF ve MAPK yolaklari
dahil olmakla beraber pek ¢ok sinyal mekanizmasinda degisiklikler goriilmektedir
(69). Deneysel ¢alismalarin sayilarinin artmasiyla klinik kullanima alternatif katki
sunabilecek bir¢ok farkli kemoterapotik hakkinda literatiir zenginlesmektedir.
Caligmalar metastazi 6nlemeye yonelik ve/veya timor hiicrelerini apoptoza indiikleme
yoniinde yogunlagmaktadir (6, 63, 70—72). Bu ¢alismalar arasinda mikrotiibiil odakl
tedaviler de genis yer tutmaktadir.

4.2.1. Mikrotiibiil odakh tedaviler

Saglikli hiicrede oldugu gibi kanser hiicresinde de sitoiskeletin O6nemli
gorevlerinden birisi proliferatif aktiviteye katilmaktir. Kanser hiicresinde béliinmenin
yonetilmesi ve 6nlenemez ¢ogalma davrasinin temelinde mikrotiibiiller yer almaktadir.

Kanser hiicresi proliferasyonun devaminda metastatik davranmig geregi timor



mikrogcevresinden ayrilip go¢ etmek icin mikrotibiilleri kullanmaktadir (73).
Tiimo6rden kopan hiicreler metastatik tohumlar olarak farkli organlara yerlesmekte ve
EMT siirecine girmektedir. Prostat kanserinin ilerlemesindeki basamaklarda
mikrotiibiilllerin  katkisi, kanser tedavileri i¢in mikrotiibiilleri hedef haline

getirmektedir (74).

Mikrotiibiil, siirekli olusum ve yikim siirecinde dinamik instabiliteye sahip olan
bir yapidir (75) (Sekil 4.1). Mikrotiibiil hedefli tedavi uygulamalarinda mikrotiibiil
dinamigini  bozan  antimitotik  (mikrotiibiill  polimezirasyonunu  veya
depolimerizasyonunu inhibe edici) kemoterapdtikler kullanilmaktadir (31). Bu
terapotikler mikrotiibiil tizerindeki 3 baglanma bdlgesinden (Taxane, Vinka alkaloid
veya Kolsisin) hangisine baglandigina gore isimlendirilirler (Sekil 4.2).
Polimerizasyon inhibisyonu, mikrotiibiilleri olusturan a-tubulin ve B-tubulin
heterodimerlerinin polimerizasyonunun engellenmesi ile gerceklesmektedir (75).
Depolimerizasyon inhibisyonu ise mikrotiibiilleri stabil halde kalmaya zorlama
prensibine  dayanmaktadir.  Depolimerizasyon inhibisyonuna sebep olan
kemoterapotikler, taxane baglanma bolgesi grubunda bulunmaktadir (33).
Polimerizasyon inhibisyonuna sebep olanlar ise vinka baglanma bolgesi grubu ve
Kolsisin baglanma bdlgesi grubu kemoterapétiklerdir (31) Antimitotik molekiil
maruziyeti, kanser hiicrelerinde apoptotik 6liim, mitotik siiregten ¢ikis veya andploidi
(hiicrede olmas1 gerekenden fazla kromozom sayist bulunmasi) gibi geri
dondiiriilemez sonuglar ortaya koymaktadir (76). Her iki etkideki kemoterapétiklerin
degerlendirildigi bir derlemede ilaglarin tek basina ve belki yiiksek dozlarda
kullanilmast yerine sinerjistik etki olusturacak kombine tedavilerin uygulanmasinin
ilag dozlarimi diistirebilecegini ve muhtemel toksisitenin Oniine gecilebilecegini ifade

etmektedir (74). Bu yonde deneysel ve klinik ¢aligmalar giin gegtik¢e artmaktadir.



Protofilament

tubulin

Dagilan mikrotiibul

Metastabil ara mikrotubul

Sekil 4.1 Mikrotiibiiliin dinamik instabilitesi (77)

Tubulin polimerizasyon Tubulin depolimerizasyon

inhibitérleri QUQ inhibitarleri
Alfa tubulin

Beta tubulin

Vinka baglanma bolgesi —%O
Taxane baglanma bdlgesi
Kolsisin baglanma bélgesi —%%

Sekil 4.2 Mikrotiibiil hedefli kemoterapétiklerin baglanma bolgeleri (78)
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4.2.1.1. Kolsisin (C22H25NOg)

Tubulinin, Kolsisin’in tubuline duydugu yiliksek afiniteden faydalanilarak
kesfedildigi ve bu sebeple ilk olarak ‘Kolsisin’e baglanan protein’ olarak adlandirildig1
ifade edilmektedir (79, 80) Kolsisin, ilk olarak zehirli safran bitkisi Colchicum
autumnale’den elde edilmistir (Sekil 4.3). Klinikte kullanilan ilk antimitotik ilaglardan
biri olarak literatirde yer almaktadir (81). Amerikan Besin ve Ilag Kurulusu
(FDA/USFDA, Food and Drug Administration) onayli olarak, gut ve Akdeniz Atesi
gibi hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir (82).

Kolsisin

Sekil 4.3 Kolsisin’in iiretildigi ve ac1 ¢igdem olarak bilinen (A) Colchicum autumnale
bitkisi ve (B) karakteristik tiglii hekzamerik yapisi (75, 83)

Kolsisin, tubulin heterodimerlerinin intradimerik o-f arayiiziine tutunarak o-
tubulinin GTP baglanma boélgesine dogru devam eden bir baglanma yiiziine sahiptir
(58, 84). Polimerize olmamis tubulin alt initelerine 6nce yar1 kararli ve geri
dontistiirtilebilir sekilde baglanmakta, sonrasinda kararli ve tubulin dimerinde
konformasyonal degisiklige yol acan, yiiksek enerjiye sahip tubulin-Kolsisin
kompleksini olusturmaktadir (75) (Sekil 4.4). Bu mekanizma mikrotiibiil biiylirken
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serbest tubulinlerle birlikte tubulin-Kolsisin komplekslerinin de mikrotiibiile
eklenmesi ile devam etmekte ve depolimerizasyon asamasinda tubulinlerin
ayrilamayarak bir arada kalmasina sebep olmaktadir (85-87). Mikrotiibiil dinamiginin

stabilizasyonu hiicre siklusu blokaji ve devaminda apoptoz ile sonug¢lanmaktadir (74).

a- ve B- tubulin Mikrotiibiil cekirdegi Mikrotiibiil e

heterodimerleri

(+) ug

=24 nm-—
(@]
o0
o0
—- —_— . A Tubulin-
m ;. .‘ '»== Kolsisin
- » R kompleksi
*eh
o0 o0 '.. '.O 4
afp ¥ » ;‘ o‘.
CY .o e
A (hug 'l..‘.‘.‘, ] 8 nm B () ug

Sekil 4.4 (A) Mikrotiibiil olusumu ve (B) Kolsisin baglanma bolgesi (74)

4.2.1.2. Fenilboronik asit (CeH7BO2)

Calismamiza antimitotik terapotik olarak sectigimiz FBA bir Borik asit tiirevidir
(Sekil 4.5). Dogada boron formunda bulunan Borik asit, giinliik tiiketimle viicudumuza
aldigimiz esansiyel bir bilesiktir (24). Kozmetik, takviye gida iiretimi, sterilizasyon
calismalart ve cam iiretimi gibi pek c¢ok alanda kullanildigim1 bildigimiz bor ve
tiirevlerinin tedavi edici yonlerinin olup olmadigi arastirmalara konu olmaktadir (88).
2007 yilinda yapilan ¢alismada, igme suyunda bulundugu tespit edilen bir yerlesim
bolgesinde prostat kanseri sikliginin ve 6liim oranlarinin azaldigi raporlanmaktadir
(25). Bor ve tiirevlerinin direkt veya nano partikiillere yiiklenmesiyle farkli kanser
hiicre hatlarinda olumlu sonuglar ortaya koydugu belirtilmektedir (26-28). FBA ise
kemoterapotik ajan olarak literatiirde heniiz yer almaya baslamaktadir. 2D kiiltiir
yontemi ile ¢esitli kanser hiicre hatlarinda yapilan bir ¢alismada, FBA’nin aktin

sitoiskeletini baskilayarak migrasyonu durdurdugu ifade edilmektedir (30).
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Prostat kanseri Ozelinde baktigimizda ise Borik asitin LNCaP hiicreleri
tizerindeki antikanser etkisi, uygulamadan sonra hiicrelerde azalan prostat spesifik
antijen miktari ile gosterilmektedir (28). Androjen negatif prostat kanseri hiicre hatlari
ve androjen pozitif prostat kanseri hiicre hattinin canlilik analizlerinin karsilastirildig:
2004 yilinda yapilan bir ¢alismada Borik asitin antikanser etkisi raporlanmaktadir (28).
DU-145 hiicre hattina uygulanan FBA etkisinin incelendigi bir ¢alismada hiicre
siklusu analiz edilerek proliferasyonu onledigi ifade edilmektedir (29). Calismalar
FBA’nin saglikli prostat hiicre hatt1 iizerinde bir etkisi olmadigini ifade ederken, doza
bagli olasi toksisitenin goz oniinde bulundurulmasi gerektigini vurgulamaktadirlar (29,
89). Literatiirde PC3, LNCaP ve RWPE-1 hiicre hatlarinin beraber degerlendirildigi
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Mevcut ¢alismalarda Borik asitin uygulama doz ve
stireleri ile ilgili farkli bilgilere rastlanmaktadir. 1 mM konsantrasyonda 24 saat siire
ile DU-145 ve PC3 hiicrelerine uygulanan Borik asitin sirasiyla %98 ve %77 canlilik
oranindan bahsedilirken, bir diger ¢alismada %52 ve %100 seklinde verilen farkli
canlilik oranlarinin karmasaya sebep oldugu sdylenebilmektedir (89, 90). Barranco ve
Echert’in yaptig1 ¢alismada Borik asitin olusturdugu birincil hiicresel yanitin apoptoz
olmayabilecegi vurgulanmistir (36). Insan prostat ve meme kanseri hiicreleri {izerinde
1 mM konsantrasyonda FBA’nin etkileri incelenirken 1 ve 8 giinliik kiiltiir stireleri
karsilastirilmakta ve 1 giinliik uygulamada bir etki goériilmedigi ifade edilmektedir
(89). Bu bilgiden yola ¢ikarak caligmamiza 24 saate ek olarak 48 saatlik uygulama

stiresi ekledik ve etkilerini gézlemledik.

OH
/

B
\
OH

Sekil 4.5 FBA’nin kimyasal yapisi (91)
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FBA hakkindaki ¢aligmalara baktigimizda kemoterapétik etkisini antiproliferatif
yonde ortaya koydugu ifade edilmektedir (27). Bu 6zellikteki diger kemoterapotikler
mikrotiibiil stabilize ve destabilize edici ajanlar olarak iki siifa ayrilmaktadir. FBA
tubulin polimerizasyonunu inhibe ettiginden mikrotiibiil destabilize edici sinifa dahil
edilmektedir (31). Her iki gruptaki kemoterapotik ajanlarin hiicre iskeletinde
olusturduklart hasar immiinofloresan goriintiiler ile literatiirde yer almaktadir (7, 32).
Fakat FBA’nin antiproliferatif etkisinin olusturdugu morfolojik degisikligi gosteren

bir mikrograf bulunmamaktadir.

4.3. 2D ve 3D Hiicre Kiiltiirii Modelleri Karsilastirilmasi

Mevcut antikanser c¢alismalarinin = ¢ogunun 2D  kiiltir modeli ile
gerceklestirildigi veya istatistiksel anlamliliga erisemeyecek sayida 6rnek igeren klinik
raporlar oldugu dikkat ¢ekmektedir (8-16). Bu dezavantaji ortadan kaldirmak adina
yeni modeller gelistirilmektedir. 2D kiiltiir modeline alternatif olarak, hiicrelerin in
vivo’ya daha benzer fizyolojik ozellikler gosterebilecegi 3D kiiltir modelleri
gelistirilmektedir. Cogu kanser arastirmalarimin yapildigit 2D kiiltiir modelinde
hiicrelerin lateral baglantilar hari¢ birbirleri ile baglanti kuramadiklar1 bilinmektedir
(92). 2D kiiltiir modelinde biiyiitiilen hiicrelerde dokuya 6zgii 6zelliklerin kaybi
goriilmektedir (13, 93, 94). 2D kiiltir modeli ile karsilastirildiginda, 3D kiiltiir
modelleri (sferoidler) yapisal ve fonksiyonel 6zellikler agisindan ger¢ek dokulara daha
cok benzemektedirler (17). Onemli hiicre-hiicre ve hiicre-ECM etkilesimlerini hesaba
katan 3D kiiltiir modeli, hiicrelerin morfoloji, diferansiyasyon, polarite, proliferasyon
hiz1, hiicresel heterojenite ve besin erisimi de dahil olmak iizere dokularda bulunan
birgok kritik 6zelligi kopyalamasina ortam saglamaktadir (95-98). Hepatosit
sferoidlerinin 2D kiiltir modeline kiyasla daha yiiksek hiicre canliligi, fenotip
farkliliklar1 ve detoksifikasyon kapasitesinin bulunmasi gibi avantajlara sahip oldugu
raporlanmaktadir (99). Riedl ve arkadaglar1 kolon kanseri hiicre hatlarinda yaptiklar
caligmalarinda 2D ve 3D model arasinda fenotipik farkliliklar, sferoidlerde hiicre
siklusu progresyonunda azalma ve AKT-mTOR ve MAPK sinyalizasyonunda
degisiklikler gibi bircok parametrede farkliliklar oldugunu ifade etmektedirler (18). Iki
modelin karsilagtirildigi bir derlemede 2D kiiltiir modelinde boliinme asirt hizl iken

3D’de daha gergekgi seviyede oldugu, ekspresyon seviyelerinin 2D kiiltiir modelinde
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klinikteki sonug¢larindan ¢ok farkli iken 3D kiiltiir modelinde kabul edilebilir bir fark
araliginda oldugu ifade edilmektedir (100). Birgok ¢alismada 2D kiiltiir modelinde
hiicrelerin uygulanan ilaca kars1 direng gelistirmedigi ve ilacin hiicreler tarafindan 1yi
metabolize edilmedigi, 3D kiiltiir modelinde ise hiicrelerin ilaca direng gelistirdigi ve
uygulanan ilacin daha iyi metabolize edildigi belirtilmektedir (19-22). Apoptoz
acisindan kiyaslandiginda ise 2D kiiltiir modelinde hiicrelerin kolaylikla indiiklendigi,
3D kiiltiir modelinde ise hiicrelerin in vivo’'da oldugu gibi ilaca bagimli apoptoza
direng gelistirdigi raporlanmaktadir (23). Fontana ve ark. PC3 ve DU-145 hiicre
hatlarinda 2D ve 3D kiiltiir modelinde epitelyal mezensimal doniisiimde rol alan
proteinleri inceleyerek 3D kiiltir modelinde ekspresyonun arttigini, hiicresel
baglantilarin olustugunu ifade etmektedirler (101). Ug prostat kanseri hiicre hattin1 da
kullanarak yapilan bir aragtirmada 2D kiiltiir modeline kiyasla 3D kiiltiir modelinde in
vivo'ya benzer sonuglar elde edildigi, ilaca direncin arttigi, proliferasyon hizinin
azaldig1 ve gen ekspresyon profilinde azalmalar oldugu belirtilmektedir (102). Kanser
arastirmalarinda 3D kanser modelleri, ilaglarin fizyolojik tepkilerini taklit etmek i¢in
preklinik sistemler olarak kullanilabilmektedir (103, 104). Canli bir dokunun karmasik
ortamint ger¢ek¢i modellemesi nedeniyle, 3D hiicre kiiltiiri modelleri memeli
organogenezini ve kanserogenezini anlamamizi hizlandirmis olup, ilag testi ve

kisisellestirilmis tipta daha gelismis yaklagimlara yol agmaktadirlar (105).

4.4. Mitojen Aktive Protein Kinaz (MAPK) Yolag:

MAPK yolag: hiicrenin sagkalimi, proliferasyonu ve apoptozu gibi birgok
metabolik faaliyette gérev almaktadir (106). Aktive olan kinaz proteinin adi ile anilan
3 ayrt MAPK yolagi ’da sematize edilmektedir (107). Bu yolakta yer alan ii¢ kinaz;
JNK1/2/3, ERK1/2 ve p38°dir (108). Stres aktive proteinler INK ve p38’in apoptoz ve
inflamasyonda oOnemli roli oldugu bilinmektedir (109, 110). Hiicrenin
yasamsalliginda gorev alan ERK ise proliferasyon ve diferansiyasyonda rol
oynamaktadir (106, 111). MAPK yolaklari, bir terminal kinazi (MAPK/MAP kinaz)
aktive eden MAPK kinaz (MAPKK) ve onu aktive eden MAPKK kinaz (MAPKKK)
icermektedir. ERK, JNK ve p38 MAP kinazlar bu sistemin terminal kinazlar1 olarak

gen ekspresyonunu diizenlemede rol almaktadirlar (112).
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Sekil 4.6 MAPK sinyal yolagi (Bu sekil BioRender.com programindaki “Three
Major MAP Kinase Pathways ERK, JNK, p38” taslaginin diizenlenmesi ile
olusturuldu)

4.4.1. Kanserde MAPK

ERK sinyal yolagi, insan kanserlerinin en az iigte birinde hasara ugradigindan
en ¢ok calisilan MAPK yolagidir (113). ERK sinyalizasyonu hiicre proliferasyonu ile
es anlamli ifade edilirken, yolaktaki bozulmalarin timdr fenotipinin diger bir¢ok yonii
ile baglantili oldugu ifade edilmektedir (114). ERK yolaginda Raf tarafindan
fosforillenerek aktiflenen MEK1/2, ERK1/2’y1 fosforilleyerek aktive etmektedir
(106). Raf ise reseptor tirozin kinazin aktifledigi Ras tarafindan aktivasyon kazanir.

Birgok kanser iliskili lezyonda ERK sinyal yolaginin bu basamaklari incelenmis ve
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reseptOr tirozin kinaz mutasyonu, reseptor tirozin kinazin fazla ekspresyonu,
aktifleyici ligandlarin otokrin veya parakrin yollarla iiretimi gibi yonelimlerden
bahsedilmektedir (114). Diger yandan erken biiyiime sinyalleri ile iliskili baska
extraseliiler reseptorlerin amplifikasyonu veya bozukluklar1 Ras sinyalizasyonunu
aktifleyebilmektedir (115). Aktive olan ERK, transkripsiyon faktorleri, kinazlar,
fosfatazlar ve sitoiskelet proteinleri gibi bir¢ok niiklear ve sitoplazmik yapiy1 fosforile
edebilmektedir (116). ERK sinyalizasyonunun, hiicre tipine bagli olmakla birlikte
hayatta kalim, proliferasyon, migrasyon, diferansiyasyon, kromatin modellemesi ve
anjiogenez gibi bircok mekanizmayi diizenledigi bilinmektedir (117). Murphy ve
Blenis, ERK proteininin birbirinden bu kadar farkli rolleri nasil gerceklestirebildigi
sorusunu, proteinin hiicre i¢indeki lokalizasyonu ve giiciiniin degiskenligi ile iligkili
olabilecegi seklinde cevaplamigtir (118). Diizenli ERK sinyalizasyonu, hiicre
siklusuna girmeyi saglayan siklin D1 birikimini yonetmesinin yanisira, proliferasyon
inhibitor genlerini de baskilamaktadir (119). Diger yandan yiiksek miktarda ERK
sinyalizasyonu ise CDK inhibitorii p21 proteininin ekspresyonunu indiikleyerek, hiicre
siklusu arrestine sebep olabildigi ¢caligmalarda ifade edilmektedir (120, 121).

Baz1 kanser hiicrelerinin, proliferasyona devam edebilmek ic¢in, Akt ve Rho
sinyalizasyonlar1 gibi bu indiiksiyonu etkisiz hale getirecek baska iletisimler
kullandig: ifade edilmektedir (122, 123).

JNK sitokinler, biiylime faktorleri yoksunlugu, bazi G-kapili reseptorler gibi
uyaranlar tarafindan aktiflenebilmektedir (124). Apoptozu indiiklemesinden dolayi
timor baskilayict fonksiyonunun bulundugu ifade edilmektedir (125). Ras gibi
onkogenler timdrojenez boyunca JNK indiikleyici apoptozu baskilamak i¢in devamli
NF-kB aktivasyonunu indiikleyici rolii oldugu belirtilmektedir (126). Kanserde NF-
kB ve JNK sinyalizasyonu birbirlerine zit etki gostermektedir (127, 128).

Memelilerde p38 izoformlar1 g¢evresel stres ve inflamatuar sitokinler ile
aktiflenmektedir (129). Hipoksi, X ray, oksidatif stres, UV maruziyeti ve sitokinler
gibi ¢esitli stres faktorleri tarafindan indiiklenen MAPKKK tarafindan aktiflenen
MEK-3 ve MEK-6, p38’i fosforillemektedir. Baz1 durumlarda p38, JNK aktivatorii
olarak bilinen MEK-4 tarafindan aktiflenebilmektedir. Aktiflendiginde p38 sitozolden,
birgok substratina ait serin/treonin rezidiileri bulunan nukleusa dogru translokasyona

ugrayabilmektedir (114). Biiyiime faktorleri ve hormonlar gibi bir¢ok ekstraseliiler
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stimiilasyon, farklit MAPKKK ’lar1 aktifleyerek bu yolag: calistirmaktadir. Ayrica p53
ile indiikklenmis apoptoza ve p53 aktivasyonuna katilmaktadir (129-131). Hiicre
siklusu progresyonunda da negatif regiilator rolii oldugu bilinmektedir (132, 133).
Hepatoselliiler karsinom ile yapilan bir ¢alismada p38 aktivitesinin normal dokuya

gore azaldigi ve timor biiyiikliigi ile ters iliskili oldugu raporlanmaktadir (134).

Mikrotiibiil dinamigini bozan ilaglarin etkilerinin arastirildigi meme kanseri ve
epidermal karsinom tiizerine yapilan ¢alismalarda JNK aktivasyonunun indiiklendigi,
ERK’in etkilenmedigi, p38’in ise sadece meme kanseri hiicre hattina taxol
uygulandiginda arttig1 ifade edilmektedir (34, 35). 2016 yilinda yazilan bir derlemede
mikrotiibiil dinamigini bozan ilaglarin MAPK sinyalizasyonunu regiile ederek
timorojenik hiicreyi apoptoza gotiirdiigi ifade edilmektedir (33). Antimitotik
kemoterapoétiklerin etki mekanizmalarinin ¢oziilmesiyle MAPK gibi major yolaklari
hedef alan terapiler gelistirilerek kanser odakli, direngle karsilasilmayan, diisiik
toksisite ve diisiik terapotik maruziyetli yontemlerin iiretilmesi, yapilan ¢aligmalarin

klinikteki yansimalarini ifade etmektedir.

18



5. MATERYAL VE METOD

5.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda kullanilan 3 farkli hiicre hattinin (Sekil 5.1) ilki PC3’tiir. PC3;
prostat kanserinde dordiincii seviyede olan 62 yasindaki bir insanin, hastaligin primer
metastaz bolgesi olan, kemik dokusundan elde edilmis androjen bagimsiz hiicre
hattidir. Istanbul Medipol Universitesi REMER arastirma biinyesinden temin edildi.

Ikinci hiicre hatti LNCaP; 50 yasinda prostat kanseri bir insanmn sol
supraklavikular lenf nodu metastaz bolgesinden elde edilmis androjen bagimli hiicre
hattidir. Istinye Universitesi Saglik Bilimleri Dekan1 ve Molekiiler Kanser Uygulama
ve Arastirma Merkezi (ISUMKAM) direktdrii olan Prof. Dr. Engin Ulukaya tarafindan
bagislandi.

Ugiincii hiicre hatttt RWPE-1; 50 yagindaki saglikli bir insanin prostat
dokusundan elde edilmis epitelyal hiicre hattidir. Istanbul Medipol Universitesi
REMER aragtirma biinyesinde gérev yapan Dr. Yasemin Y ozgat tarafindan paylasildi.

Prostata
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Sekil 5.1 Calismada kullanilan hiicre hatlar1 (Bu sekil BioRender.com programinda
olusturuldu)
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Hiicre hatlar1 -80°C’de saklanmaktadir. Kanser hiicre hatlar1 %10 FBS, %l
antibiyotik-antimikotik igeren L-glutaminli RPMI besiyerine agildi. RWPE-1
antibiyotik-antimikotik icermeyen keratinosit besiyerine agildi. Dondurulmus hiicreler
uygun besiyerleri tizerlerine eklenerek yavas yavas ¢ozdiirtildi. Karigim, 1500 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen pellet 5 mL uygun besiyeri ile karigtirilarak T25
flasklara ekildi. Flasklar, %5 CO, ve %20 O gazlar1 igeren 37°C’lik inkiibatore
kaldirildi.

Caligmada yer alan gruplar kullanilan hiicre hatlarinin  isimleri,
kemoterapoétiklerin isimleri ve uygulama siirelerine gore kodlandi, 2D ve 3D kiiltiir

modelleri ayni kisaltmalar ile ifade edildi (Tablo 5.1).

5.1.1. 2D hiicre kiiltiirii modeli

PC3 ve LNCaP hiicre hatlar1 %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ilave edilmis
RPMI besiyerinde, RWPE-1 ise antibiyotik-antimikotik olmadan Keratinosit-SFM
besiyerinde bilyiitiildii. Hiicreler zeminden kaldirlmadan 6nce Ca*? ve Mg
icermeyen PBS ile yikandi. Biytdikleri flaskin zemininin yaklasik %80-90’min1
kaplayan hiicreler, 500 pL tripsin eklenerek 37 °C’lik inkiibatérde, PC3 hiicreleri 5
dakika ve LNCaP hiicreleri 3 dakika bekletildi. 5 mL uygun besiyeri ile siispansiyon
olusturularak santrifiij tiiplerine alindi. Hiicreler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant atildiktan sonra taze besiyeri ile karistirildi. Bu silispanse hiicre
karisimindan alinan 10 pL’lik 6rnek hemasitometre Neubauer-improved laminda
sayildiktan sonra, belirlenen hiicre miktar1 ve hacmi hesaplandi. Uygulanacak deney
planina gore hiicre sayimi ve ekimi yapildiktan sonra gerekli ise hiicreler tekrar
pasajlandi.

Canlilik deneylerinin ardindan belirlenen FBA ve Kolsisin dozlari, hiicrelerin
bir giin yiizeye yapismasi beklendikten sonra uygulandi. Takip eden 24 ve 48 saatlerin

sonunda ornekler toplandi ve planlanan deneylere alindi.
5.1.2. 3D hiicre Kkiiltiirii modeli

3D kiiltir modeli icin gereken yapigkan olmayan ylizey agaroz jel ile

olusturuldu. Distile su i¢inde hazirlanan %3’liikk agaroz (¢ok amacl kullanima uygun
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tipla) ¢ozeltisi oncelikle mikrodalga firinda baloncuk olusturmamaya dikkat ederek
eritildi. Oda sicakliginda 15 dakika bekletildikten sonra 60 °C’lik 1sitici tabla iizerinde
tutularak donmasi engellendi. Hizlica, 96 kuyulu petrinin her bir kuyusuna yaklasik
iki damla (50-100 pL) agaroz jel ¢Ozeltisi damlatilarak hareketsiz bir sekilde
bekletildi. Boylece kuyunun dibinde ‘U’ formunda bir ¢ukur elde edildi. Oda
sicakliginda 30 dakika bekletilen petriler, +4 °C’de 15 dakika bekletildikten sonra
steril hiicre kiiltiirii kabininde 30 dakika UV 1s18a maruz birakilarak steril edildi.

-80 %C’de stoklanmis 1.000.000 adet hiicreye sahip stoklar, ¢ozdiiriiliip
ekildikten bir pasaj sonra 3D protokoliine alindilar. 2D modelde biiyiitiilen hiicreler,
pasajlama protokoliinde oldugu gibi tripsin uygulanarak zeminden kaldirildi. Uygun
medya ile petrilerin zemini yikanarak elde edilen hiicre siispansiyonu 1500 rpm’de 5
dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant atilarak taze medya ile karistirildi.

Literatiirdeki bilgiler 1s18inda kiimelesme siireci 5. giinde sferoid ¢aplar1 350-
400 um araliginda olacak sekilde optimize edildi (135, 136). Deneylere alinacak
orneklerin ¢ap Olgilimleri yapilarak bu aralik disindaki 6rnekler deney dis1 birakildi.
Ornek alinarak sayim yapildiktan sonra PC3 hiicreleri 200 pL hacimde 10000 hiicre,
LNCaP hiicreleri ise 200 puL hacimde 50000 hiicre olacak sekilde hesaplanarak uygun
hacimlerde agaroz jel kapli 96 kuyucuklu petriye ekim yapildi. LNCaP hiicrelerinin
metabolik hizlarinin yavasligindan dolayi, kiimelesme siireci santrifiij ile desteklendi.
Ekilen LNCaP hiicreleri 1200 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek, agar ¢ukurunda
birbirlerini bulmalari kolaylastirtldi (137). Sferoidler toplam 200 pL medya iginde giin
asir1 yar1 yariya medya degistirilerek biiyiitiildii. Optimal ¢apa (375-380 um) ulasan
sferoidler 5. kiiltiir giinlinde deneylere alindi. RWPE-1 hiicrelerinin metabolik
hizlarmin yavas olmasindan ve kanser hiicresi gibi agresif metabolik aktiviteye sahip
olamadiklarindan dolay hiicre popiilasyonu az sayida olmakla beraber 2D kiiltiirde en
fazla iki pasaja kadar ¢ogaltilabildi. Hiicrelerin bilylime hizlarinin yavas olmasindan
dolay1 sferoid olusturma becerileri kanser hiicre hatlarina kiyasla daha zayif
oldugundan sferoid optimizasyonu dogrultusunda yeterli ¢apa ulasamadiklar i¢in 3D

kiltire dahil edilemedi.
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5.1.3. FBA uygulamasi

Toz formda satin alinan FBA (P20009, Sigma-Aldrich, Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) RPMI besiyerinde ¢ozdiiriilerek uygulandi. Kiitle-molarite
hesab1 yapilarak belirlenen miktarda tartilan toz kimyasal, RPMI medya ile
karistirldiktan sonra 37 °C’lik sonikatdrde 10 dakika bekletildi. Yapilan deneylerde
Bradke ve arkadaslarinin uyguladigi konsantrasyonlar hiicre Oliimiine sebep
olmadigindan konsantrasyonlar revize edilerek yiikseltildi (89). Belirlenen dozlar (1
MM- 20 mM) 24 ve 48 saatlik siire ile uygulandi.

Canlilik testi sonuglart dogrultusunda, ¢alismanin devaminda sadece hesaplanan
ICs0 degerindeki dozlar her uygulama Oncesi taze olarak hazirlanip 24 ve 48 saatlik

stire ile uygulandu.

5.1.4. Kolsisin uygulamasi

Tubulin polimerizasyonunu inhibe ettigi bilinen Kolsisin, FBA’nin pozitif
kontrolii olarak ¢alismada yer aldi. Toz formda satin alinan Kolsisin (C9754, Sigma-
Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) DMSO iginde ¢ozdiiriildii. Isiga hassas
olmasindan dolayr kimyasalin kendisi ve DMSO i¢inde hazirlanan yiiksek
konsantrasyondaki stok, karanlikta ve oda sicaklifinda saklandi. Hiicrelere
uygulanabilirliginin miimkiin olmast agisindan, DMSO’lu stok 1: 1000 oraninda
uygun medya ile seyreltilerek belirlenen dozlar (0.05 puM-0.5 uM) hazirland:.
DMSO’nun olast toksisitesi géz oniinde bulundurularak sadece %0,1°’lik DMSO
uygulanan hiicrelere de canlilik analizi yapildi. Toksisiteye rastlanmadigindan stok
¢ozelti bu sekilde hazirlanarak uygulanda.

Terapotikler, terapotikletin uygulanma siireleri ve hiicre gruplarina gore

isimlendirilen deney gruplari tabloda listelenmistir (Tablo 5.1).
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Tablo 5.1 Deney gruplarinin kisaltmalar1 ve agilimlari

2D 3D
o L2F: LNCaP 24 saat FBA o L2F: LNCaP 24 saat FBA
o L4F: LNCaP 48 saat FBA o L4F: LNCaP 48 saat FBA
o L2K: LNCaP 24 saat Kolsisin o L2K: LNCaP 24 saat Kolsisin
o L4K: LNCaP 48 saat Kolsisin o LI1K: LNCaP 12 saat Kolsisin
o LK: LNCaP Kontrol (Uygulama yapilmamis) o LK: LNCaP Kontrol (Uygulama yapilmamis)
* LK2: LNCaP 24 saatlik Kontrol * LK2: LNCaP 24 saatlik Kontrol
* LK4: LNCaP 48 saatlik Kontrol * LK4: LNCaP 48 saatlik Kontrol

O P2F: PC3 24 saat FBA O P2F: PC3 24 saat FBA

L P4F: PC3 48 saat FBA O P4F: PC3 48 saat FBA

O P2K: PC3 24 saat Kolsisin ) P2K: PC3 24 saat Kolsisin

1 P4K: PC3 48 saat Kolsisin U PIK: PC3 12 saat Kolsisin

O PK: PC3 Kontrol (Uygulama yapilmamis) U PK: PC3 Kontrol (Uygulama yapilmamis)
*  PK2: PC3 24 saatlik Kontrol *  PK2: PC3 24 saatlik Kontrol
¢ PK4: PC3 48 saatlik Kontrol *  PK4: PC3 48 saatlik Kontrol

R2F: RWPE-1 24 saat FBA
R4F: RWPE-1 48 saat FBA

R2K: RWPE-1 24 saat Kolsisin

O 0O 0 O

R4K: RWPE-1 48 saat Kolsisin

5.2. Canlihik Analizleri

Terapdotiklerin toplam hiicre popiilasyonunun yarisimi 6ldiirdiigii doz, terapotik
maddenin ICso degeri olarak bilinmektedir (138). Kolsisin ve FBA tiim hiicre hatlarina
uygulanarak, her hiicre hattina ve maruziyet siiresine 6zgii bir ICso degeri belirlendi.
Bu degerlerin belirlenebilmesi i¢in 2D kiiltiirlerde MTT, 3D kiiltiirlerde CellTiter-
GLO 3D canlilik analizleri yapildu.

52.1. MTT [(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]
canhlik analizi
MTT analizi 2D kiiltiir modelinde, hiicrelerin metabolik canliliginin

kolorimetrik olarak o6l¢iildiigii bir yontemdir (139). Canli hiicrelerde bulunan
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mitokondriyal siiksinat dehidrojenaz enzimi MTT bilesigini, ¢oziinemez formdaki
formazan kristallerine indirgemektedir. Boylece canlilig1 yiiksek olan hiicreler mor
renk almaktadir. Formazan kristallerinin Olgiilebilmesi i¢in analizin sonunda saf
DMSO uygulanarak kristaller ¢ozdiiriiliir. Ol¢iimiin normalize edilebilmesi igin saf
DMSO negatif kontrol olarak kullanilmaktadir. Orneklerin optik densitesi mikro petri
okuyucuda kolorimetrik 6l¢iim ile absorbans degeri olarak kaydedilmektedir.

Her {i¢ hiicre hattindan 10.000’er hiicre 96 kuyucuklu petriye ekildikten sonra
petriye yapismalari i¢in bir gece bekletildi. Sonraki giin FBA ve Kolsisin tedavisi 24
ve 48 saatlik siire ile belirlenen doz araliklarinda uygulandi. Uygulamanin ardindan
mevcut medya kuyucuklardan uzaklastirildi. Hazirlanan MTT: medya (1: 20)
soliisyonu, 96 kuyucuklu petrilere 200 pL hacimde eklenerek 37 °C’de 3 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon tamamlandiginda MTT soliisyonu kuyucuklardan uzaklastirildi.
Canli hiicrelerde olusan formazan kristallerini ¢6zdiirmek i¢in kuyucuklara saf DMSO
eklenerek orbital karistiricida 10 rpm’de 1 saat bekletildi. Mikropetri okuyucu ile 570
nm’de absorbans 6lgiimleri yapildi. Deney setindeki her doz 6 tekrarli ¢alisildi, her
deney 3 defa tekrarlandi. Sonuglar istatistiksel olarak Graphpad Prism programinda
analiz edildi.

5.2.2.CellTiter-Glo® 3D hiicre canhlik analizi

CellTiter-Glo analizi hiicrelerde bulunan ATP miktari tizerinden canlilik ifadesi
saglayan luminesan bir analizdir. PC3 ve LNCaP hiicreleri 3D Kkiiltiirleri i¢in
kullanildi. Gelistirilmis litik kapasitesi sayesinde mikro dokularda kullanima olanak
saglamaktadir. Olusan luminesan sinyalin yarilanma omriiniin en az 3 saat olmasi
CellTiter-Glo’yu 3D Kkiiltiirde canlilik analizi i¢in tercih edilebilir kilmaktadir (140—
142).

Ureticinin 6nerileri dogrultusunda -20 °C’de saklanan CellTiter-Glo reaktifi,
kullanimdan bir giin 6nce +4 °C’ye alinarak yavas bir sekilde ¢oziinmesi saglandi.
Sferoidlere uygulanmasindan 30 dakika once oda sicakligina alindi. Reaktifin medya
ile 1: 1 oraninda karismis olmasi i¢in, sferoidler 100 pL mevcut medya hacmi ile pipete
alimarak 96 kuyucuklu mat beyaz petrilere tasindiktan sonra kuyucuklara 100 pL
reaktif eklendi. Ornek igeren kuyucuklar ¢oklu pipet yardimiyla 8 defa pipetajlandi.
Takip eden 25 dakika boyunca karistirici tabla iizerinde, kapali bir kutu i¢inde ve oda
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sicakliginda bekletildi. Toplam 30 dakikalik inkiibasyonun sonunda luminesan 1s1ma
mikropetri okuyucu ile kaydedildi. Deney setindeki her doz 6 tekrarli ¢alisildi, her
deney 3 defa tekrarlandi. Sonuglar istatistiksel olarak Graphpad Prism programinda

analiz edildi.

5.3. Koloni Formasyon Analizi

Koloni formasyon analizi, kanser hiicrelerinin tiimorojenik davranislarin1 2D
kiltiirde incelemek i¢in kullanilmaktadir. Koloni formasyon testi i¢in 6 kuyucuklu
petriye her kuyucuga 500 adet hiicre olacak sekilde ekim yapildiktan sonra toplam 10
giin boyunca koloniler giin agir1 medya degisimi ile biiyiitiildii. Formasyon siiresinin
10 giinii agmamasi i¢in 24 saatlik kemoterapi 9.giinde ve 48 saatlik kemoterapi 8.giinde
baglatilarak, belirlenen ICsp dozlarinda FBA ve Kolsisin uygulamasi yapildi.
Uygulama zaman ¢izelgesi ’de verilmektedir. Koloni formasyon analizinin 10.
giintinde %4°1iik parafomaldehit ile 6rnekler fikse edildi. Son olarak hiicreler %2’lik
krezil viyole (ab246816) boyasinda 5 dakika bekletildi. Distile su ile boya
kalmayincaya kadar yikama yapildiktan sonra 6rnekler fotograflandi. Koloniler Image
J programinda sayildi. Kemoterapi uygulanmayan gruptaki koloni sayisi, kemoterapi
uygulanan gruplardaki koloni sayilarina oranlanarak analiz edildi. Her deney setinde
bir ornekten 3 adet kuyuya ekim yapildi. Deneyler 3 adet 6 kuyucuklu petride

tekrarlandi. Veriler istatistiksel olarak Graphpad Prism programinda analiz edildi.

Sekil 5.2 Koloni formasyonu uygulama zamani ¢izelgesi (Bu sekil BioRender.com
programinda olusturuldu)
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5.4. Migrasyon Analizi (Cizik Testi)

Cizik testi, kanser hiicrelerinin metastatik davraniglarini 2D kiiltiirde incelemek
i¢in kullanilan yontemlerden biridir (143). Hiicrelerin aralarinda olusturulan bos alana
dogru mobilite kazanarak go¢ etme davranisi gostermesi migrasyon kabiliyetini ifade
etmektedir(144). Migrasyon modeli i¢in 6 kuyucuklu petriye ekilen hiicreler (PC3:
500000 hiicre, LNCaP: 700000 hiicre) giin agirt medya tazelenerek 5. glinde %70-%80
oraninda yiizeyi kapladiginda alanin ortasinda pipet ucu yardimiyla diiz bir ¢izgi
olusturuldu. Olusan kirliligin temizlenmesi icin Ca'? ve Mg iceren PBS ile
kuyucuklar yikandiktan sonra belirlenen ICso dozlarinda FBA ve Kolsisin uygulamasi
yapildi. Uygulama siirelerine gore 24 ve 48 saat boyunca aralikli gériintii alinarak,
¢izigin kapanmas: takip edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda kapanmayan alanin (T) ilk
acilan mesafeye (To) orani ile migrasyon orani hesaplandi. Her deney setinde bir
ornekten 3 adet kuyucuga ekim yapildi. Deneyler 3 adet 6 kuyucuklu petride
tekrarlandi. Kapanan alan dl¢timlerinin ardindan, veriler istatistiksel olarak Graphpad

Prism programinda analiz edildi.

5.5. Hiicre Proliferasyon Analizi (Ki-67 Testi)

Mitozun Go fazi hari¢ diger fazlarinda Ki-67 antijeni bulundugundan
proliferasyon belirteci olarak kabul edilmektedir (145). Proliferasyon analizi, Ki-67
antikoru ile isaretlenen, 2D ve 3D Kkiiltiir modellerinde uygulandi. Ornekler tek sira
hiicre dizisi haline getirilerek akis sitometrisinde pozitifliklerine gore kaydedildi.

Her deney grubunda yaklasik bir milyon hiicre i¢eren 2D kiiltiir 6rnekleri tripsin
ile (PC3 hiicreleri 5, LNCaP hiicreleri 3 dakika) 37 °C’lik inkiibatrde muamele edildi.
Medya kuvvetli bir sekilde petri zeminine uygulanarak hiicrelerin zeminden ayrilip
medya i¢ine karigmasi1 saglandi. Hiicre iceren medya karigimi falkonlarda toplanarak
1500 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Siipernatant atildiktan sonra pellet, 100 pL
fiksasyon tamponu ile karistirilarak ¢ukur tabanli 96 kuyucuklu petriye aktarildi.

3D kiiltiir 6rneklerinde ise hiicrelerin tek sira haline gelebilmesi i¢in sonikator
uygulamasi protokole dahil edildi. Her bir sferoid i¢in ayr1 ayr1 ependorflara %0,2’lik
tripsin tamponu (1 mL Ca*? ve Mg*? icermeyen PBS, 2 pL tripsin) konuldu. Sferoidler
30 uL medya hacmi ile kuyucuklarindan alinip bu tiiplere tasinarak mevcut medya ve

kemoterapoétiklerin uzaklastirilmasi saglandi. Tekrar 30 pL hacim ile alinarak, 200 pLL
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tripsin iceren tiiplere tasindi. Sonikatdr su banyosunda 37 °C’de 10 dakika muamele
edildi. Buuygulama PC3 sferoidleri i¢in 5 dakika su banyosunun ardindan 10 saniyelik
vorteks uygulamasi seklinde yapilirken LNCaP sferoidlerinde ise vorteks uygulamasi
hiicreleri tahrip ettiginden kullanilmadi. Tripsinizasyonu durdurmak amaciyla,
orneklerin tizerine 2 mL medya ilave edildi ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi.
Siipernatant atildiktan sonra pellet, 100 pL fiksasyon tamponu ile karistirilarak ¢ukur
tabanli 96 kuyucuklu petriye aktarildi.

Fiksasyon icin ornekler +4 °C’de 30 dakika %4 PFA iceren fiksasyon
tamponunda bekletildi. Kuyucuklarin tizerine 100 pL perm/wash tamponu eklenerek
1600 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Petri hizl1 bir sekilde ters ¢evrilerek siipernatant
uzaklastirildiktan sonra pellet 100 pL perm/wash tamponu (True-Nuclear
Transcriptipn Factor Buffer Set, BioLegend, 424401) ile yikandi. Petri tekrar 1600
rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Her kuyucukta 3 pL Ki-67 antikoru (sc23900, Santa
Cruz Biotechnology, USA) olacak sekilde perm/wash tamponu i¢inde primer antikor
karisimi hazirlandi. Petri hizlica ters gevrilerek siipernatant uzaklastirildiktan sonra
100 pL primer antikor karisimi her kuyucukta pellet ile karistirilip +4 °C°de 30 dakika
inkiibasyona birakildi. Ardindan kuyucuklarin iizerine 100 pL perm/wash tamponu
eklenerek petri 1600 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Petri hizlica ters cevrilerek
stipernatant uzaklastirildi. Perm/wash tampon iginde 1: 2000 oraninda kegi anti-fare
568 sekonder antikor karigimi hazirlandi. Her bir pellet 100 pL sekonder antikor
soliisyonu ile karigtirildiktan sonra oda sicaklifinda 15 dakika inkiibe edildi.
Kuyucuklarin iizerine 100 uL FACS tamponu (PBS i¢inde %2 FBS) eklenerek petri
1600 rpm’de 5 dakika santrifijlendi. Petri hizlica ters ¢evrilerek siipernatant
uzaklastirildi. Her bir pellet 200 pL FACS tamponu ile karistirilarak FACS tiiplerine
aktarildi. Ornekler FACSymphony cihazinda okutularak kaydedildi. Kaydedilen

verilerin analizi i¢in FlowJo (Version 10) programi kullanildi.

5.5.1. Akis sitometri analizi

Akis sitometri cihazi hiicreleri biiytikliigline gore algilayan FSC (forward scatter,
laser yolu boyunca 6l¢lim yapan) ve hiicre igerigindeki nukleus gibi graniiler yapilari
algilayan SSC (side scatter, 90%lik ol¢iim yapan) optik dedektorleri ile 6rnekteki
sinyalleri kaydetmektedir (146). FACSymphony arayiiz programinda bu sinyallerden
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SSC’ye kars1 FSC grafigi olusturarak drnek popiilasyonu hakkinda bilgi vermektedir.
Ayni1 zamanda belirlenen floresan 1s1may1 da algilayarak popiilasyon i¢indeki floresan
yaniti da kaydetmektedir. Her bir ornek setine ait SSC-FSC grafiklerinde 6rnek
toplulugu daire i¢ine alinarak O6rneklem alami kapilanarak tiim gruplarda aymi alan
analiz edildi. Negatif kontrol 6rneginde Ki-67 kapisi esik degeri % 0,2 pozitif degeri
verecek sekilde alindi. Olusturulan bu esik deger diger drnek gruplarina atanarak
veriler normalize edildi. Orneklerde bu normalize edilen kisimdaki veri, Ki-67

pozitiflik degeri olarak kabul edildi.

5.6. immiinofloresan Analiz

2D kiiltiir 6rnekleri i¢in tiim hiicre hatlar1 12 kuyucuklu IBIDI lamlara ekilerek
1 gece ylizeye tutunmasi beklendi. Ertesi giin, belirlenen 1Cso dozlarinda FBA ve
Kolsisin 24 ve 48 saat siire ile uygulandi. Kemoterapotik igeren medya kuyulardan
uzaklastirildiktan sonra kuyulara 100 pL %4’liik paraformaldehit eklenerek 25 dakika
oda sicakliginda fikse edildi. Fiksatif kuyulardan uzaklastirildiktan sonra yikama
islemi i¢in kuyulara 200 pL PBS eklenerek 5 dakika bekletildi ve bu islem 3 defa
tekrarlandi. Permeabilizasyon islemi %0,5’lik Triton-X soliisyonu ile oda sicakliginda
10 dakika siire bekletilerek gerceklestirildi. Soliisyon uzaklastirildiktan sonra PBS ile
3 defa yikama islemi tekrarlandi. Ornekler 100 pL bloklama soliisyonu (%0,3 Triton-
X, %5 kegi serum) ile oda sicakliginda 1 saat muamele edildi. Kullanilacak primer
antikorlar Anti-JNK1+JNK2+JNK3 (ab179461), Anti-p38 (ab17099) ve Anti-
ERK1/ERK?2 (ab184699) diliisyon tamponu i¢inde sirasiyla 1: 200, 1: 100 ve 1: 200
dilisyonda hazirlandi. Bloklama soliisyonu wuzaklastirildiktan sonra yikama
yaptlmadan her kuyucuguna 100 pL primer antikor konulan lamlar, nemli kutuya
alimip +4 °C’de 1 gece inkiibasyona birakild. Ertesi giin, PBS ile yikamanin ardindan
orneklere 1: 1000 diliisyonda hazirlanan sekonder antikorlar Goat anti-mouse 568
(Anti-INK1+JNK2+JNK3 ve Anti-ERK1/ERK?2 i¢in) ve Goat anti-rabbit 488 (Anti
p38 i¢in) uygulanarak oda sicakliginda ve karanlikta 1 saat inkiibe edildi. Ardindan
PBS ile yikanip niikleus boyasi (DAPI) ile arka plan boyamasi yapildi. Floromount ile
kapatilan lamlar Zeiss LSM 800 mikroskobunda goriintiilendi.

3D kiiltiir 6rneklerinin kontrol gruplarini 375-380 um capa ulasan sferoidler

olusturdu. Immiinofloresan protokol ependorftiipler iginde ve 100 ul’lik s1vi hacminde
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gerceklestirildi. Goriintiileme asamasinda sferoidler lamel iizerine yapistirilan 12
kuyucuklu IBIDI lamlara tasindi. Sferoidler 30 pL medya ile kuyucuklarindan
alarak, %4’lilkk paraformaldehit iceren ependorflara aktarildi. Bir saat oda
sicakliginda fikse edildikten sonra tiiplere 500 pL PBS eklenip uzaklastirilarak 5
dakika siire ile 3 defa yikandi. Permeabilizasyon islemi i¢in 6rnekler 100 pL %0,5’lik
Triton-X ile 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Permeabilizasyon soliisyonu
uzaklagtirildiktan sonra tiiplere 500 uL PBS eklenerek o6rnekler yikandi. Sferoidler,
bloklama soliisyonunda (%0,3 Triton-X, %S5 kegi serum) 30 dakika 37°C’lik su
banyosunda, ardindan 1 saat oda sicakliginda bekletildi. Kullanilacak primer antikorlar
Anti-INK1+JNK2+JNK3 (ab179461), Anti-p38 (ab17099), Anti-ERK1/ERK2
(ab184699) dillisyon tamponu iginde uygun konsantrasyonlarda hazirlandi. Primer
antikorlar +4 °C’de 1 gece inkiibe edildi. Ertesi giin, PBS ile yikandiktan sonra primer
antikorla uyumlu sekonder antikorlar ile oda sicakliginda ve karanlikta 2 saat inkiibe
edildi. Sekonder antikor uzaklastirildiktan sonra 500 pL PBS tiiplere konularak
ornekler 5 dakika yikandi. Ardindan tiiplere 100 uL niikleus boyasi (DAPI) konularak
1 saat oda sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona birakildi. DAPI tiiplerden
uzaklastirildiktan sonra tiiplere 500 uL dH2O ilave edildi. Sferoidler 100 uLL dH2O ile
tiplerden alinarak 12 kuyucuklu IBIDI lamlara aktarildi. Lamlar floromount ile
kapatilmadan Zeiss LSM 800 mikroskobunda Z-stack modunda 3D olarak
gorintiilendi.

Primer antikorlarin intensite dl¢timleri Image J programi kullanilarak yapildi.
2D orneklerde 20X biiylitme ile fotograflanan 3 alanda yer alan biitiin hiicrelerde
primer antikor intensitesi Ol¢iilerek hiicre sayisina boliindii. Her bir proteinin intensite
orani, sadece sekonder antikor uygulanan negatif kontrol 6rneklerine gére normalize
edilerek hesaplandi. 3D Orneklerde Z-stack olarak kaydedilen goriintiiler Image J
programinda list liste birlestirilerek her bir proteinin intensite 6l¢iimii yapildiktan sonra
sferoidin alanina oranlandi. Antikorlarin intensite orani sadece sekonder antikor

uygulanan negatif kontrol drneklerine gére normalize edilerek hesaplandi.
5.7. Transmisyon Elektron Mikroskobi

Kolsisin ve FBA uygulamasi yapilmis 2D hiicreler tripsin ile zeminden

kaldirildiktan sonra uygun medyum ile karistirildi. Olusan siispansiyon hiicre karigimi

29



1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek elde edilen pellet %2,5 glutaraldehit ile
karistirilarak fikse edildi. 3D kiiltir 6rnekleri 30 pL hacim ile %2,5 glutaraldehit
bulunanan ependorflara alinarak fikse edildi. Fikse olan 2D ve 3D 6rnekler, %1,5’luk
agar i¢ine gomilerek takip silirecine alindi. Sferoidler 30 pL medya ile
kuyucuklarindan alinarak %3 liik 1lik agar ile karistirilirken, 2D 6rnekler 1500 rpm’de
5 dakika santrifiijlendikten sonra elde edilen pelletin {lizerine %]1,5’luk 1lik agar
eklendi. Agar ilave edilen 6rnekler 2 saniye vortekslendi. Ardindan 7 saniye mini
spinde dondiiriilerek 6rneklerin dibe ¢okmesi saglandi. Boylece sivi penetrasyonuna
izin verecek gevseklikte ve Ornegi bir arada tutmaya yetecek giicte bir ara ortam
olusturuldu.

Agar i¢indeki drneklere tampon soliisyon ile yitkamadan sonra %]1°lik osmiyum
tetroksit ile 1 saat post-fiksasyon yapildi. Ardindan yiikselen aseton serilerinde
(sirastyla %30, %60, %90, %100) 30’ar dakika bekletilerek dehidratasyon saglandi.
Epoxy-Embedding Kit (Sigma45359) protokoliine uygun hazirlanan epon karigimai, saf
aseton ile 1: 1 oraninda karistirildi. Ornekler bu karisimda 1 saat bekletildikten sonra
1: 2 oraninda saf aseton: epon karisiminda 1 saat bekletildi. Ardindan saf eponda 1,5
saat bekletildi. Hazirlanan epon karisimi kaliplara dokiilerek ornekler kaliplarin
uclarina denk gelecek sekilde gomiildii. Kaliplar 60 °C°de 24 saat bekletilerek eponun
polimerizasyonu saglandi. Etlivde bekletilen kaliplar ilk 1 saat icinde kontrol edilerek
orneklerin yer degistirme ihtimallerine karsilik, yeniden lokalize edildi. Bloklardan,
ultramikrotom (Leica Ultracut R) ile 1 um kalinliginda yari-ince kesitler alindi.
Kesitler toluidin mavisi ile boyandiktan sonra 1s1k mikroskobu ile alan belirlendi.
Bloklar bu alana uygun sekilde traglandiktan sonra 60 nm kalinligindaki ince kesitler
200 mesh bakir gridler tizerine alindi. Kesitler Zeiss EVO HD 15 STEM

mikroskobunda incelendi ve fotograflandi.

5.8. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler GraphPad Prism programinda One-Way Anova testi
kullanilarak yapildi. Canlilik analizinde mikropetri okuyucudan elde edilen absorbans
degerleri GraphPad Prism programinda normalize edildikten sonra uygulanan
konsantrasyonlarin logaritmasi alinarak ICso degerleri elde edildi. Koloni formasyon

analizinde petriler fotograflandiktan sonra petrilerin dis duvarina denk gelen kisim
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6l¢iim dis1 birakilarak koloniler Image J programu ile sayildi ve elde edilen veriler One-
Way Anova testi, Tukey’s ve Dunnet’s post testi ile istatistiksel olarak analiz edildi.
Migrasyon analizinde olusturulan ¢iziklerin alanlar1 Image J programinda 6lgiildiikten
sonra baslangi¢ ve bitis zamanindaki alanlarin oranlanmasiyla kapanma yiizdesi
Microsoft Excel programinda hesaplandi. Kapanma yiizdesi verileri One-Way Anova
testi ve Tukey’s post testi ile istatistiksel olarak analiz edildi. Immiinofloresan
analizlerde intensite Olglimleri Image J programinda yapilarak Microsoft Excel
programinda intensite orani hesaplandi. Intensite oranlar1 One-Way Anova testi
kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi.

[statistiksel anlamlilik degeri p< 0,05 olarak degerlendirildi.
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6. BULGULAR

6.1. Canhilik Analizleri

6.1.1. 2D kiiltiir modeli

LNCaP, PC3 ve RWPE-1 hiicrelerine 24 ve 48 saatlik kemoterapotik
uygulamalarinin ICso degerlerine ait grafikleri verilmektedir (Sekil 6.1, Sekil 6.2, Sekil
6.3).

Kolsisin uygulamasi, DMSO i¢inde hazirlanan yiiksek dozdaki stoktan
maksimum uygulanacak doz en fazla 1: 1000 DMSO igerecek sekilde seyreltilerek
hazirlandigindan literatiirii desteklemek adina medya i¢inde seyreltilmis 1: 1000
oranindaki DMSO ¢ozeltisi de canlilik analizine dahil edildi. Kemoterapotik
uygulanmayan o6rnek ile benzer sonuglar elde edildiginden hiicrelerde toksisite
olusturmadig1 seklinde yorumlandi. Kolsisin stogu bu sekilde hazirlanarak devam
edildi.

24 ve 48 saatlik Kolsisin ve FBA uygulamasi sonucu hesaplanan 1Cso degerleri
Tablo 6.1°de verilmektedir. RWPE-1’e uygulanan kemoterapétiklerin hesaplanan ICso
degeri ile PC3 ve LNCaP hiicrelerine ayni kategoride uygulanan kemoterapétik ve
stireye ait 1Cso degeri arasindaki farklara bakildiginda; L4F, P2F ve P4F gruplarina ait
degerlerin R2F ve R4F gruplarina ait degerlerden diisiik oldugunu gérmekteyiz. Bu
sonuclar dogrultusunda FBA’ nin 24 saat PC3 hiicrelerine, 48 saat LNCaP ve PC3
hiicrelerine uygulanmasi gereken 1Cso degerinin 24 ve 48 saat RWPE-1 hiicrelerine
uygulanmasi halinde sitotoksisiteden uzak olabilecegini diisiinmekteyiz. L2F grubuna
ait 1Cso degerinin ise R2F grubunun ICso degerine ¢ok yakin olmasindan dolay1 24
saatlik bu uygulamanin RWPE hiicrelerinde diisiik sitotoksisite olusturabilecegini
diisinmekteyiz. Kolsisin uygulanan gruplarin 1Cso degerlerine bakildiginda ise
RWPE-1 hiicrelerine ait 1Cso degerlerinden ¢ok yiiksek oldugunu gérmekteyiz. Bu
sonuclar dogrultusunda siire ve hiicre tipi farketmeksizin Kolsisin uygulamasinin

RWPE-1 hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisi oldugunu ifade edebilmekteyiz.
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Sekil 6.3 2D kiiltiir modelinde RWPE-1 hiicrelerinin ICsq grafikleri
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Tablo 6.1 2D kiiltiir modelinde RWPE-1, LNCaP ve PC3 hiicrelerine FBA ve Kolsisin
uygulamalarinin ICso degerleri

FBA Kolsisin
24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
RWPE-1 | 45mM 3,2mM 93.8 uM 0,238 uM
LNCaP 6 mM 3,3mM 231,5 uM 67,6 uM
PC3 4 mM 2,1 mM 676 uM 152,77 uM
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6.1.1. 3D kiiltiir modeli

LNCaP ve PC3 hiicrelerine FBA (24 saat ve 48 saat) ve Kolsisin (24 saat)
uygulamalarinin ICso degerlerine ait grafikler verilmektedir (Sekil 6.4, Sekil 6.5).

PC3 ve LNCaP hiicre hatlarina 48 saatlik Kolsisin uygulamasinin analizlerinde,
uygulanan doz araligindan daha yiiksek I1Cso degerleri elde edildi (Sekil 6.6, Sekil 6.7).
Bir sonraki denemede konsantrayon yiikseltilmesine ragmen 1Cso degerindeki artis doz
aralig1 disinda kalmaya devam ettiginden 48 saatlik Kolsisin uygulama gruplarinda net
bir 1Cso degeri bulunamadi ve gruplar deney dis1 birakildi. Kolsisin’in etkinlik
stiresinin 3D’de 12 saat olma potansiyeli diisiiniilerek PC3 ve LNCaP hiicrelerinde
yapilan canlilik analizinde de uygulanan doz aralig1 disinda kalan 1Csg degerleri elde
edildiginden bu grup deneye dahil edilmedi (Sekil 6.6, Sekil 6.7). Bu durum
literatiirde ila¢ direnci olarak tanimlanmakta olup LNCaP ve PC3 hiicre hatlarinin da
aralarinda bulundugu benzer sonuclar elde edilen literatiir bilgisi sonucumuzu
desteklemektedir (84, 147, 148). Benzer bir durum ile 24 saatlik uygulamada da
karsilasilmis olsa da ii¢ tekrarli deneylerin birinde doz araliginda bulunan bir ICsg
degeri tesbit edildi. Bu sebeple deneylere sadece 24 saatlik Kolsisin uygulanan PC3
ve LNCaP hiicreleri ile devam edildi. Uygulanan 24 ve 48 saatlik FBA ve 24 saatlik
Kolsisin uygulamalar1 sonucu hesaplanan 1Csp degerleri Tablo 6.2 de

Ozetlenmektedir.
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Sekil 6.6 3D kiiltiir modelinde LNCaP hiicrelerinin ICso grafikleri. 1Cso degerlerinin
tizerindeki konsantrasyonlar uygulanan doz aralig1 degerleridir
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Sekil 6.7 3D Kkiiltiir modelinde PC3 hiicrelerinin ICso grafikleri. 1Cso degerlerinin
tizerindeki konsantrasyonlar uygulanan doz aralig1 degerleridir

Tablo 6.2 3D kiiltir modelinde LNCaP ve PC3 hiicrelerine uygulanan FBA ve
Kolsisin ICso degerleri

LNCaP
PC3

FBA Kolsisin
24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
15 mM 6,1 mM 1,1 uM -
11,5 mM 4,5 mM 0,274 uyM -
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6.2. Koloni Formasyon Analizi

Kemoterapdtiklerin uygulanma siireleri kemoterapotik uygulanmayan kontrol
petrileri ile karsilastirildi. LNCaP hiicrelerine ait koloni sayimi yapilan petrilerinin
fotograflar1  Sekil 6.8’de verilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucu
kemoterapotik uygulanmayan gruba kiyasla 24 saat FBA uygulanan LNCaP
hiicrelerinin koloni sayilarinda istatistiksel olarak anlamli (p=0,011) diisiis gozlendi.
24 saat kemoterapotik uygulanan gruplar arasinda ise FBA uygulanan hiicrelerde
Kolsisin uygulanan hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlamli (p=0,006) diisiis
gozlendi. 48 saat kemoterapotik uygulanan LNCaP hiicrelerinin koloni sayilarinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi (Sekil 6.9).

PC3 hiicrelerine ait koloni sayim1 yapilan petrilerinin fotograflar Sekil 6.10°da
verilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucu kemoterapétik uygulanmayan gruba
kiyasla 24 saatlik FBA uygulanan PC3 hiicrelerinin koloni sayilarinda istatistiksel
olarak anlamlh (p=0,038) diisiis gozlendi. 24 saat kemoterapdtik uygulanan gruplar
arasinda ise FBA uygulanan hiicrelerde Kolsisin uygulanan hiicrelere kiyasla koloni
sayisinda anlaml (p=0,042) diisiis gozlendi. Kemoterapdtik uygulanmayan gruba
kiyasla 48 saat Kolsisin uygulanan PC3 hiicrelerinin koloni sayilarinda istatistiksel
olarak anlamli (p=0,022) diisiis gézlendi. Kemoterap6tik gruplart arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik bulunmad (Sekil 6.11).
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Sekil 6.8 2D kiiltiir modelinde kemoterapotik uygulanan LNCaP hiicre hattina ait
tedavi gruplarinin 3 tekrarli ve Kontrol grubunun koloni formasyon petrileri
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Sekil 6.9 (A) 24 saat ve (B) 48 saat kemoterapotik uygulanan LNCaP hiicrelerinin
koloni sayilar1
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Sekil 6.10 2D kiiltiir modelinde kemoterapdtik uygulanan PC3 hiicre hattina ait tedavi
gruplarinin 3 tekrarli ve Kontrol grubunun koloni formasyon petrileri
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Sekil 6.11 (A) 24 saat ve (B) 48 saat kemoterap6tik uygulanan PC3 hiicrelerinin koloni

sayilar
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6.3. Migrasyon Analizi

FBA ve Kolsisin uygulamalarinin LNCaP hiicrelerinde migrasyon iizerine
etkileri ayn1 alanda bagimli 6lglimler yapilarak ¢izik testi ile analiz edildi (Sekil 6.12).
Yapilan istatistiksel analizler sonucu LNCaP hiicrelerinde, kemoterapotik
uygulanmayan gruba kiyasla, L2F (p=0,0002), L2K (p=0,0001) ve L4F (p=0,002)
gruplarinda migrasyon oraninin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig: goriildii.
48 saatlik kemoterapotik uygulama gruplari karsilastirildiginda ise L4F grubunun L4K
grubuna kiyasla migrasyon oraninda istatistiksel olarak anlamli derecede azalmaya
sebep oldugu goriildi (p=0,009) (Sekil 6.13).

PC3 hiicrelerinde FBA ve Kolsisin’in migrasyon lizerine etkileri ayn1 alanda
bagiml 6l¢iimler yapilarak ¢izik testi ile analiz edildi (Sekil 6.14). Yapilan istatistiksel
analizler sonucu kemoterapdtik uygulanmayan gruba kiyasla, P2F (p=0,013) ve P2K
(p=0,015) gruplarinda migrasyon oraninda istatistiksel olarak anlamli diisiis oldugu
goriildii. 24 saat uygulanan kemoterapotik gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmadi. FBA ve Kolsisin’in 48 saat uygulandigi PC3 hiicrelerinde P4F
(p=0,002) ve P4K (p=0,026) gruplarinda migrasyon oraninin istatistiksel olarak
anlaml derecede azladig1 goriildii. 48 saat uygulanan kemoterapétik gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi (Sekil 6.15).
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Sekil 6.12 FBA ve Kolsisin uygulanmig LNCaP hiicrelerinde migrasyon alanlari.
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Sekil 6.13 (A) 24 saat ve (B) 48 saat kemoterapétik uygulanan LNCaP hiicrelerinin
migrasyon alan1 kapanma oranlari
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Sekil 6.14 FBA ve Kolsisin uygulanmis PC3 hiicrelerinde migrasyon alanlari.
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6.4. Proliferasyon Analizi

2D ve 3D Kkiiltiir modelinde LNCaP ve PC3 hiicrelerine 24 ve 48 saat
kemoterap6tik uygulamalarina ait akis sitometri grafikleri elde edildi (Sekil 6.16, Sekil
6.17, Sekil 6.18, Sekil 6.19, Sekil 6.20, Sekil 6.21, Sekil 6.22, Sekil 6.23 ).

PC3 ve LNCaP hiicrelerine kemoterapotik uygulandiginda proliferasyon
yiizdesindeki degisimin anlagilabilmesi icin Ornek gruplar1 ile kontrol gruplar
arasindaki fark hesaplandi. Kemoterapdtik uygulanmayan kontrol gruplarindan
kemoterap6tik uygulanan gruplara ait proliferasyon yiizdesi ¢ikarilarak kontrol grubu
degerlerine oranlandiginda elde edilen deger, 6rnek gruplarinda proliferasyonun
azalma ylizdesi olarak belirlendi.

Proliferasyonun 2D kiiltiir modelinde L2F grubunda %52,9, L4F grubunda
%19,3, P2F grubunda %72,5 ve P4F grubunda %56,9 azaldigi goriildi. 3D kiiltiir
modelinde ise, ornekler kemoterapotik uygulanmayan kontrol grubu ile
kiyaslandiginda proliferasyonun L2F grubunda %98, L4F grubunda %84,8, P2F
grubunda %80 ve P4F grubunda %47,9 oraninda azaldigi goriildii (Tablo 6.3).
Uygulanan FBA’nin 3D modelde %80’in iizerinde proliferasyon inhibisyonuna sebep
oldugu dikkat ¢cekmektedir. 2D modelde ise oran %72’yi gecememektedir. Kolsisin
uygulanan 2D ve 3D orneklerin analizlerinde proliferasyon artisi oldugu yoniinde
degerler goriilmektedir. Bu durumun kolsisinin hiicrelerde olusturdugu kompensatuar

etkiden dolay1 olabilecegi diisiintilmektedir (149).
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Sekil 6.18 2D kiiltiir modelinde 24 saat kemoterapdtik uygulanan PC3 hiicrelerinin
akis sitometri analizleri
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Sekil 6.20 3D kiiltiir modelinde 24 saat kemoterapotik uygulanan LNCaP hiicrelerinin
akis sitometri analizleri
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Sekil 6.21 3D kiiltiir modelinde 48 saat kemoterapotik uygulanan LNCaP hiicrelerinin
akis sitometri analizleri
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Sekil 6.22 3D kiiltiir modelinde 24 saat kemoterapdtik uygulanan PC3 hiicrelerinin
akis sitometri analizleri
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Tablo 6.3 Kontrole kiyasla gruplardaki proliferasyon yiizdelerinde azalma (%)

L2F L2K L4F L4aK P2F P2K P4AF P4K
2D 52,9 -64,5 19,3 -64,2 72,5 -2960,2 56,9 -100,0
3D 98,9 -2,4 84,8 - 80,2 -124,1 47,9 -

6.5. Immiinofloresan Analiz

2D Kkiiltiir modelinde LNCaP ve PC3 hiicrelerine 24 ve 48 saat kemoterapotik
uygulamalarinda ERK, JNK ve p38 immiin isaretlemelerine ait floresan goriintiiler
elde edildi (Sekil 6.24, Sekil 6.25, Sekil 6.26, Sekil 6.27, Sekil 6.28, Sekil 6.29, Sekil
6.30, Sekil 6.31, Sekil 6.32, Sekil 6.33, Sekil 6.34, Sekil 6.35, Sekil 6.36, Sekil 6.37,
Sekil 6.38, Sekil 6.39, Sekil 6.40, Sekil 6.41).

3D kiiltiir modelinde 24 ve 48 saat kemoterapdtik uygulanan LNCaP ve PC3
hiicrelerinde ERK, JNK ve p38 immiin isaretlemelerine ait floresan goriintiiler elde
edildi (Sekil 6.42, Sekil 6.43, Sekil 6.44, Sekil 6.45, Sekil 6.46, Sekil 6.47, Sekil 6.48,
Sekil 6.49, Sekil 6.50, Sekil 6.51, Sekil 6.52, Sekil 6.53).

Yapilan immiinofloresan intensite 6lgiimleri, sadece sekonder antikor uygulanan
“negatif kontrol” 6rneklerine goére normalize edilerek istatistiksel olarak analiz edildi.
2D kiiltiir modelinde LNCaP hiicrelerinde ERK ekspresyon oraninda LK grubuna
kiyasla L4F (p=0,021) ve L4K (p=0,013) gruplarinda istatistiksel olarak anlamli
azalma goriilmektedir. Gruplar arasinda yapilan istatistiksel karisilastirmada; L4F’de
(p=0,006) L2F’ye gore, L4K’da (p=0.004) L2F’ye gore, L4K’da (p=0.033) L2K’ya
gore istatistiksel olarak ERK ekspresyon oraninda azalma oldugu tespit edildi. 3D
kiiltiir modelinde ise ERK ekspresyon oraninda LK grubuna kiyasla L2F (p=0,048)
grubunda istatistiksel olarak anlamli azalma goriiliirken, L2K (p<0,0001) grubunda
istatistiksel olarak anlamli artis oldugu goriildii. Gruplar arasinda yapilan istatistiksel
karigilastirmada; L2F (p<0,0001) ve L4F’de (p<0,0001) L2K’ya gore ERK

ekspresyon oraninda istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu saptandi (Sekil 6.54).
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2D Kkiiltiir modelinde PC3 hiicrelerinde ERK ekspresyon oraninda PK grubuna
kiyasla P4K (p=0,001) grubunda istatistiksel olarak anlamli artis oldugu goriildi.
Gruplar arasinda yapilan istatistiksel karisilastirmada; P4K’ya gore P2F (p=0.04), P2K
(p=0,021) ve P4F (p=0,004) gruplarinda ERK ekspresyon oraninda istatistiksel olarak
anlamli azalma oldugu goriildii. 3D kiiltir modelinde ise PC3 hiicrelerinde ERK
ekspresyon oraninda PK grubuna kiyasla P2K (p=0,009) ve P4F (p=0,0007)
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli azalma goriildii. Gruplar arasinda yapilan
istatistiksel karisilastirmada; P2F’ye gore P2K (p=0,01) ve P4F (p=0,007) gruplarinda,
P2K’ya gore P4F’de (p=0,01) ERK ekspresyon oraninda istatistiksel olarak anlamli
azalma oldugu tespit edildi (Sekil 6.55).

2D kiiltiir modelinde LNCaP hiicrelerinde JNK ekspresyon oraninda LK
grubuna kiyasla L2F (p=0,018) grubunda istatistiksel olarak anlamli azalma goriildii.
Gruplar arasinda yapilan istatistiksel karisilastirmada; L2F’ye gore L2K (p=0,034),
L4F (p=0,015) ve L4K (p=0,05) gruplarinda JNK ekspresyon oraninda istatistiksel
olarak anlamli artis oldugu tespit edildi. 3D kiiltiir modelinde ise JNK ekspresyon
oraninda LK grubuna kiyasla L2F (p=0,005) ve L2K (p=0,03) grubunda istatistiksel
olarak anlamli azalma goriildii. Gruplar arasinda yapilan istatistiksel karisilagtirmada;
L4F’ye gore L2F (p=0,005) ve L2K (p=0,022) gruplarinda JNK ekspresyon oraninda

istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu goriildii (Sekil 6.56).

2D kiiltiir modelinde PC3 hiicrelerinde JNK ekspresyon oraninda PK grubuna
kiyasla P2F (p=0,015) grubunda istatistiksel olarak anlamli azalma tespit edildi.
Gruplar arasinda yapilan istatistiksel karigilastirmada; P2F’ye gore P2K (p=0,006),
PAF (p=0,037) ve P4K (p=0,013) gruplarinda JNK ekspresyon oraninda istatistiksel
olarak anlamli artis oldugu goriildii. 3D kiiltiir modelinde ise JINK ekspresyon oraninda
PK grubuna kiyasla P2K (p=0,012) grubunda istatistiksel olarak anlamli azalma
goriildii. Gruplar arasinda yapilan istatistiksel karigilagtirmada; P2K’ya gore P2F
(p=0,021) ve P4F’de (p=0,004) JNK ekspresyon oraninda istatistiksel olarak anlamli
artis oldugu saptandi (Sekil 6.57).

2D kiiltiir modelinde LNCaP hiicrelerinde p38 ekspresyon oraninda kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamadi. Gruplar arasinda

yapilan istatistiksel karisilastirmada; L2F’ye (p=0,021) ve L2K’ya (p=0,022) gore
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L4K’da p38 ekspresyon oraninda istatistiksel olarak anlamli artig oldugu saptandi. 3D
kiiltir modelinde ise p38 ekspresyon oraninda LK grubuna kiyasla L2F (p=0,002)
grubunda istatistiksel olarak anlamli artis oldugu goriildii. Gruplar arasinda yapilan
istatistiksel karigilastirmada; L2F’ye gore L2K’da (p=0,001) ve L4F’de (p=0,002) p38

ekspresyon oraninda istatistiksel olarak anlamli azalma goriildi (Sekil 6.58).

2D Kkiiltiir modelinde PC3 hiicrelerinde p38 ekspresyon oraninda PK grubuna
kiyasla P4F (p=0,027) grubunda istatistiksel olarak anlamli artis oldugu goriildii.
Gruplar arasinda yapilan istatistiksel karigilastirmada; P2F’ye gore P2K (p=0,017),
PAF (p=0,006) ve P4K (p=0,023) gruplarinda p38 ekspresyon oraninda istatistiksel
olarak anlamli artis oldugu tespit edildi. 3D kiiltiir modelinde ise p38 ekspresyon
oraninda PK grubuna kiyasla P2F (p=0,0009), P2K (p=0,0002) ve P4F (p=0,0002)
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli artis oldugu goriildii. Gruplar arasinda yapilan
istatistiksel karigilastirmada; P2F’ye gore P2K (p=0,008) ve P4F (p=0,0002)
gruplarinda p38 ekspresyon oraninda istatistiksel olarak anlamli artig oldugu goriildii

(Sekil 6.59).
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ERK DAPI-Merged

Sekil 6.24 ERK immiinofloresan isaretlemesi yapilan 2D kiiltiir modelinde LNCaP
hiicrelerinden (A) Negatif kontrol ve (B) LK gruplari. Beyaz ok immiinofloresan
alanlar1 ifade etmektedir. Mavi: DAPI, Kirmizi: ERK. Biiyiitme: 20X
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ERK DAPI-Merged

Sekil 6.25 ERK immiinofloresan isaretlemesi yapilan 2D kiiltiir modelinde LNCaP
hiicrelerinden (A) L2F ve (B) L4F gruplari. Beyaz ok immiinofloresan alanlari ifade
etmektedir. Mavi: DAPI, Kirmizi: ERK. Biiyiitme: 20X
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ERK DAPI-Merged

Sekil 6.26 ERK immiinofloresan isaretlemesi yapilan 2D kiiltiir modelinde LNCaP
hiicrelerinden (A) L2K ve (B) L4K gruplari. Beyaz ok immiinofloresan alanlari ifade
etmektedir. Mavi: DAPI, Kirmizi: ERK. Biiyiitme: 20X
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ERK DAPI-Merged

Sekil 6.27 ERK immiinofloresan isaretlemesi yapilan 2D kiiltir modelinde PC3
hiicrelerinden (A) Negatif kontrol ve (B) PK gruplari. Beyaz ok immiinofloresan
alanlar1 ifade etmektedir. Mavi: DAPI, Kirmizi: ERK. Biiyiitme: 20X
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ERK DAPI-Merged

Sekil 6.28 ERK immiinofloresan isaretlemesi yapilan 2D kiiltiir modelinde PC3
hiicrelerinden (A) P2F ve (B) P4F gruplari. Beyaz ok immiinofloresan alanlari ifade
etmektedir. Mavi: DAPI, Kirmizi: ERK. Biiyiitme: 20X
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ERK DAPI-Merged

Sekil 6.29 ERK immiinofloresan isaretlemesi yapilan 2D kiiltir modelinde PC3
hiicrelerinden (A) P2K ve (B) P4K gruplari. Beyaz ok immiinofloresan alanlari ifade
etmektedir. Mavi: DAPI, Kirmizi: ERK. Biiyiitme: 20X
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JNK DAPI-Merged

Sekil 6.30 JNK immiinofloresan igaretlemesi yapilan 2D kiiltiir modelinde LNCaP
hiicrelerinden (A) Negatif kontrol ve (B) LK gruplari. Beyaz ok immiinofloresan
alanlar1 ifade etmektedir. Mavi: DAPI, Kirmizi: JNK. Biiyilitme: 20X

65



JNK DAPI-Merged

Sekil 6.31 JNK immiinofloresan isaretlemesi yapilan 2D kiiltiir modelinde LNCaP
hiicrelerinden (A) L2F ve (B) L4F gruplari. Beyaz ok immiinofloresan alanlar1 ifade
etmektedir. Mavi: DAPI, Kirmizi: JNK. Biiyiitme: 20X
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JNK DAPI-Merged

Sekil 6.32 JNK immiinofloresan isaretlemesi yapilan 2D kiiltiir modelinde LNCaP
hiicrelerinden (A) L2K ve (B) L4K gruplari. Beyaz ok immiinofloresan alanlar1 ifade
etmektedir. Mavi: DAPL, Kirmizi: JNK. Biiyiitme: 20X
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JNK DAPI-Merged

Sekil 6.33 JNK immiinofloresan isaretlemesi yapilan 2D kiiltir modelinde PC3
hiicrelerinden (A) Negatif kontrol ve (B) PK gruplari. Beyaz ok immiinofloresan
alanlar1 ifade etmektedir. Mavi: DAPI, Kirmizi: JNK. Biiyilitme: 20X
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JNK DAPI-Merged

Sekil 6.34 JNK immiinofloresan isaretlemesi yapilan 2D kiiltiir modelinde PC3
hiicrelerinden (A) P2F ve (B) P4F gruplari. Beyaz ok immiinofloresan alanlari ifade
etmektedir. Mavi: DAPI, Kirmizi: JNK. Biiyiitme: 20X
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JNK DAPI-Merged

Sekil 6.35 JNK immiinofloresan isaretlemesi yapilan 2D kiiltiir modelinde PC3
hiicrelerinden (A) P2K ve (B) P4K gruplari. Beyaz ok immiinofloresan alanlari ifade
etmektedir. Mavi: DAPL, Kirmizi: JNK. Biiyiitme: 20X
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p38 DAPI-Merged

Sekil 6.36 P38 immiinofloresan isaretlemesi yapilan 2D kiiltiir modelinde LNCaP
hiicrelerinden (A) Negatif kontrol ve (B) LK gruplari. Beyaz ok immiinofloresan
alanlar1 ifade etmektedir. Mavi: DAPI, Yesil: p38. Biiyiitme: 20X
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p38 DAPI-Merged

'

Sekil 6.37 P38 immiinofloresan isaretlemesi yapilan 2D kiiltiir modelinde LNCaP
hiicrelerinden (A) L2F ve (B) L4F gruplari. Beyaz ok immiinofloresan alanlari ifade
etmektedir. Mavi: DAPI, Yesil: p38. Biiyiitme: 20X
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p38 DAPI-Merged

Sekil 6.38 P38 immiinofloresan isaretlemesi yapilan 2D kiiltiir modelinde LNCaP
hiicrelerinden (A) L2K ve (B) L4K gruplari. Beyaz ok immiinofloresan alanlari ifade
etmektedir. Mavi: DAPI, Yesil: p38. Biiyiitme: 20X
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p38 DAPI-Merged

Sekil 6.39 P38 immiinofloresan isaretlemesi yapilan 2D kiiltir modelinde PC3
hiicrelerinden (A) Negatif kontrol ve (B) PK gruplari. Beyaz ok immiinofloresan
alanlar1 ifade etmektedir. Mavi: DAPI, Yesil: p38. Biiyiitme: 20X
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p38 DAPI-Merged

Sekil 6.40 P38 immiinofloresan isaretlemesi yapilan 2D kiiltiir modelinde PC3
hiicrelerinden (A) P2F ve (B) P4F gruplari. Beyaz ok immiinofloresan alanlari ifade
etmektedir. Mavi: DAPI, Yesil: p38. Biiyiitme: 20X.
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p38 DAPI-Merged

Sekil 6.41 P38 immiinofloresan isaretlemesi yapilan 2D kiltir modelinde PC3
hiicrelerinden (A) P2K ve (B) P4K gruplari. Beyaz ok immiinofloresan alanlari ifade
etmektedir. Mavi: DAPI, Yesil: p38. Biiyiitme: 20X.
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ERK DAPI-Merged

Sekil 6.42 ERK immiinofloresan igaretlemesi yapilan 3D kiiltiir modelinde LNCaP
hiicrelerinden (A) Negatif kontrol, (B) LK ve (C) L2K gruplari. Beyaz ok
immiinofloresan alanlari ifade etmektedir. Mavi: DAPI, Kirmizi: ERK. Biiyiitme: 20X

77



DAPI-Merged

ERK

il 6.43 ERK immiinofloresan isaretlemesi yapilan 3D kiiltiir modelinde LNCaP

hiicrelerinden (A) L2F ve (B) L4F gruplari. Beyaz ok immiinofloresan alanlari ifade

etmektedir. Mavi: DAPI

Sek

Kirmizi: ERK. Buyiitme: 20X

2
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DAPI-Merged

ERK

Beyaz ok

Kirmizi: ERK. Biiytlitme: 20X

2

il 6.44 ERK immiinofloresan isaretlemesi yapilan 3D kiiltir modelinde PC3

hiicrelerinden (A) Negatif kontrol, (B) PK ve (C) P2K gruplart.

immiinofloresan alanlari ifade etmektedir. Mavi: DAPI

Sek
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DAPI-Merged

ERK

Sekil 6.45 ERK immiinofloresan isaretlemesi yapilan 3D kiiltiir modelinde PC3
hiicrelerinden (A) P2F ve (B) P4F gruplari. Beyaz ok immiinofloresan alanlari ifade

etmektedir. Mavi: DAPI, Kirmizi: ERK. Biiytlitme: 20X
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DAPI-Merged

JNK

Sekil 6.46 INK immiinofloresan isaretlemesi yapilan 3D kiiltir modelinde LNCaP

Beyaz ok

Kirmizi: JNK. Biyiitme: 20X

2

hiicrelerinden (A) Negatif kontrol, (B) LK ve (C) L2K gruplar.

immiinofloresan alanlari ifade etmektedir. Mavi: DAPI
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Sekil 6.47 JNK immiinofloresan isaretlemesi yapilan 3D kiiltiir modelinde LNCaP

hiicrelerinden (A) L2F ve (B) L4F gruplari. Beyaz ok immiinofloresan alanlari ifade

etmektedir. Mavi: DAPI, Kirmizi: JNK. Biiyiitme: 20X
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DAPI-Merged

JNK

Kirmizi: JNK. Biiytlitme: 20X

e

hiicrelerinden (A) Negatif kontrol, (B) PK grup ve (C) P2K gruplari. Beyaz ok

Sekil 6.48 JNK immiinofloresan isaretlemesi yapilan 3D kiiltiir modelinde PC3
immiinofloresan alanlar1 ifade etmektedir. Mavi: DAPI
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DAPI-Merged

JNK

Sekil 6.49 JNK immiinofloresan isaretlemesi yapilan 3D kiiltir modelinde PC3

hiicrelerinden (A) P2F ve (B) P4F gruplari. Beyaz ok immiinofloresan alanlari ifade

etmektedir. Mavi: DAPI, Kirmizi: JNK. Biiyiitme: 20X
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DAPI-Merged

p38

Sekil 6.50 P38 immiinofloresan isaretlemesi yapilan 3D kiiltiir LNCaP hiicrelerinden
(A) Negatif kontrol, (B) LK grup ve (C) L2K gruplari. Beyaz ok immiinofloresan

alanlar1 ifade etmektedir. Mavi: DAPI, Yesil: p38. Biiyilitme: 20X
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DAPI-Merged

86

Sekil 6.51 P38 immiinofloresan isaretlemesi yapilan 3D kiiltiir LNCaP hiicrelerinden

(A) L2F ve (B) LAF gruplari. Beyaz ok immiinofloresan alanlari ifade etmektedir.

Mavi: DAPI, Yesil: p38. Biiyiitme: 20X



p38 DAPI-Merged

Sekil 6.52 P38 immiinofloresan isaretlemesi yapilan 3D kiiltiir modelinde PC3
hiicrelerinden (A) Negatif kontrol, (B) PK grup ve (C) P2K gruplari. Beyaz ok
immiinofloresan alanlar1 ifade etmektedir. Mavi: DAPI, Yesil: p38. Biiyiitme: 20X
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DAPI-Merged

p38

Sekil 6.53 P38 immiinofloresan isaretlemesi yapilan 3D kiiltiir modelinde PC3

hiicrelerinden (A) P2F ve (B) P4F gruplari. Beyaz ok immiinofloresan alanlari ifade

etmektedir. Mavi: DAPI, Yesil: p38. Biiyiitme: 20X
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Sekil 6.54 (A) 2D ve (B) 3D kiiltir modelinde LNCaP hiicrelerinde ERK
immunofloresan intensite oranlari.
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Sekil 6.55 (A) 2D ve (B) 3D kiiltiir modelinde PC3 hiicrelerinde ERK immiinofloresan
intensite oranlari
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Sekil 6.56 (A) 2D ve (B) 3D kiiltir modelinde LNCaP hiicrelerinde JNK
immunofloresan intensite oranlari
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Sekil 6.57 (A) 2D ve (B) 3D kiiltiir modelinde PC3 hiicrelerinde JNK immiinofloresan
intensite oranlar1
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Sekil 6.58 (A) 2D ve (B) 3D Kkiiltiir modelinde LNCaP hiicrelerinde p38
immunofloresan intensite oranlari
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Sekil 6.59 (A) 2D ve (B) 3D kiiltiir modelinde PC3 hiicrelerinde p38 immiinofloresan
intensite oranlari



6.6. Transmisyon Elektron Mikroskobi

Epon bloklardan alinan lpm kalinhigindaki kesitler, toluidin mavisi ile
boyanarak 60 nm kesit alinacak alanlar belirlendi ve fotograflandi. Kemoterapotik
uygulanmayan PC3 ve LNCaP hiicrelerinin 2D kiiltiir modelinde 6rnekler hiicrelerin
tripsinize edilerek pellet olusturulmasiyla elde edildiginden hiicrelerin birbirleri ve
tutunduklar1 yiizey ile baglantilart kopmus, dagmik ve 06zglin morfolojilerini
kaybetmis olarak goriilmektedir. 2D orneklerde hiicreler tek tek goriinebildiginden
gorintiide yer alan hiicrelerin normal veya apoptotik goriiniime sahip olup olmadiklar
rahatlikla ayirt edildi. Kemoterap6tik uygulanan hiicrelerin kontrol grubundakilere
kiyasla hacimce biiyiidiigii veya apoptotik siire¢ dolayisiyla ¢ok kiiciildiigii ve
apoptotik hiicrelerin kontrole kiyasla yogun oranda oldugu gozlendi (Sekil 6.60, Sekil
6.61, Sekil 6.62, Sekil 6.63). 3D kiiltiir modelinde ise tiim sferoid Ornek olarak
alindigindan hiicrelerin birbirleri ile baglantilar1 kopmamis ve karakteristik
morfolojilerini koruduklar1 goriildii. Kemoterapotik uygulanan gruplara bakildiginda
sferoid biitiinliigii i¢inde hiicrelerin birbirleri ile baglantilarinin koparak olusturduklari

lakunar alanlar go6zlendi. Sferoid biiyiikliiklerinin kontrol gruplarma kiyasla

kiigiildiigii goriildii (Sekil 6.64, Sekil 6.65, Sekil 6.66,
Sekil 6.67, Sekil 6.68, Sekil 6.69, Sekil 6.70, Sekil 6.71).

Epon bloklardan alinan 60 nm kesitler ultrastriiktiirel olarak degerlendirildi. 2D
ve 3D kiiltiir modelinde LNCaP ve PC3 hiicrelerine kemoterapdtik uygulamalarinin
apoptotik lamellar vakuol, vakuol, hiicre membraninda apoptotik par¢alanmayi ifade
eden apoptotik tomurcuklanma ve ¢ift nukelolus gibi apoptotik belirteclere neden
oldugu gorildii (Sekil 6.72,

Sekil 6.73, Sekil 6.74, Sekil 6.75, Sekil 6.76, Sekil 6.77, Sekil 6.78, Sekil 6.79).
3D orneklerde hiicrelerin birbirlerine halen bagli olmasindan dolayr hiicresel
iletisimde kullanilan sitoiskelet igerikli hiicresel yapilarin defromasyona ugradigi ve

membranda gerileme gosterdigi gozlendi.
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Sekil 6.60 2D kiiltiir modelinde LNCaP hiicrelerinden gruplarindan yari ince kesitler.
Normal morfolojiye sahip LNCaP hiicresi (yesil ok), apoptotik hiicre (kirmizi ok).
Biiytitme: 100X
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Sekil 6.61 2D kiiltiir modelinde LNCaP hiicrelerinden. Apoptotik hiicre (kirmizi ok).

Biiyiitme: 100X
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morfolojiye sahip PC3 hiicresi (yesil ok), apoptotik hiicre (kirmizi ok). Biiyiitme:

Sekil 6.62 2D kiiltir modelinde PC3 hiicrelerinden yar1 ince kesitler. Normal
100X



Sekil 6.63 2D kiiltiir modelinde PC3 hiicrelerinden yar1 ince kesitler. Apoptotik
hiicre (kirmiz1 ok). Biiylitme: 100X
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Sekil 6.64 3D kiiltiir modelinde LNCaP hiicrelerinden yari1 ince kesitler. Hiicreler arasi
baglantilarin koparak sferoid i¢inde olusturdugu lakunar alanlar (kirmizi yildiz).
Biiyiitme: 40X
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Sekil 6.65 3D kiiltiir modelinde LNCaP hiicrelerinden yar1 ince kesitler. Normal
morfolojiye sahip boliinmekte olan LNCaP hiicresi (yesil ok), apoptotik hiicre (kirmizi
ok). Biiyiitme: 100X
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Sekil 6.66 3D kiiltiir modelinde LNCaP hiicrelerinden yar1 ince kesitler. Hiicreler arasi
baglantilarin koparak sferoid i¢inde olusturdugu lakunar alanlar (kirmizi yildiz).
Biiyiitme: 40X
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Sekil 6.67 3D kiiltiir modelinde LNCaP hiicrelerinden yar1 ince kesitler. Apoptotik
hiicre (kirmizi1 ok). Biiylitme: 100X
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Sekil 6.68 3D kiiltiir modelinde PC3 hiicrelerinden yar1 ince kesitler. Hiicreler arasi
baglantilarin koparak sferoid i¢inde olusturdugu lakunar alanlar (kirmizi yildiz).
Biiyiitme: 40X
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Sekil 6.69 3D kiiltiir modelinde PC3 hiicrelerinden yari ince kesitler. Normal
morfolojiye sahip bolinmekte olan PC3 hiicresi (yesil ok), apoptotik hiicre (kirmizi
ok). Biiytitme: 100X
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Sekil 6.70 3D kiiltiir modelinde PC3 hiicrelerinden yar1 ince kesitler. Hiicreler arasi
baglantilarin koparak sferoid i¢inde olusturdugu lakunar alanlar (kirmiz1 yildiz).
Biiyiitme: 40X
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Sekil 6.71 3D kiiltiir modelinde PC3 hiicrelerinden yar1 ince kesitler. Apoptotik
hiicre (kirmiz1 ok). Biiylitme: 100X
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Sekil 6.72 2D kiiltiir modelinde LNCaP hiicreleri. Normal morfolojiye sahip nukleus
(kirmiz1 y1ldiz) ve normal morfolojiye sahip filopodlar (LK, kirmiz1 ok), apoptotik
lamellar vakuol (kirmizi ok basi), apoptotik tomurcuklanma (L2F, kirmizi ok), vakuol
(kirmiz1 kesikli daire),
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Sekil 6.73 2D kiiltiir modelinde LNCaP hiicreleri. Cift nukleolus (kirmizi yildiz),
vakuol (kirmiz1 kesikli daire), hiicre membraninda apoptotik tomurcuklanma (kirmizi

ok)
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Sekil 6.74 2D kiiltiir modelinde PC3 hiicreleri. Normal morfolojiye sahip filopodlar
(kirmiz1  ok), ¢ift nukleolus (kirmizi yildiz), hiicre membraninda apoptotik
tomurcuklanma (kirmizi ok), vakuol (kirmizi kesikli daire)
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Sekil 6.75 2D Kkiiltiir modelinde PC3 hiicreleri. Hiicre membraninda apoptotik
tomurcuklanma (kirmizi ok), vakuol (kirmiz1 kesikli daire)
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Sekil 6.76 3D kiiltiir modelinde LNCaP hiicreleri. Normal morfolojiye sahip filopodlar
(kirmiz1 ok), Normal morfolojiye sahip nukleus (kirmiz1 yildiz), apoptotik lamellar
vakuol (kirmiz1 ok basi), vakuol (kirmizi kesikli daire)
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Sekil 6.77 3D kiiltiir modelinde LNCaP hiicreleri. Apoptotik lamellar vakuol (kirmizi
ok bast), apoptotik cisimler (kirmizi 0k) ve vakuol (kirmizi kesikli daire)
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Sekil 6.78 3D kiiltiir modelinde PC3 hiicreleri. Normal morfolojiye sahip nukleus
(kirmizi yildiz), normal morfolojiye sahip filopod (kirmizi ok), hiicre membraninda
apoptotik tomurcuklanma (kirmizi ok basi)
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Sekil 6.79 3D kiiltiir modelinde PC3 hiicreleri. Apoptotik lamellar vakuol (kirmizi ok
basi), ¢ift nukleolus (kirmizi1 yildiz), apoptatoik cisim (kirmizi ok)
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7. TARTISMA

Kanser arastirmalarinda 3D kiiltiir modellerinin tercih edilmesinin en onemli
sebeplerinden biri, kemoterapide klinikte alinan yanita benzerlik gosterebilen bir
deney modeli olmasidir (150). Sferoidi olusturan hiicreler, olusturduklar1 kiiresel
yapida farkli derinlikteki alanlara sahip olmalar1 sebebiyle oksijen, besin, sinyal
molekiilleri ve metabolitlere esit derecede maruz kalmamaktadir (22). Bu sebeple ilag
maruziyeti de degiseceginden 2D Kkiiltiirde elde edilen sonuglardan farkli yanitlarin
ortaya ¢ikabilecegi ve 2D kiiltiire kiyasla klinige daha uyarlanabilir sonuglar elde
edildigi ¢alismalarda ifade edilmektedir (144). Literatiir ile paralel olarak,
calismamizin canlilik analizi sonuglarinda her 6rnegin 3D modelinde elde edilen ICsp
degerlerinin 2D modelinde elde edilenden ICso degerlerinden 2-3 kat daha ytliksek
oldugu goriilmektedir (Tablo 6.1). FBA’nin ileriki ¢alismalarinda 3D modelde elde
edilen ICso degerlerinin klinige daha uyarlanabilir olabilecegini diisiinmekteyiz.

Kemoterapotik olarak kullanilan antimitotik ajanlarin en biiyiik dezavantajinin
muhtemel toksisite oldugu belirtilmektedir (54, 152). Prostat kanseri hiicre hatlarindan
elde edilen canlilik analizi verilerinin saglikli prostat epiteli hiicresinden elde
edilenlere oranlanmasiyla hesaplanan toksisite orani, uygulanacak olan ICsp degerinin
sagliklr hiicreler tizerindeki muhtemel toksisitesi hakkinda bilgi sunmaktadir. Yapilan
hesaplamalar sonucu Kolsisin’in toksisite degerinin zamanla dogru orantili arttigina,
FBA’nmm ise azaldigini gormekteyiz. FBA’nin 24 ve 48 saat PC3 hiicrelerine
uygulandig1 ve 48 saat LNCaP hiicrelerine uygulandigi 6rneklerde toksisite oraninin
negatif yonde oldugu goriilmektedir. Bu siire ve doz uygulamasinin saglikli hiicrede
toksisiteye sebep olmadigini kantitatif olarak ortaya koymaktayiz. Sonuglarimizin
FBA’nin toksisite deneyi kapsaminin derinlestirilmesiyle beraber klinik kullanim i¢in
tercih edilebilirligini arttiracagini séyleyebiliriz.

3D modelde 48 saat Kolsisin uygulanan PC3 ve LNCaP hiicrelerinin canlilik
analizlerinde uygulanan dozlardan daha yiiksek konsantrasyonda ICso degerleri elde
edildi. Dozlarin artirilarak deneyin tekrarlanmasi sonucunda da uygulanan dozlardan
daha ytiksek konsantrasyonda ICso degerleri elde edilmesi iizerine Kolsisin’in hiicrede
daha erken metabolize olabilecegi diisiliniilerek 12 saat maruziyet ile canlilik analizi
yapildi. Kolsisin’in 12 saat uygulandig: hiicrelerin canlilik analizlerinde de 48 saatlik

sonuglar ile paralel degerler elde edildi. Kolsisin’in 12 ve 48 saat uygulamalarinda
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karsilasilan bu durumun Kolsisin direnci olabilecegi diisiiniildii. Literatiirde 6rnekleri
bulunan Kolsisin direnci hiicrelerdeki sinyal mekanizmalariin Kolsisin indiiksiyonu
ile degismesi sonucu ilacin antikarsinojen etkisinden hiicrenin kaginabilmesi olarak
ifade edilmektedir (147, 153). Kolsisin’in 24 saat uygulandigi 3D kiiltiir modelinde
PC3 ve LNCaP sferoidleri ile yapilan tekrarli deneylerin birinde doz araliginda
bulunan 1Cso degeri elde edilmesinin iizerine 3D modelde hiicrelere bu Kolsisin
konsantrasyonlar1 uygulandi. Bu konsantrasyon degerinin bir defa elde
edilebilmesinden dolayi, 24 saat uygulanan Kolsisin orneklerinde de ilaca direng
gelismis veya gelismek tlizere oldugunu diistinmekteyiz. PC3 ve LNCaP hiicrelerinin
24 saat Kolsisin maruziyeti sonucu 2D modelde analiz edilen ICso degerlerine kiyasla
3D modelde analiz edilen deger daha diisiik konsantrasyonda oldugundan 3D modelde
Kolsisin uygulanan 6rneklerin sonucglar1 diisiik doz maruziyetin yol actig1 yanitlar
olarak degerlendirildi. Literatiirde Kolsisin’in yiiksek ve diisiik dozlarda farkli
metabolik sonuglar olusturabileceginden bahsedilmektedir (74). FBA uygulanan
orneklerde ilag direnci ile karsilagilmamasi ilacin metabolik etkisinin devamliligini ve
uzun siireli diisiik doz uygulama yonteminde dahi Kolsisin’e tercih edilebilecegini
gostermektedir.

Antimitotik kemoterapotiklerin hiicrelerin mobilite davranislarinda, hiicrenin
adaptasyon durumuna bagli olarak yeniden sekillenmesinde ve birbirleri ile iletisimleri
gibi fiziksel yonelimlerinde mikrotiiblil dinamigini bozarak degisikliklere sebep
oldugu bilinmektedir (154). Kanser arastirmalarinda test edilen antikarsinojenlerin
koloni formasyonu tizerine etkileri temel antikarsinojen analizler arasinda migrasyon
testi ile birlikte yer almaktadir (7, 155, 156). Hiicrelerin koloni olusturma kabiliyetleri
in vivo tiimorojenite davranigi hakkinda bilgi sahibi olmay1 saglamaktadir. Ovaryum
kanseri hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada Borik asit’in koloni formasyonunu inhibe
ettigi raporlanmaktadir (157). Koloni formasyon analizi sonuglarimiza bakildiginda
FBA’nin 24 saat uygulandigi her iki kanser hiicre hattinda da istatistiksel olarak
anlamli inhibisyon etkisi oldugu goriildi (Sekil 6.9, Sekil 6.11). Kolsisin uygulama
gruplarinda ise sadece PC3 hiicre hattinda 48 saatlik uygulamanin koloni
formasyonunda istatistiksel olarak anlamli derecede azalmaya yol agtigi goriildii.
Kolsisin’in tiimorojeniteyi daha agresif olan PC3 hiicre hattinda uygulama siiresinin

ancak 48 saate ylikseltildiginde engelledigi sdylenebilmektedir. FBA’nin ise
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tiimorojenite iizerine inhibitor etkisini kisa stireli yliksek doz uygulama yonteminde
gosterdigi goriilmektedir.

Prostat kanseri tedavileri hakkindaki bir¢ok arastirmanin hastalifin metastatik
stirecini durdurmaya yonelik oldugu dikkat ¢ekmektedir (67). Hastalik baslangigtan
itibaren hizli ilerleyebildiginden metastatik siirece de kisa siirede girmektedir.
Dolayisiyla metastatik mekanizmanin Onlenebilmesi veya aktiflendiginin fark
edilmesi kritik 6nem tagimaktadir. Metastatik siirecte kanser hiicreleri basta akciger ve
kemik olmak iizere birden fazla dokuya ulasabilmektedir (55, 158, 159). Bu sebeple
hiicre gocliniin engellenebilmesi hastaligin seyrinde 6nemli degisikliklere yol
acabilmektedir. Literatiir dogrultusunda kanser hiicrelerinin metastatik davranisini
inceleyebilmek icin cizik testi olarak bilinen migrasyon analiz yOnteminden
faydalanildi (Sekil 6.12, Sekil 6.14). 2D kiiltiir modelinde yiizeyi kaplayan hiicrelerin
tizerine pipet ucu yardimiyla gizilerek olusturulan mesafenin kapanmasi hiicrelerin
mobilite davranislarini incelememizi saglamaktadir (160). Borik asit ve FBA’nin
migrasyona etkisinin karsilastirildigi bir ¢aligmada kastrasyon bagimsiz hiicre hatti
olan DU-145 tizerinde FBA’nin migrasyonu daha fazla inhibe ettigi raporlanmaktadir
(29). Migrasyon verileri analiz edildiginde 48 saat Kolsisin uygulamasi hari¢ diger
gruplarin LNCaP hiicrelerinde migrasyonu istatistiksel olarak anlamli derece azalttig1
tespit edildi. FBA uygulamasinin 24 saatte 48 saate kiyasla daha fazla inhibisyon etkisi
gosterirken, Kolsisin’in 24 saat uygulanmasi migrasyonu daha fazla inhibe etmektedir.
LNCaP hiicrelerinde FBA uygulamasinin migrasyonu Kolsisin’den daha fazla inhibe
ettigi goriilmektedir. PC3 hiicrelerinde ise FBA ve Kolsisin’in 24 ve 48 saat
uygulandig1 6rneklerde migrasyonun istatistiksel olarak anlamli derece azaldig: tespit
edildi. FBA ve Kolsisin’in etkilerini karsilastirdigimizda 48 saatlik uygulamada
Kolsisin’in 24 saat uygulandig1 gruba kiyasla migrasyonu onleme etkisinin azaldig
goriilmektedir. FBA’da ise bu oran 24 ve 48 saat uygulama gruplarinda sabit olarak
%350°’nin altinda seyretmektedir. Bu dogrultuda, PC3 ve LNCaP hiicrelerinde
Kolsisin’in zamanla migrasyon inhibitor etkisini yitirmis olabilecegi diistiniilmektedir.

2D kiiltir modelinde koloni ve migrasyon analizlerine paralel olarak
immunofloresan analizlerde 24 saat FBA uygulanan PC3 ve LNCaP hiicrelerinde JNK
ekspresyon oraninin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 saptandi (Sekil 6.56,

Sekil 6.57). 3D kiiltlir modelinde ise LNCaP hiicrelerinde 24 saat FBA uygulamasinda
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da JNK ekspresyon oraninin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig: tespit edildi.
24 saat FBA uygulamasmin LNCaP hiicrelerinin her iki kiiltiir modelinde de JNK
ekspresyon oraninda azalmaya sebep olmasindan dolay1r JNK ekspresyonu iizerinde
inhibitor etkisi olabilecegi ifade edilebilmektedir. 3D kiiltiir modelinde 24 saat FBA
uygulamasinda JNK ekspresyon oranindaki azalmayla birlikte p38 ekspresyon
oraninda istatistiksel olarak anlamli derece artis gdstermesi LNCaP hiicrelerinin stres
aktivasyonunda p-38 aracili apoptotik yanit olusturdugunu ifade edebilmektedir Sekil
6.58. 2D Kkiiltiir modelinde FBA’nin LNCaP hiicrelerinde p38 ekspresyon oraninda
stire ile dogru orantili olarak artig gosterdigi goriilmektedir. 3D kiiltiir modelinde ise
FBA maruziyeti LNCaP hiicrelerinde p38 ekspresyonunun azaldigi goriilmektedir. 2D
ve 3D model arasinda LNCaP hiicrelerinin FBA maruziyetine kars1 farkli metabolik
yanitlar gosterdigi sdylenebilmektedir. PC3 hiicrelerinde ise her iki modelde de FBA
maruziyetinin p38 ekspresyon oraninda artisa sebep oldugu gorilmektdir. Bu durumda
FBA’'nin PC3 hiicreleri iizerinde p38 kinaz iizerine direkt etkisi oldugu ifade
edeilebilmektedir. JNK’nin tiimor baskilayici roliinden dolay: karsinogenezde tiimor
hiicrelerinin inhibisyonuna ugramaktadir (161). 2D kiiltiir modelinde 24 saat FBA
uygulamasinda goriilen ekspresyon oranindaki azalma prostat kanseri hiicrelerinde
JNK’nin primer yanitta baskilandigini fakat 48 saat uygulama siiresinde tizerindeki
inhibitor etkiden kurtulmus olabilece§ini ifade etmektedir. 2D ve 3D kiiltiir
modellerinde FBA’nin siire ile dogru orantili olarak JNK ekspresyon oraninda artisa
sebep oldugu goriilmektedir. Burdan yola ¢ikarak FBA nin LNCAP hiicreleri lizerinde
direkt JNK aracili bir etkisi oldugu sdylenebilmektedir. PC3 hiicrelerinde ise 2D kiiltiir
modelinde siire ile baglantili olarak JNK ekpresyon oraninda artis oldugu
goriilmektedir. Fakat 3D’de bu sema devam etmediginden LNCaP hiicrelerinde
oldugu gibi bir yorum getirilememektedir. Literatiirde JNK proteininin saglikli
hiicrede sitoiskelet mimarisini ve mikrotiiblil dinamiklerini diizenledigi bilgisi yer
almaktadir (34). PC3 ve LNCaP hiicrelerinde yapilan bir c¢alismada JNK
aktivasyonundaki azalmanin hiicre proliferasyonunda ve migrasyonunda azalmaya yol
acarak hiicreleri apoptoza siiriikledigi ifade edilmektedir (66). Bu dogrultuda 24 saat
FBA uygulama gruplarinda koloni ve migrasyon inhibisyonuna JNK ekspresyon
oranindaki azalmanin eslik ediyor olmasi, FBA’nin mikrotiibiil dinamigi {izerine

etkisini JNK {izerinden gerceklestirebilecegi anlamina gelebilmektedir. Kolomeichuk
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ve ark. Tubulin promotor bdlgesindeki aktivator protein (AP-1) bagimli yolagin c-Jun
seviyesi hakkinda pozitif geri bildirim olusturdugunu tespit ettiklerinden dolay1, JNK-
mikrotiibiil arasinda bir geri bildirim sarmali bulunabilecegini ve stres yanitini bu
sekilde olusturabilecegini ifade etmektedir (162).

Mikrotiibiil dinamigini bozan kemoterapdtiklerin temel hedeflerinden birinin
proliferasyonu Onlemek oldugu bilinmektedir. Yapilan calismalarda mikrotiibiil
polimerizasyonunu inhibe eden kemoterapdtiklerin hiicre siklusunda arreste sebep
oldugu belirtilmektedir (35, 163). Mitotik aktivite baslamis olsa da sitoiskelet destegi
olmadigindan ve bagka metabolik sinyalizasyon degisikliklerinden dolayr kanser
hiicresi proliferasyonu tamamlayamamaktadir. Literatiirde FBA’nin ve Borik asit’in
prostat kanser hiicreleri de dahil olmak {izere kanser hiicre hatlarinda proliferasyonu
inhibe ettigi yoniinde ifadeler yer almaktadir (28, 29, 36, 90). Kolsisin’in bilinen anti-
mitotik etkisinin yaninda proliferasyon artisina sebep oldugu da ifade edilmektedir
(149, 164) Proliferasyon analizi sonuglarinda Kolsisin uygulanan LNCaP ve PC3
hiicrelerindeki proliferasyon artisinin, Kolsisin’in medyadaki etkinligini Yitirerek
hiicrelerde sebep oldugu kompensatuar etkinin sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir.
3D kiiltiir modelinde PC3 ve LNCaP hiicrelerine karsilasilan ilag direnci durumu bu
veriyi desteklemektedir. 2D kiiltiir modeline yalnizca proliferasyon analizlerinde
gorebilidigimiz bu etkiyi, 3D modelde degisen hiicresel yanit sonucu canlilik
analizlerinde de karsilagtigimiz g6z 6niinde bulunduruldugunda, 3D modelde daha
acikca ortaya kondugu sdylenebilmektedir.

Calismamizin proliferasyon analizlerinde FBA uygulamasinin 3D kiltiir
modelinde prostat kanseri hiicrelerinde proliferasyonu %80-90 oranlarinda inhibe
ettigi goriilmektedir (Tablo 6.3). 2D proliferasyon analizleri ile karsilastirildiginda en
yiiksek farkin LNCaP hiicrelerinde oldugu goriilmektedir (Sekil 6.16, Sekil 6.17, Sekil
6.20, Sekil 6.21). LNCaP sferoidlerinde FBA uygulamasinin proliferasyonu énemli
oranda inhibe ettigi sOylenebilmektedir. LNCaP sferoidlerinde ERK ekspresyon
oranindaki istatistiksel olarak anlamli azalmanin proliferasyon analizi sonucu ile
korelasyon gosterdigi goriilmektedir. P38 ekspresyon oranindaki istatistiksel olarak
anlaml artisin ise LNCaP hiicrelerinde proliferasyonun ERK aracili inhibe edilerek
ortaya c¢ikan apoptozda p38’in rolii olabilecegini diisiindiirtmektedir. Benzer

molekiiler sema 24 saat Kolsisin ve 48 saat FBA uygulanan PC3 hiicrelerinin 3D
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modelinde de rastlanmaktadir. Burada da olusan proliferasyon inhibisyonunun ERK
tizerinden, apoptozun ise p38 aracili bir yol izliyor olabilecegi sdylenebilmektedir.
FBA yol actig1 bu molekiiler semanin LNCAP hiicrelerinde 24 saat, PC3 hiicrelerinde
ise 48 saat uygulama sonucunda ortaya ¢ikmis olmasi iki hiicre hattindaki uygulama
farkinin  gerekliligini ortaya koymaktadir. 2D kiiltlir modelinde uygulanan
kemoterapotiklerin  LNCaP hiicrelerinde siireye bagimli ERK ekspresyonunda
azalmaya yol agtig1 goriilmektedir. Hiicrelerin zamanla FBA maruziyeti arttikga ERK
aracilt metabolik yanitta degisiklige gitmis olabilecegi sOylenebilmektedir. PC3
hiicrelerinin 2D ve 3D kiiltiirde ERK yanitlarina bakildiginda; 2D modelde FBA’nin
ERK aracili etkisini siire ile bagimli olarak artirdig1 goriiliirken, 3D modelde tam tersi
sekilde ERK ekspresyon oraninda azalma oldugu goriilmektedir. Bu iki farkli etki
hiicrelerin 2D ve 3D modelde FBA maruziyetine karsi ERK proteni iizerinden farkli
yanitlar olusturdugunu ifade etmektedir. ERK ekspresyon orani analizlerinde 3D L2K
ve 2D P4K gruplarinda istatistiksel olarak anlamli derecede artis oldugu goriildii (Sekil
6.54, Sekil 6.55). Farkli 6rnek gruplarinda ayni molekiiler yanitla karsilagilmasi
hiicrelerin metabolik farkliliklarini ortaya koymaktadir. Kolsisin gibi mikrotiibiil
yapisini bozan ajanlarin ERK aktivasyonuna yol actig1 da literatiir bilgisi arasinda yer
almaktadir (165, 166). ERK ekspresyon oranindaki artig Kolsisin’in hiicrelerde ERK
aracilt apoptoz, migrasyon veya invazyon gibi bagka molekiiler yanitlar1 aktive etmis
olabilecegini ifade etmektedir. Bu drneklerde p38 ekspresyon oraninda artis olmamasi,
literatiirde LNCAP ve PC3 hiicrelerinde drnegine rastlanilan, hiicrelerin apoptotik
yanitlarint ERK aracili gergeklestirdigini diisiindiirmektedir (66). Bir diger yandan
ERK MAPK proteininin hiicre i¢indeki birden fazla uyaran ve MAPKK tarafindan
ayrica aktiflenebildigi belirtilmektedir (110, 167). DU-145 hiicrelerinde yapilan bir
aragtirmada  apoptotik  indiiksiyonun  fosforile = ERK  miktarmi  artirdig
raporlanmaktadir (36). Proliferasyon analizi sonuglarinda 2D ve 3D model
kiyaslandiginda LNCaP hiicrelerinde 3D modelde goriilen istatistiksel olarak anlamli
inhibisyon artis1t PC3 hiicrelerinde daha az oranda seyretmektedir. Bu durumun PC3
hiicrelerinin sahip oldugu metastatik kabiliyet, yliksek metabolik aktivite ve iyi
adaptasyon yeteneginden kaynaklandig: diisiintilmektedir.

Kemoterapotik uygulamalarinin yol actigi koloni formasyonundaki, migrasyon

davraniglarindaki, proliferatif yondeki degisiklikler ve molekiiler metabolik yanitlarin
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yani sira kanser hiicrelerinde yol actig1 morfolojik degisiklikler ultrastriiktiirel diizeyde
incelendi. FBA’nin prostat kanser hiicrelerinde olusturdugu bozulmus nukleus ve
hiicre membrani, apoptotik kesecik olusumu, filopod yapilarinda bozulmalar,
vakuolizasyon ve lameller vakuol birikimi gibi hiicre Oliimiinii ifade eden
ultrastriiktiirel belirte¢lerin ilk mikrograflari calismamizda yer almaktadir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda antimitotik kemoterapoétiklerin yol agtigi
antikarsinojen etkiler farkli hiicrelerde, farkli doz ve siirelerde farkli metabolik yanitlar
gosterebilmektedir. Bu durum hiicrelerin  androjen reseptérii  bulundurup
bulundurmamasina bagli olmakla beraber yol agtigi sinyal mekanizmalarindaki
farkiliklar ve uyaran ¢esitliliginden kaynaklaniyor olabilmektedir. Dolayisiyla prostat
kanseri hakkinda yapilacak arastirmalarda kastrasyon bagimli ve kastrasyon direngli
metabolik sinyal mekanizmalarinin  birlikte arastirilmasi  dogru terapinin

uygulanabilmesi i¢in 6nem arz etmektedir.
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8. SONUC

FBA’nin 2D ve 3D Kkiiltiir modellerinde prostat kanseri hiicreleri {izerinde
antimitotik etkisi bulundugu gosterilmektedir. Koloni formasyonununda gerileme,
migrasyon ve proliferasyon inhibisyonu gibi temel antikarsinojen etkilere sahip oldugu
raporlanmaktadir. Saglikli prostat hiicre hattinda yapilan canlilik analizleri ile
FBA’nin Kolsisin’e kiyasla sahip oldugu diisiik toksisite ortaya konmaktadir.
Antikarsinojen etkisini gostermek tizere prostat kanseri hiicrelerinde ERK, JNK ve p38
sinyalizasyonunda sebep oldugu degisiklikler ile birlikte degerlendirildiginde MAPK
proteinleri hedefli kombine tedaviler i¢in avantajli bir alternatif olabilmektedir. Her
iki mikrotiibiil polimerizasyon inhibit6r ajaninin da antikarsinojenik etkileri géz oniine
alindiginda toksisite ve siirdiiriilebilir etki agcisindan FBA’nin daha giivenilir sonuglar
verdigi sOylenebilmektedir. Klinik kullanimda Kolsisin’in dezavantajlari literatiirde
yer almaktadir. Bu dezavantajlardan dolayr yeni ve benzer 6zellikteki alternatif
kemoterapoétiklere ihtiya¢c duyulmaktadir. Calismamizin 48 saat Kolsisin
uygulamasinda  sferoid olusturulamamasi, RWPE-1 hiicrelerinde  sferoid
olusturulamamasi, her bir MAPK yolagina ait tiim kinazlarin birlikte
degerlendirilememis olmamasi ve sferoidlerin clearing yontemi kullanilarak daha iy1
gorlintiilenememis olmasi gibi limitasyonlar1 g6z 6ntinde bulundurulsa da, klinik
kullanim agisindan FBA’nin umut vaat edici bir antikarsinojenik ajan oldugu

sOylenebilmektedir.
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