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1. GIRIS VE AMAG

Dinyada 2018’ de 17 milyon kisinin yakalandigi ve 9,6 milyon kisinin
olumune sebep olan kanser; yas, cinsiyet, dil, din, irk ayinmi yapmaksizin
tum insanlar etkilemektedir. Kanserde benzer seyir devam ettigi takdirde,
2040 yilinda 27,5 milyon yeni vaka ortaya c¢ikmasi beklenmektedir. (1)
Yapilan tahminler onumuzdeki yillarda gelisecek olan kanser olgularinin
onemli bir bolumunitn az gelismis Ulkelerde ortaya ¢ikacagini gostermektedir.
Ulkemizde ki en son resmi rakamlar degerlendirildiginde bir yil igerisinde
yaklasik 96.200 erkek ve 67.200 kadinin kanser teshisi aldigi tahmin
edilmektedir. (2)

Prostat kanseri tUm dunyada erkeklerde gorulen ikinci en sik kanser
olmasindan dolay!r énemli bir saghk problemidir. Ulkemizde 2014 verilerine
gore erkeklerde insidansi 100000'de 32,9'dir ve akciger kanserinden sonra
ikinci sirada gorulmektedir. Amerika Birlegik Devletleri (ABD) 2012 verilerine
gore erkeklerde yasam boyu prostat kanseri gelisme olasiligi yaklasik yedide
bir olarak tahmin edilmektedir. insidansi uluslararasi populasyonlar arasinda
yaklagik 25 kata kadar farklilik gosterebilmektedir. Uzakdogu ulkelerinde
insidans en dusuk duzeylerde iken Afrikan-Amerikanlarda en yiksek
dizeylerdedir. Etiyolojisi net olarak anlagilamamasina ragmen insidansini
etkileyen risk faktorleri iyi tanimlanmistir. Baslica ve en énemlileri yas, aile
hikayesi, Irk ve genetik faktorler gibi degistiriimesi mumkun olmayan faktorler
rol oynamaktadir. Bunun yaninda degistirilebilir risk faktorleri olan diyet,
obesite ve bazi cevresel faktérler diger 6nemli risk faktorleridir (3). ileri evre
kastrasyon duyarli ve direncli prostat kanserli hastalar icin su anda
uygulanmakta olan tedaviler altinda progresyon ve olum kaginilmazdir.
Dosetaksel kemoterapisi metastatik prostat kanserli hastalarin tedavisinde en
etkin tedavilerden birisidir. Dosetaksel ve prednizon tedavi semasi ile
ortalama 18,9 aylik bir sagkalim suresine ulagilabilmistir (4). Metastatik
kastrasyon duyarli ve direncli prostat kanserinin tedavisinde saglanan
ilerlemelere ragmen mortalitesi hala ¢ok yuUksektir. Tedavideki temel amag

sagkalim suresini artirmak ve yasam kalitesini iyilestirmektir.



Metastatik prostat kanseri igin uygulanmakta olan tedaviler su an igin
yeterli degildir. Bu nedenle prostat kanserinin tedavisi i¢in daha etkili
molekullerin kesfedilmesine yonelik calismalara buyuk ihtiyag vardir. Bu
amaca yonelik olarak yapilacak in-vitro c¢alismalarin sonucunda klinige

uygulanabilir yeni tedavi yontemlerin geligtiriimesi buyuk dnem tasimaktadir.

Bu calismada hormon refrakter prostat kanseri hlicre hatlarinda (PC-
3, DU-145), dosetaksel ve Acorus calamus bitki ekstrakti kombinasyonunun
sitotoksik ve apoptotik etkisini aragtirmayi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Prostat Kanseri

2.1.1. Epidemiyoloji

Prostat kanseri diunyada erkeklerde ikinci en sik kanser olmasindan
dolayr 6nemli saglik problemidir. Ulkemizde 2014 verilerine gére erkeklerde
insidans 100000'de 32.9'dir ve akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer
almaktadir. Dinya genelinde ise erkeklerde, tahminen 2012°de 1.100.000
yeni vaka ve 307,000 olumle ikinci en sik kanserdir. Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) 2012 verilerine gore erkeklerde hayat boyu prostat kanseri
gelisme olasihgl yaklasik yedide bir olarak tahmin edilmektedir. insidansi
uluslararasi populasyonlar arasinda yaklasik olarak 25 kata kadar farklihk
gOsterebilmektedir. Uzakdogu Ulkelerinde insidans en dusuk duzeylerde iken
Afrikan-Amerikanlarda en yiksek diizeylerde gorulmektedir. Etiolojisi tam
olarak anlasilamamasina ragmen insidansini etkileyen risk faktorleri iyi
tanimlanmistir. Baslica ve en onemli risk faktorleri: yas, aile hikayesi, irk ve
genetik faktorler gibi degistiriimesi mumkin olmayan faktorler rol
oynamaktadir. Bunun yaninda degistirilebilir risk faktorleri olan diyet, obesite
ve bazi cevresel faktorler diger énemli risk faktorleri arasinda yer alir (2).

Ortalama 6lum yasi 80 olarak gozlenmistir. (5)

Yas: Prostat kanserinin gelisme riski 50 yasindan sonra artmaktadir.
Erkek kardesinde ya da babasinda prostat kanser dykusu olanlarda risk 40
yasindan sonra artmaya basladigi gozlenmigtir. Prostat kanseri riski yas ile
dogru orantil olarak artis gosterir ve ortalama tani konma yasi 60 yas

civarinda izlenir. (6)

Irk: Prostat kanseri insidansi en yuksek oranda Amerikali zencilerde
gorulir. Bu kisilerde yasam boyu prostat kanseri gelisme orani % 9,8
civarinda goézlenmistir. Amerikali beyaz erkeklerde bu oran hafifge disuk
g6zlenmis olup % 8 dolayindadir. Cin ve Japonya’da prostat kanseri

insidansi dunya geneline goére en duslUk oranlarda seyretmektedir.



Amerika’'ya gobg¢en Japonlarda prostat kanser insidansi Japonya’'da
yasayanlara gore daha ylksek olmakla birlikte Amerikalilara gére %50 daha
dusuk saptanmigtir. Sosyoekonomik durumun prostat kanseri riski ile iligkili
olmadigi gosterilmigtir. Etnisiteye gore ortaya c¢ikan prostat kanser
insidansindaki farkin nedeni henlz acgiklanamamistir. Fakat beslenme,
hormonal durum ve genetik faktorler etnisiteden kaynaklanan farki

aciklayabilir. (7)

Cografi konum: Prostat kanseri insidansi 22/100.000 oraniyla en
yiiksek iskandinav Ulkelerinde gériilmektedir. Asya’da bu oran 5/100.000dir.
Bu cografi farkhligin glnes isigindaki ultraviyole i1sinlarina maruz kalma ile
ters bir korelasyon gosterdigi 6ne surulmustur. Fakat bazi Afrika Ulkelerinde
yuksek  prostat kanseri insidansinin  bildirilmesi  bu  hipotezi

desteklememektedir. (8)

2.1.2. Etiyoloji ve Risk Faktorleri
Prostat kanseri baglangi¢c ve progresyonunun kesin sebepleri henlz tam
olarak bilinmemektedir. Elde edilen veriler hem cevresel hem de genetik

faktorlerin bu hastaligin gelisiminde roll oldugunu gdstermektedir.

Prostat kanseri risk faktorleri arasinda diyet ve icerigi giderek 6nem
arzetmektedir. Son c¢alismalar da diyetle birlikte vitamin E, vitamin D,
resveratrol, hint safrani, likopen, fito dstrojenler, uzun zincirli omega-3 yag
asitlerinden ve selenyumdan zengin besin maddelerinin, fruktoz iceren
meyvelerin yliksek oranda tuketimi, et, hayvansal yaglar ve kalsiyumdan
zengin yiyeceklerin dusuk oranda tuketimi prostat kanseri insidansini veya
progresyonunu azalttigi gosteriimis fakat halen tartismali sonuglar
bulunmaktadir (9).

Obezite ve prostat kanseri arasindaki iligkiyi ortaya koymak igin birgok
calisma yapilmis ve bu cgalismalardan bazilari obezitenin prostat kanseri
riskini arttirdigini (10), bazilari ise etkilemedigini bildirmigtir (11). Obez
hastalar koroner kalp hastaligi, diyabet, aterosklerozis ve hipertansiyon gibi
ek hastaliklari nedeniyle daha sik saglik kuruluglarinda izlem altinda

olduklarindan daha geng¢ yasta prostat kanseri tanisi alabilmektedirler. Bu



yuzden bu hastalar tani sirasinda, distk PSA dlzeylerine ve erken evre
hastalia sahip olmaktadirlar (12). Ayrica literatirde, prostat kanserli obez
hastalarda radikal prostatektomi sonrasinda biyokimyasal nuks riskinin

yuksek oldugunu gosteren ¢alismalar da mevcuttur (13).

Diyabet ve prostat kanseri arasindaki iligkiyi arastiran birgok c¢aligsma
yapiimistir. Yapilan galismalarda prostat kanseri riskinin diyabet tanisindan
birka¢ yil sonra arttigi, uzun suredir diyabet olanlarda prostat kanseri riskinin
azaldigi gosterilmistir (14). Literatirde bu sonucun nedenlerini ortaya koyan
calismalar mevcuttur. Diyabette, insulin direncinin sonucu olarak hastaligin
ilk evrelerinde insilin dizeyi yikselmekte ve diyabetin ilerleyen dénemlerinde
ortaya ¢ikan pankreastaki beta hicrelerinin hasari sonrasinda insulin dizeyi
normalin altina diismektedir. Iinsilinin prostat kanseri hiicre kultiirlerine
etkisini arastiran invitro c¢aligsmalarda, insulinin bu hucre kulturlerinin
cogalmasini pozitif yonde etkiledigi ortaya cikarilmistir (15). Ayrica artmis
serum insulin dizeyinin prostat kanseri riskini ve prostat kanseri rekirrens

riskini arttirdigd1 da gosterilmistir (16).

Birinci dereceden vyakinlarindan birinde prostat kanseri oOykusu
olanlarda risk 2 kat, ikiden fazla prostat kanseri dykisu olanlarda ise risk 9
kat artis gostermektedir (17). Yemeklerle alinan yag oraninin prostat kanseri
riskini arttirabileceqi ileri surtlmustar (18). Prostat kanserinden korunmaya
yonelik kemopreventif etkili ajanlarin saptanmasi i¢in ¢alismalar sirmektedir.
Finasterid ile yapilan prostat kanserini dnleme c¢alismasinda % 24,8’lik bir
risk azalmasi bildirilmistir (19). Bununla birlikte Finasterid kullanan hastalarin
devam eden takiplerinde yuksek dereceli prostat kanserinin bu erkeklerde
daha yuksek bir oranda goruldugune dair bir bulguya rastlanmamistir.
Preklinik verilerde nonsteroid antiinflamatuar ilaglarin (NSAIi) prostat
kanserinin olusumunu engelleyebilecegine dair gozlemler nedeniyle yapilan
bir calismada bes yil boyunca ayda 30 tablet ve (izerinde NSAIi kulananlarda

prostat kanseri riskinin anlamli olarak azaldigi gosterilmistir (20).



2.1.3. Belirti ve Semptomlar
Prostat kanseri siklikla ileri yas hastalarda gorulmekle birlikte nadiren
geng erigkinlerde de ortaya ¢ikabilmektedir. Kanserin prostat dokusuna sinirli
oldugu erken evredeki hastalar tamamen asemptomatiktir. Hastaligin sessiz
seyri nedeni ile 50 yas Uzeri erkekler yuksek rolatif riskli kabul edilerek,
prostat kanseri igin tarama programlarina alinmalari 6ngoérulmektedir. Bu
amacla dijital rektal muayene ve prostat spesifik antijen (PSA) olcimlerinin

yillik olarak tekrari tarama icin yeterli gérilmektedir.

Hastalik ilerledikge idrar projeksiyonunda azalma, pollakuri, diztri ve
idrar retansiyonu gibi prostatizm semptomlariyla beraber kemik agrilari
ortaya cikabilir. Fakat bu bulgular prostat kanseri igin spesifik degillerdir.
Mesane boynunun fonksiyone ya da mekanik obstruksiyonuna bagli acil
olarak idrar yapma, idrari tam bosaltamama hissi ve nokturi gorulebilir.
Kanserin prostatik Uretra ve trigona invazyonu sonucu hastalarin %15’inden

azinda hematuri gelisir ve hemospermi nadir olarak gorulebilir.

ileri evrede rektumun invazyonu ile konstipasyon, abdominal agri,
rektal kanama, diyare ve rektal agri gorulebilir. Korpus kavernozuma
invazyon ile priapismus geligebilir. TUmorun trigon ve daha yukari yayilimi ile
Ureter alt uglarina invazyonu sonucunda oliguri, anuri, uremi, ddem, sivi
retansiyonu ve elektrolit imbalansi gibi bobrek yetmezligi semptomlar
verebilir. Sirtta ve kalgada devamli kemik agrilari veya siyataljik agrilar kemik
metastazlarina baglh olabilir. Nadiren pelvik lenfadenopatiler, supraklavikular
veya aksiler lenfadenopatiler (genellikle sol tarafli)) bazen semptom sebebi
olabilir. Asit ve plevral eflizyonlar prostat kanserinin nadiren baslangi¢
bulgularidir.

2.1.4. Patoloji
Prostat kanserinin buyuk bir cogunlugunu adenokarsinomlar olusturur
ve bunlarin %70Q’i prostatin periferik zonundan, %20’si transizyonel zondan,
%10'u da santral zondan koken alir. Prostat kanseri %85 vakada
multifokaldir. 40 yasindaki her 100 erkegin 30’'unda mikroskobik latent prostat



kanseri vardir. Cok yavas gelistikleri i¢in bircogu klinik 6nemli hale gelmezler
(212).

Cok nadir gorulebilen diger kanserler; duktal adenokarsinom, musin6z
adenokarsinom, transizyonel karsinom ve noroendokrin (kuguk hacreli)
tumorlerdir.  Prostat adenokarsinomunun degerlendiriimesinde  birgok
derecelendirme sistemi mevcut olmasina ragmen en c¢ok kabul goren
Gleason derecelendirmesidir. Gleason sistemi; tumorun, kuguk buyutmede
tespit edilen glandiler diferansiyasyon, buylme paterni ve stroma ile
iliskisine dayanir. Sitolojik 6zellikler timor derecelendirmesinde rol oynamaz.
Primer ve sekonder yapisal paternler belirlenip, 1'den 5e kadar
derecelendirilir. 1 en iyi diferansiyasyonu, 5 en koétu diferansiyasyonu
gosterir. Bulunan iki sayi toplanarak Gleason skor elde edilir. TUmor tek bir
histolojik paternden olusuyorsa primer ve sekonder paternlere ayni derece
verilir. Gleason skoru, 2’den (1+1=2), 10’a kadar (5+5=10) degisir. Gleason
dereceleme sisteminde skor gruplandiriimasi; 2-4 (dusuk derece), 5-7 (orta
derece) ve 8-10 (yuksek derece) olarak Uglu grup seklinde yapilmistir. Son
calismalar; Gleason skor 7 kanserin, 5 ve 6’ya gore daha kot prognozlu
oldugunu goéstermistir. Bu nedenle 2-4 (iyi diferansiye), 5-6 (orta diferansiye),
7 (orta-az diferansiye), 8-10 (az diferansiye) seklindeki gruplandirma daha

yaygin olarak kullanilmaya baglanmigstir (22,23,24).

2.1.5. Metastatik yayilim
Lokal invazyon ile periprostatik yag dokusuna, ejakulatuar kanallar
vasitasi ile seminal vezikillere, lenfatiklerle bolgesel lenf nodlarina
(hipogastrik, obturator) ve kan yolu ile kemiklere yayilir. Daha ¢ok uzun
kemiklere ve lumbosakral vertebralara metastaz yapar. Ancak diger batin
kemiklere de metastaz yapabilir. Karaciger ve akcigerlere daha az metastaz

yapar.

2.1.6. Prognoz ve Dogal Seyir

Prostat kanserli hastalarin optimum takibi hastanin yasina, genel
saglk durumuna ve tumor risk grubuna gore degisiklik gosterir. Hastalik
surecinin dogal seyri heterojen olabilir. Bu nedenle tedavi karari verilirken

hastanin komorbid durumlari ve beklenen yasam suresi dikkate alinmalidir.



Klinik olarak lokalize prostat kanseri olan hastalar konservatif olarak
tedavi edilir (gdézlem veya sadece hormonal tedavi); Gleason skoru dustk
olan (2-4) prostat kanserli hastalarin 15 yil icinde kanserden 6lme sanslari
oldukga dusuktir (%4-%7). Ancak Gleason skoru yuksek (8-10) olan koti
diferansiye tiumorla hastalarin prostat kanserinden 6lme ihtimalleri herhangi
bir diger nedenden 6lme ihtimalinden daha fazladir. Hatta prostat kanseri
tanisi 80’li yaslarda konsa bile durum boyledir. Klinik olarak lokalize prostat
kanseri tanisi 60 yasindan once konan hastalarin Gleason skoru 8-10 ise,
eger tedavi edilmezlerse 15 yil icinde prostat kanserinden O6lme sanslari
%87’dir (26).



2.1.7. Evreleme
2017 tarihli American Joint Comitte on Cancer (AJCC)'e gore (25)
prostat kanseri evrelemesi Tablo-2 ve Tablo-3 ‘de gosterilmigtir.

[{el)

Bu verilere gore “p” 6n takisi TNM sisteminin klinik siniflandirmasiyla
kiyaslanabilecek patolojik siniflandirmasini  simgeler (pTNM). Klinik
evreleme, genellikle ilk degerlendirmeyi yapan klinisyen tarafindan, dijital
rektal inceleme, serum timor belirleyicileri, timdr derecesi ve goruntileme
yontemleri ile degerlendiriimesidir. Patolojik evreleme ise makroskopik ve
mikroskopik incelemeye dayandirilir. Patolojik evreleme, prognozu
belirlemede klinik evrelemeden daha faydalidir. Cunkl tumaor volumu, cerrahi
sinir, ekstrakapsuler yayilimin boyutu, vezikula seminalis ve pelvik lenf nodu

tutulumu hakkinda bilgi verir.

Prostat kanserinde en uygun tedavinin planlamasi risk
degerlendirmesine gore gerceklestirilir. Kanserin organa sinirli olma, bolgesel
lenf nodlarina yayillim gosterme, uzak metastaz yapma 0&zelliklerinin
degerlendiriimesine evreleme denir. Radyolojik goérintileme (bilgisayarli
tomografi [BT], MRG) ya da kemik sintigrafisi evrelemede kullanilan
yontemlerdir. Son yillarda yuksek sensivite ve spesifite nedeniyle PSMA PET
BT kullanima girmistir. TNM sisteminde, prostat kanserinin organ igine sinirli
olma durumu T evrelemesi (parmakla rektal muayene, PSA, TRUS ve
multiparametrik MRG ile); lenf nodu tutulumu N evrelemesi (BT, MRG ve lenf
nodu drneklemesi ile); ve uzak metastaz M evrelemesi (torakoabdominal BT

ve kemik sintigrafisi) ile tanimlanir (27).

Evrelendirmenin amaci organa sinirh hastalik, lokal yayillim ve
metastaz varligini belirleyerek hastanin en uygun tedaviyi almasini
saglamaktir. Evrelemede T evresi, PSA ve Gleason skoru araciligiyla risk
gruplari saptanir ve tedavi segenegi belirlenir. NCCN Kilavuzuna gore risk
gruplari ¢cok dusuk, duslk, orta, yuksek, ¢ok yuksek, metastatik olarak detayli
alti sinifa ayrilmistir. Ancak daha basit ve pratik olmasi acisindan prostat

kanseri risk siniflamasinda D’Amico sisteminin kullanimi énerilmektedir (28).



Tablo 1. Prostat Kanseri D’Amico Risk Siniflamasi

Diisuk risk Ortarisk Yuksek risk
PSA <10 ng/ml PSA 10-20 PSA >20 ng/ml Tum PSA
ve Gleason ng/ml veya veya Gleason duzeyleri Tum
skoru <7 ve Gleason skoru 7 | skoru >7 veya | Gleason skorlari
cT1l-2a veya cT2b cT2c cT3-4 veya cN+
Lokalize Lokalize Lokalize Lokal ileri

Orta ya da yuUksek risk grubundaki kanserlerin klinik olarak 6nemli oldugu
kabul edilir. DUsuk risk tagiyan hastalarda radyolojik ve nukleer tip yontemleri
kullanilarak yapilan gorunttileme ¢aligmalari uygulanmayabilir.

Orta risk grubunda, PSA <10 ng/ml veya birincil Gleason skoru 4 ise
kemik sintigrafisi, BT, MRG yapilmasi onerilir.

Tablo 2. 2017 AJCC evreleme sistemi ile prostat kanserinin evrelendiriimesi

TUmordn klinik (cT) evresi

Evre cT1: | Klinik olarak gorilebilen ya da palpe edilebilen bir timdr yok, gériintileme
ile de saptanabilen bir timar yok.

Tla Cikarilan dokunun %5’inden azinda timorin histolojik bulgulari mevcut.
Tlb Cikarilan dokunun %5’inden ¢gogunda timaorin histolojik bulgulari mevcut.
Tlc igne biyopsisi ile saptanan timar (6r, PSA’daki yiikselme)

Evre cT2 | Tumor prostat icinde sinirh

T2a Bir lobun yarisini veya yarisindan daha azini tutan tumor

T2b Bir lobun yarisindan ¢ogunu tutan timor, ancak her iki lobu tutmamig
T2c Her iki lobu tutan timor

Evre cT3 | Prostat kapsulinin disina ¢ikan timor

T3a Kapsulin digina yayilim (tek tarafli veya her iki tarafi tutan)

T3b Seminal vezikil ya da vezikilleri tutan timaor

Evre cT4 | Seminal vezikiller disinda timoérin komsu yapilara (mesane boynu, dis
sfinkter, rektum, levator kaslari ve/veya pelvik duvar) yapismasi veya
invaze etmesi.

Tamaorin patolojik (pT) evresi

Evre pT2 | Organa sinirl

pT2a Tek tarafli, bir lobun yarisini ya da daha azini tutan

pT2b Tek tarafli, bir lobun yarisindan gogunu tutan, fakat diger lobu tutmayan
pT2cC iki tarafli

Evre pT3 | Prostat disina yayilim

pT3a Prostat digina yayilim

pT3b Seminal vezikile invazyon
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Evre pT4 | Mesane ve rektum’a invazyon

Bolgesel lenf nodlan

NX Bolgesel lenf nodunun degerlendiriimemesi
NO Bdlgesel lenf nodunda metastaz yok

N1 Bdlgesel lenf nodlarina metastaz var

Uzak organ metastazlari

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var

Mla Bolgesel lenf nodlari disinda metastaz var

M1b Kemik metastazlari

M1lc Kemik metastazlar ile birlikte olan ya da olmayan diger bdlgelerde

metastaz

Tablo 3. Prostat kanseri anatomik evrelemesi, 2018 NCCN kriterleri

Grup T N M (nZ?nA”l\l) Grade (G)
cTla-c NO MO <10 G1
Evre | cT2a NO MO <10 G1
pT2 NO MO <10 G1
cTla-c NO MO 210<20 Gl
cT2a NO MO 210<20 G1
Evre lla pT2 NO MO 210<20 Gl
cT2b NO MO <20 Gl
cT2c NO MO <20 G1
Evre llb T1-2 NO MO <20 G2
Evre llc T1-2 NO MO <20 G3
T1-2 NO MO <20 G4
Evre llla T1-2 NO MO 220 Gl-4
Evre llib T3-4 NO o | Herhand! G1-4
Evre llic HerhTangi NO MO He;,hsi‘gi G5
Evre IVa Herl?rangi N1 MO He;hSTgi Herhangi G
Evre IVb Herl?rangi Herrlllangi M1 He;)hSTgi Herhangi G
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Tablo 4. Gleason Skorlama

Grade Gleason Skor Gleason Patern
Gl <6 <343
G2 7 3+4
G3 7 4+3
G4 8 4+4, 3+5, 5+3
G5 9-10 4+5, 5+4, 5+5
2.1.8. Tedavi

Prostat kanserinde tedavi, cerrahi (radikal prostatektomi, RP),
radyoterapi (RT), hormonal tedaviler (HT), kemoterapi (KT), hedeflenmis
tedaviler ve immunoterapiler yaklasimlarinin risk gruplarina goére tek basina
ya da birlikte kullanimi ile gerceklestirilir. Prostat kanserinde tedavinin

belirlenmesi tartismali alanlardan birisidir. Bunun temel nedenleri:

» Hastalarin yasam beklentisine ve genel saglik durumuna gore tedavinin
degiskenlik gbstermesi,

» Uzmanlik alanlari arasinda tartismali konularin varligi,

» Kilavuzlar arasinda farkhliklar olabilmesi,

» Klinik uygulamaya kilavuz 6nerilerinin birebir yansitiimasinda zorluklar
olmasi,

» Literatirde tedaviye ve kilavuzlara temel olusturan klinik galismalarin
cogunlukla retrospektif verilere dayali, kanit degeri sinirh galismalar
olmasidir. Bunlarin sonucunda, prostat kanseri tedavisinde hekimin ve
hastanin tercihine g6re benzer klinik durumlarda birbiri yerine
uygulanabilecek farkli tedavi secenekleri bulunmaktadir. Bu bdlimde
sirasiyla EAU, ESMO, NCCN ve AUA Kilavuzlar’ ndaki prostat kanseri
tedavi yaklagsimlari her kilavuzun kendi siniflamasi esas alinarak
Ozetlenip, Turk Tibbi Onkoloji Dernedi Prostat Kanseri Kilavuzu
Komitesi’'nin duguk, orta ve yuksek riskli ve ileri evre prostat kanseri icin

tedavi Onerileri verilecektir.

Tum risk gruplari i¢in genel ilkeler;
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Prostat kanserinde tedavi sec¢imi hastanin da dahil edildigi
multdisipliner bir yaklagsimla yapilmalidir. Tedavi karari verilirken, hastanin
yasl, yasam beklentisi (en az 10 yil), performansi, eslik eden saglik sorunlari

ve aile oykusu dikkate alinmalidir.
Dustuk riskli prostat kanseri;
Tedavi secenekleri;

» Aktif izlem
> RT
» Cerrahi (RP)

Calismalar arasinda mutlak gorus birligi olmasa da, aktif izlem igin

uygun hastanin belirlenmesinde asagidaki olgutler dikkate alinir:

» Biyopsi 6rneklerinde 2-3’ten az odakta timoér olmasi
» Herhangi bir biyopsi odaginda %50’den fazla tutulum olmamasi
» PSA <10 ng/ml

> Gleason skoru <4

Aktif izlemde sunlar yapilir:

ik yil 3 ayda bir, sonra 6 ayda bir total PSA ve yillik parmakla rektal

muayene

Tani sonrasi 3-6 ayda biyopsi yapilmadiysa, birinci yil sonunda ve

sonra iki yilda bir tekrar biyopsi
Aktif izlemden ¢ikip tedaviye gecis (klinik Gnem kazanma) kriterleri:

» PSA ikilenme zamani [doubling time] < 1-3 yil
» Biyopside Gleason skoru yukselmesi

> Hastanin izlemi tolere edememesi

Orta riskli prostat kanseri

Tedavi secenekleri:
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» Radikal RT + HT (6-9 ay kisa dénem)
» Cerrahi (RP)
» Yuksek riskli prostat kanseri

Bu grup metastaz olmayan ve yuksek riskli klinik bulgulari olan ve ya

lenf nodu pozitifligi olan hastalardir.

Tedavi secenekleri:

» Radikal RT £ HT (2-3 yil uzun dénem)
» Cerrahi (RP)

Bu risk grubundaki hastalarda tek modalite ile tedavi basarisi dusuk
oldugundan, tedavi kararinin ayrintii evreleme ve mutlak multidisipliner

yaklagim ile verilmesi onerilmektedir.

RP sonrasi RT
1. Adjuvan RT uygulanmasi onerilen durumlar:

» Ekstraprostatik tutulum
» Cerrahi sinir pozitifligi
» Lenf nodu pozitifligi (HT ile beraber)

» Vezikuloseminalis tutulumu
2. Kurtarma RT uygulanabilecek durumlar:

» Hedeflenen en disik PSA degerine ulasilamamasi
» RP sonrasi izlemde PSA artigi (PSA degeri 0,2 ng/ml ulagmadan 6nce
kurtarma RT Onerilir.)

ileri evre hastalik

1. Biyokimyasal niks (non-metastatik PSA nlksu) (6rn. tedavi sonrasi PSA

artisi)
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2. Metastatik prostat kanseri

Biyokimyasal niks

Biyokimyasal nuks, tedavi edilen (cerrahi veya RT) hastada PSA

yuksekligi saptanmasidir.

Bu hastalarda hangi tedavinin uygulanacagi hastaligin 6zelliklerinin
yani sira hastanin bulundugu yerdeki imkénlarla iligkilidir. Ancak karar

asamasinda asagidaki degerlendirmeler belirleyicidir:

> Onceki tedavi

» Yasam beklentisi

» Genel durum (performans durumu)
» PSA ikilenme hizi

Tedavi secenekleri:

» Kurtarma RT (6nceden cerrahi gormus hastalarda)

» Kurtarma cerrahisi ya da kriyoterapi / fokal tedavi gibi alternatif tedavi
yontemleri (gunimuiz sartlarinda o6nceden RT goérmis hastalarda)
Kurtarma cerrahisi uygulanacak hastalar morbidite oranlarinin yuksekligi
acisindan bilgilendirilmelidir.

» ADT (6nceden cerrahi ve/veya RT)

> imminoterapi (6nceden cerrahi ve/veya RT)

> izlem (6nceden cerrahi ve/veya RT)

izleme alinan hastalar icin, izlemde kaldi§i stirece asagidaki islemler

yapiimalidir:

» 6 ayda-1 yilda bir gorunttileme ile metastaz taramasi
» 3 ayda bir PSA olgimu
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Metastatik prostat kanseri

Prostat kanseri ilk tanida metastatik olarak belirlenebildigi gibi izlemde
de metastatik hale gelebilir. Metastatik hastalik igin, sistemik tedaviler

uygulanir.

Metastatik prostat kanseri temel olarak ikiye ayrilr:

» ADT duyarl [hormon naive] olanlar (hi¢ HT almamis)
» Kastrasyona direncli olanlar (daha 6énce ¢ok defalar HT almig)

Hormon duyarli metastatik prostat kanseri
Tedavi secenekleri:

» Kemoterapi alabilecek performans durumundaki hastalarda ADT (6rn.
LHRH analoglari veya bilateral orsiyektomi veya LHRH antagonisti) + KT

» Yas, komorbidite gibi nedenlerle performans durumu kemoterapi almaya
uygun olmayan hastalarda ADT (6rn. LHRH analoglari veya bilateral
orsiyektomi veya LHRH antagonisti)

» Tedavisiz izlem (progresyon oldugunda degerlendirme)

Son klinik calismalar, metastatik hastalikta ADT ile eszamanl olarak
KT uygulanmasinin yasam suresi Uuzerine olumlu etkileri oldugunu
gOstermigtir.  Bunlardan ilki olan CHAARTED c¢alismasinda yeni tani
aldiginda metastatik olan yuksek volimli hastalarda androjen
baskilanmasina ilave edilen 6 kur dosetaksel tedavisi ile sagkalimda ileri
derecede anlamli artis gosterilmistir (29). Bunu takip ederek STAMPEDE
calismasi, metastatik tani konan, takipte metastaz gelisen hastalarda, risk
grubu ayird etmeksizin, kemoterapinin sagkalima katkisi oldugunu
gOstermistir (30). 2015 ESMO kilavuzu, metastatik hormon duyarli prostat
kanseri tedavisinde, ADT ile birlikte dosetaksel uygulanmasini, kemoterapi
alabilecek kadar performansi iyi her hastada ©Onermektedir (31). Ayni
endikasyonda LATITUDE calismasinda Abireteron hem disiik, hem ylksek
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riskli hastada etkili oldugu go6zlenmistir (32). Androjen baskilamasi

kastrasyona direng gelistigi zaman da surdurdlmelidir.

Kastrasyona direncli metastatik prostat kanseri (CRPC)
Kastrasyon direnci tanimi: (27)

» Serum testosteron <50 ng/dl veya 1,7 nmol/l ve

» Biyokimyasal progresyon (en az birer hafta ara ile ardigtk 3 PSA
dlgimunun ikisinde >%50 PSA yukselmesi, PSA >2 mg/ml)

» Ya da Radyolojik progresyon (kemik sintigrafisinde iki veya daha fazla
kemik lezyonunun gorilmesi ya da var olan bir yumusak doku lezyonunda

RECIST kriterlerine goére bilyime olmasi)

Tedavi secenekleri:
Dosetaksel 6ncesi;

> Abirateron
> Enzalutamid

> immiinoterapi (minimal metastatik semptomsuz hastalik icin)

Dosetaksel sonrasi;

> Kabazitaksel
> Abirateron

» Enzalutamid

Bu tedaviler sirasinda ADT surdurilmelidir.

Kemik metastazi olan CRPC Tedavi segenekleri:

» Kemik hedefli ajanlar zolendronik asit [bifosfonat], denosumab [RANK-

ligand inhibitori)
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» Radyum-223 (sadece kemik metastazi olan CRPC hastalarinda
dosetaksel 6ncesinde ve sonrasinda)
» Gerekli olgularda palyatif RT (33).

2.2. Dosetaksel

Kimyasal ismi, (2R,3S)-N-carboxy-3-phenylisoserine, N-tert-butyl
ester,13-ester with 53-20-epoxy-1,2a,4,783,108,13a-hexahydroxytax-11-en-9-
one 4-acetate 2-benzoate-trinydrate dir.

Sekil 1. Dosetakselin kimyasal yapisi

Dosetaksel Avrupa porsuk agaci Taxus Baccata’nin yapraklarindan
elde edilen taxan ailesine ait yari sentetik bir ilagtir. Molekul agirhigi 807.879
g/mol dur. Etki mekanizmasi, hticre igcindeki mikrotubulleri stabilize eder ve
tubulin dimerlerden mikrotubulus olusumunu artirir. Hucrede tubulin /
mikrotubul dengesi bozulur ve nonfonksiyone tubuller lehine denge orani
degisir. Hlcre iginde biriken polimerize mikrotubuller DNA, RNA ve protein
sentezini bozarak G2/M fazinda maksimum sitotoksik etkisini gosterir. Bcl-2
ve Bcl-x gen ekspresyonunun etkilerini tersine c¢evirdigi saptanmigtir.

Dosetakselin  hiicre  iginde  birikimiyle  polimerize  mikrotubullerin
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ayrilamadigina inanilmaktadir. Proliferasyon asamasindaki kanser htcresi,

siklusun G2/M fazinda arrest olur ve apoptoza yonelir (34).

in-vitro galismalar gesitli fare ve insan kanser hiicre hatlarinda 4-35
ng/mL gibi oldukc¢a dusik konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterir. Bir cok
antitumoral ajanla kombine edilerek antitumoral etkilerinde olusabilecek
sinerjistik etkiler arastirilmis; cisplatin veya adriamycin ile herhangi bir
sinerjistik etki saptanmamistir. Vinkristin ile kombinasyonunda additif etki
elde edilmigtir. Siklofosfamid ve 5-FU ile sinerjistik etki gosterdigi tespit

edilmistir.

Dosetakselin in-vivo etkileri, deneysel olarak hayvanlarda olusturulan
tumor ksenogreftleri Gzerinde komplet remisyon olusturmasiyla gosterilmigtir.
insan over, meme ve melanom hiicre paneli ile deneysel olarak hayvanlarda
olusturulan kanser depozitleri Uzerinde kiratif antineoplastik etki gosterdigi

saptanmistir (35-36).

Dosetaksel temel kemoterapi semalari ile androjen refrakter prostat
kanserli hastalarin tedavisinde bir sagkalim avantaji sagladigini gosteren iki
buyuk randomize ¢alismanin sonuglari kemoterapinin rolunu son birkag yildir
onemli olarak degistirmistir. Southwest Oncology Group (SWOG)dan bir
grup arastirici tarafindan hastalar Mitoksantron, Prednizon ile Dosetaksel,
Estramustin, Deksametazon kollarina randomize edilmis. Dosetaksel
kolundaki hastalarda sagkalimda anlaml bir artis (2 ay) saptanmigtir (37).
Tennock ve arkadaslarinin yaptigi ikinci bir calismada 75 mg/m? dosetaksel +
prednizon verilen hastalar ile mitoksantron + prednizon verilen hasta kolu
kargilagtinldiginda benzer bir sagkalim avantaji bildirilmistir (4). Bu
calismalarda metastatik prostat kanserinde ilk kez kemoterapi ile sagkalimda
bir artis oldugu saptanmistir. Bu artis nedeniyle dosetakselin yeni ajanlarla
kombinasyonunu igeren bircok c¢alisma yapiimigtir. Ancak kombinasyon
calismalarinda buglne kadar Kklinik olarak anlamli bir sonu¢ elde
edilememigtir. Dosetakselin doz sinirlayici  olabilen toksik etkileri
miyelosupresyon, noropati veya her ikisinin bir arada bulundugu bir klinik
tablo ile karsimiza ¢ikabilir.
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2.3. Acorus calamus (Hazanbel)

Hindistan’da, 2200 rakimda dahi yaygin halde bulunabilen bitki;
Turkiye, Avrupa, Dogu Asya ve Kuzey Amerika’nin iliman bdlgelerinde, nehir-
g6l yataklarinda yetisir. Eski Misirlilar tarafindan, MO 1300’li yillarda, ilag ve
parfimeri hammaddesi olarak kullanildigi saniimaktadir. MS 1. yilzyilda
yasamis, Anazarba dogumlu Anadolu hekimi Pedanius Dioscorides
tarafindan Hazanbel, “Calamus aromaticus” (Kalamos Euodes) olarak
adlandinimigtir.  Tutin'e gore Hazanbel, 1550 yillarinda, Turkiye’'den
Avrupa’ya tibbi bitki olarak goturiimis ve orada yayllmistir. Hazanbel
bitkisinin, kromozom sayilarina goére belirlenen, doért sitotipi bulunur.
Hindistan’da yetisen tetraploit form, bitkinin toksik bileseni olan ‘beta-asaron’
icerir. ‘Beta-asaron’ icermedigi icin tercih edilen diploit formlar, Turkiye'de ve
Kuzey Amerika’da bulunur. Triploit formlar, meyve vermez ve sadece vejetatif
yolla Ureyebilir. Hazanbel, Ulkemizde “egir koku”, “azakegeri’, “kurtluca”
adlariyla da bilinmektedir. Sapanca, Yenicaga ve Beysehir gollerinin

kiyillarinda yetismektedir (38).

Beta-asaron, geleneksel Cin tibbi Acorus calamus'un ana biyoaktif
bilesenlerinden biridir. Onceki g¢alismalar antifungal ve anthelmintik
aktivitelere sahip oldugunu goéstermistir (39-40). Bununla birlikte, antikanser
etkileri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bir ¢alismada, LoVo kolon kanseri
hiicre hatlar Uzerindeki inhibitor etkileri belirlemek ve in vitro ve in vivo altta
yatan mekanizmalar acgikliga kavusturmaylr amaclamigtir. Doz-yanit ve
zamana bagh anti-proliferasyon etkileri MTT analizi ile incelenmis olup
bulgular LoVo hicre canhliginin B-asaronda doz ve zaman bagimliligi
gosterdigini ortaya koymustur. Flow sitometri kullanilarak anneksin V-
floresein izotiosiyanat / propidyum iyodir protokolilyle B-asaronun apoptotik
etkisi gosterilmistir. Kaspaz-9 ve kaspaz-3 kaskadlarini harekete gecirmenin
yani sira mitokondriyal membran potansiyelini azaltip ve Bcl-2-Bax oranini
dusurerek mitokondriyal / caspase yolu ile apoptozu tetikledigi géraimustar.
LoVo timdr ksenograftlarini tagsiyan nude farelerde (-asaron ile tedavi
edildiginde, tumor hacimlerinin azaldigi ve eksize edilen dokunun terminal

deoksinukleotid transferaz aracii TUNEL yoOntemiyle de apoptotik
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degisiklikler oldugu gosterildi. Birlikte ele alindiginda, bu bulgular ilk kez -
asaronun kolon kanserinin blyumesini baskilayabileceginin kaniti sagladigi
ve bunun sonucunda ortaya c¢ikan apoptozun muhtemelen mitokondri /
caspase yolaklar araciliiyla aracilik ettigi ortaya konmustur (41-42-43).
Ayrica B-asarone ile yapilan bir ¢alismada kolorektal kanser huicrelerinde
apoptotik etkisinin Lamin B1 aracilikl olabilecegi disunulmustir. B-asarone
lamin B1 i artirdidi, lamin A-C yi artirmadigi gézlenmigtir. Lamin B1 artisinin
da apoptozu tetikleyen p53, p21, oct-1 ve p15 i uyardigi tahmin edilmektedir.
(44)

Tuarkiye'’de H. Koca ve arkadaslar tarafindan Acorus calamus
kokunin etanolik ekstraktinin insan prostat kanser LNCaP hucre dizisinde
hicre gogalmasina, anjiogeneze ve apoptozise olasi etkileri in vitro ortamda
cahsilmigtir.  Hucreler 24 ve 48 saat boyunca c¢esitli ekstrakt
konsantrasyonlariyla muamele edilmis ve bu konsantrasyonlardaki
ekstraktlar 24 ve 48 saatte LNCaP hicre yasayabilirligini kontrolle
kargilasgtinldiginda doza ve zamana bagh olarak %44’lere kadar azalttigi
gérilmus. Bolinmis PARP, VEGF-A proteini ve gen ekspresyon
miktarlarinda 24 ve 48 saat sonra belirgin degisiklikler gézlemlenmistir. Bu
calisma Acorus calamus kokunun etanolik ekstraktinin zaman ve doz bagiml
olarak guclu bir anti-kanser, anti-anjiogenik ve apoptotik etkileri olabilecegini

ortaya koymaktadir (45).

21



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Prostat Kanseri Hiicre Hatlarinin Ozellikleri

PC-3 prostat kanseri hiicre hatti hormon direngli prostat kanseri kemik
metastazindan Uretilmistir. Prostat antijeni eksprese eder. Dusuk 5 alfa
reduiktaz aktivitesine sahiptir. DU-145 hucre hatti ile karsilastirildiginda daha
yiksek metastaz yapma potansiyeline sahiptir (46). PC-3 hucreleri kalttr
ortaminda hem tek tabakali ylizeysel buyume yetenedine hem de yumusak
agar suspansiyon ortaminda kontrolsiz c¢ogalma yetenegine sahiptirler.
Siganlara verildiklerinde cilt altinda timor olusturabilirler. Transplante edilen
timor hucrelerinin - kultird ile olusturulan insan kanser hicre hatti,
baglangigta tumor olusturmak Uzere kullanilan kanser hucreleri ile
esdegerdir. ilaca direngli prostat kanser hiicreleri olan PC-3 hiicreleri normal
prostat hucreleri ile karsilastirildiginda androjenlere, glukokortikoidlere,
epidermal buyume faktdre veya fibroblast kaynakli bluyime faktorine kargi
yanitsiz oldugu ve serumdaki diger biayume faktorlerine karsi da ¢ogunlukla
direncli oldugu saptanmistir. PC-3 kanser hucreleri, fonksiyon gérmeyen
androjen reseptorleri (AR), IL-6 reseptdr ekspresyonu ve IL-6 sekresyonu
yapabilme yetenegine sahiptirler. PC-3 hucrelerinin foksiyonel ve morfolojik
Ozellikleri, koétlu diferansiye adenokarsinomlardaki ile aynidir. Bu hucreler,
metastatik prostat kanser hucrelerinin biyokimyasal degisikliklerini ve onlarin

kemoterapotik ilaglara kargi yanitlarini arastirmada faydalidir.

DU-145 prostat hlcre serisi prostat kanseri tanisi almis 69 yasindaki
bir erkek olgunun beyin metastazindan uUretilmis, Stone ve arkadaslari
tarafindan izole edilmistir (47). Hormonoterapiye ve kemoterapiye direncli
olarak bilinir. “Nude” farelere enjekte edildiginde derece Il prostat

adenokarsinomu olusturan timaorojenik etkisi vardir.

Chakraborty ve Vonstein DU-145 prostat hiicrelerinin hiicresel iskelet
yapilarini 1sik, elektron ve immunfloresan mikroskobunda incelemigler ve
insan prostat kanseri Uzerinde yapilacak ileri ¢alismalar icin mukemmel in
vitro model olusturacagdini bildirmiglerdir (48). izole hiicreler yumusak agarda

koloniler olustururlar. Hem hicre hattinin hem de orijinal timorin ultra
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yapisal analizinde desmozom, tonofilaman ve mikrovillus icerdigi
gosterilmigtir. Ayrica birgok mitokondri, iyi gelismis golgi aparatlari ve

heterojen lizozomlar igerdigi goralmustar. Prostat antijeni eksprese etmez.
3.2. Hucre hatlar ve kultir ortaminin hazirlanmasi

insan hormon-direncli prostat kanseri hiicre hatlari olan PC-3 , DU-
145, Interlab Cell Line Collection (ICLC), dan temin edildi. Bu htcre hatlari,
50 ml‘lik kaplara (Falcon) RPMI 1640 besiyeri (Kibutz Beit Haemeh, 25115,
Israel) ile birlikte kiltirde gogaltimak Uzere vyerlestirildi; ortama 2 uM
glutamin (Kibutz Beit Haemeh, 25115, israel), %10 fetal bovin serumu (Life
Technologist) ve % 1 streptomisin eklenerek tek katman halinde gogaltildi.
Hucre kultar islemleri Hood (NuAire,USA) ve inkubatorde (NuAire,USA)
gerceklestirildi. islem éncesi Hood 30 dakika ultraviyole lambasi ile sterilize
edildi ve ardindan alkol ile silindi. Sivi nitrojende (-196 °C) saklanmis olan
PC-3, DU-145 hicre o6rnekleri oda sicakliginda eritildi ve 50 mllik flasklara
steril sartlarda aktarildi. Uzerine 10 ml besiyeri eklendi. Flask inkiibatdre
konmadan 6nce kapagi hafif gevsetildi ve hucreler humidifiye, 37 °C" de %5
CO2 ortaminda c¢ogaltildi. Kualtir medyumu haftada iki defa degistirildi.
Pasaijlar, hicrelerin ¢cogalma ve morfolojileri gézlemlenerek gerceklestirildi.
Her pasaj sirasinda ortalama 2 milyon hicre, 10 ml besiyeri konmus flasklara
alindi. Hucreler kaplardan tripsin-EDTA (Biological industries indianapolis) ile
muamele edilerek ayristirildi ve trypan blue dye exclusion test ile boyanarak

hem canhlik hem de enfeksiyon agisindan degerlendirildi.

3.3. ilaglarin Hazirlanmasi ve Hiicrelere Eklenmesi

Calismamizda PC-3, DU-145 prostat kanseri hucre hatlarinda Acorus
calamus bitki ekstrakti ve dosetakselin farkh dozlarinin tek basina ve kombine

uygulanmasindaki antitimoral etkinliginin arastirilmasi planlanmigtir.

Calismamizda kullanilan Acorus calamus bitki kokleri Mugla-Fethiye
bdlgesinden agdustos-eylul aylarinda toplanmistir. Toplanan Acorus calamus

kokl %96 lik etil alkol ile 1/10 oraninda karisim elde edilecek sekilde 24 saat
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karistirildi. Sonra slzlldid. Sdzunti vakumda buharlastiriidi. Kalan toz

kullaniimak tzere alindi.

Dosetaksel sivi formda 0,002 M stok solusyon olusturmak Uzere
DMSO" da ¢oOzuldl. Acorus calamus bitki ekstrakti 0,3 M stok solusyon
olusturmak Uzere etanolda ¢odzildd. Stok solisyonlari -20°C’ de saklandi.
Calismanin basinda 96’ lik “well plate” kaltlr kaplarina her bir well (kuyucuk)
icine toplam 100 pl volum iginde 10 000 hicre olacak sekilde (sadece
besiyeri koyularak negatif kontrol olarak kullanilacak kuyucuklara da 100 pl
besiyeri koyularak) ve her bir konsantrasyon icin Ucli kontrolli (triplicate)
hicre ekimleri yapiimisti. Dosetaksel deneyimizde calisilan konsantrasyonlar
0,5 pg/l, 1 pg/l, 5 pg/l, 10 pg/l, 20 pg/l, 40 pg/l ve 80 pg/l olarak planlandi.
Acorus calamus bitki ekstrakti icin konsantrasyonlar 100 pg/l, 250 ug/l, 500
pg/l, 750 pg/l, 1000 pg/l, 1250 pg/l olarak belirlendi. Hiicre ekim isleminden
sonra 24 saat boyunca inkibatérde bekletilen kuyucuklara planlanan
konsantrasyonlardaki dosetaksel, Acorus calamus bitki ekstrakti toplam 100
Ml volim iginde olacak sekilde, tek baslarina veya kombine edilecekleri
dozlarinda 24, 48 ve 72 saatlik sitotoksisite analizleri icin eklendi (her bir

deney 3 kez tekrarlanacak sekilde).

3.4. Sitotoksisite Ol¢imii

Sitotoksisite analizi icin XTT Proliferasyon Kit (Roche Applied Science,
Penzberg, Germany) kullanildi. Analizin temeli tetrazolium tuzunun canh
hicreler tarafindan metabolize edilmesinden sonra sari renk tonundan
turuncu renge donusmesine dayanir. Canli hicrelerin  mitokondrilerinde
normalde sari renkte olan tetrazolium tuzu metabolize edilerek
parcalandiktan sonra farmazan molekulline donusur. Farmazan ise ortami
turuncu renge boyar ve boylece hucrenin canhligi mitokondrideki bu
kolorimetrik reaksiyon sonrasi meydana gelen renk degisikligi ile indirekt

olarak saptanmis olur.

XTT solusyonu; sodium3’-[1-(phenyl-aminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-

bis(4-methoxy-6-nitro) benzene sulfonic acid hydrate ile N-methyl
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dibenzopyrazine methyl sulfate’ in 50:1 oraninda karistiriimasi ile elde edildi.
Her bir kuyucuga 100 uyL XTT solusyonu konduktan sonra well-plate’ler
(Corning Glass Works, Corning, NY, USA) nemli atmosferde inkubatore
yerlestirildi. Dosetaksel ve Acorus calamus bitki ekstrakti ile 24, 48 ve 72
saat muamele edilen hiicrelerin sitotoksisite 6lcimu icin her bir well-platedeki
kuyucuklara 24., 48. ve 72. saatlerde 100 yL XTT konduktan sonra 4 saat
sonunda her kuyucugun absorbans degeri 450 — 490 nm referans araliginda

mikro plaka okuyucuda ol¢ulda.

Sitotoksisite orani; % Sitotoksisite= 1 - (Deneysel Absorbans / Pozitif

kontrol absorbansi) x100 formulu ile hesaplandi.

3.5. Apoptoz

Organizmadaki htcrelerin fizyolojik ya da fizyolojik olmayan nedenlere
bagli olarak komsu hucrelerden ayrilip bir takim degisikliklerden sonra yok
olmasina apoptoz denir. Apoptoz sonucu iltihabi bir durum goértulmez.
Programli hicre o6lumu olan apoptoz genetik olarak kontrol edilir. Apoptoz

gelisiminde gorulen basamaklar asagidaki gibidir;

1. Hucre yogunlugu artar ve buna bagl olarak hucre zari duzgun halini

kaybeder.
2. Endoplazmik retikilum (E.R.) genisler ve hicre zarina birlesir.

3. Sitozolde organeller bir araya toplanir, fakat nekrozdaki gibi sismez ve

normal yapilarini korurlar.

4. Mikrovilluslar kaybolur, hucreler arasi desmozom baglantilari kopar ve

komsu hucreler birbirinden ayrilir.

5. Nukleus kugulur, nuklear kromatin yogunlasir. Bunun sonucunda nukleus
membraninda kep seklinde goruntuler olusur ve nukleus zari dalgali bir hal

alir. Bu arada nukleus zari porlari da kaybolur. NUkleus zari pargalanir.
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6. Hucre ici kalsiyum konsantrasyonu artar. Kalsiyum artisina bagh olarak

hiicre ici endonikleaz aktivitesi artar.

7. Endonukleaz aktivitesi sonucu DNA 180-200 baz cifti veya katlari seklinde
nukleozomal bolgelerden  kirilarak  DNA  kiriklart  olusur.  Jel

elektroforezinde merdiven seklinde bant gérintisunu alir.

8. Hucre zarinda tomurcuklanma bagslar ve hucre apoptotik cisimcikler
halinde pargalanir. Apoptotik cisimciklerde organeller ve kromatin
parcaciklari bulunur. Tomurcuklanma sirasinda hucre igerigi hucre disina

Sizmaz.

9. Bunu takiben, yuzey belirleyicileri yardimiyla, komsu epitelyum hucreleri
ve makrofajlar tomurcuklanip kopan apoptotik cisimcikleri fagosite ederek
onlarin lizozomlarda sindiriimesini saglar. O nedenle apoptoz sonucu

enflamasyon gorulmez.

Apoptotik yolaktaki baslica faktorler sunlardir:

Oluim reseptérleri: Apoptoz kaspaz aktivasyonu ile iligkili bir takim
farkli hiicre ylizey reseptdrlerinin uyarilmasi sonucu geligir. Ornegin CD95
(APO-1 Fas) reseptor ligand sistemi periferal lenfoid yapinin homeostazi ve
CTL tarafindan yodnetilen hedef hlcre o6lduriimesi gibi patofizyolojik ve
fizyolojik sureclerde rol alir. Fas reseptori ligand veya agonist antikorla
uyarildiginda kaspaz bagimh programlanmis hicre o6lumuine yol agan bir

sinyal ileti kaskadini baslatir.

Membran degisiklikleri: Apoptozun erken evrelerinde hucre yuzeyinde
ve plazma membraninda bir takim degigiklikler olur. Bunlardan biri
fosfatidilserinin (PS) plazma membraninin i¢ yizeyinden dis ylzeyine dogru
yer degistirmesidir. Bunun sonucunda PS hicre ylzeyinin dis kisminda
ortaya ¢ikar.

Proteaz kaskadi: Bir intraselUler sistein proteaz ailesi olan kaspazlarin
(Cysteinyl-aspartate-specific proteinases) aktivasyonuna neden olan sinyaller

apoptozun cesitli uyarilar sonucunda baglamasi ve sonlandiriimasinda kritik
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bir rol oynarlar. En iyi bilinen kaspazlardan birisi interleukin—1
aktivasyonundan sorumlu bir sistein proteaz olan kaspaz-1 veya ICE’dir

(Interleukin-1-Converting Enzyme).

Mitokondrial degisiklikler: Apoptoz sirasinda mitokondrial gegirgenlik
degisir ve apoptoza spesifik proteazlar agiga cikar. Spesifik olarak dis
mitokondrial zarin devamsizligi sitokrom C’nin sitozolde yeniden dagilimi ve
ic mitokondrial zarin depolarizasyonuna yol acar. Sitokrom C (Apaf—2) ‘nin
acgiga ¢ikmasi Apaf-1‘e baglanarak ve buna bagl olarak Apaf-3 (kaspaz 9)u
aktive ederek kaspaz aktivasyonunu uyarir. AlF (apoptosis inducing factor),
sitoplazmaya salindiginda proteolitik etkiye sahiptir ve apoptozu kendi basina

indukleyebilir.

DNA fragmantasyonu: Apoptozun en 6nemli biyokimyasal gostergesi
genomik DNA’'nin fragmantasyonudur. Bu fragmantasyonun endojen
kalsiyum ve magnezyum bagimli nuklear endonukleazin aktivasyonu sonucu
gelistigi gosterilmigtir. Bu enzim DNA’yl nukleozomal birimler arasindan
kirarak mono ve oligontkleozomal fragmanlarin olusumuna yol agar. Buna
karsilik ntkleozomlarin DNA’si ¢ekirdek histonlarla (H2A, H2B, H3 ve H4)
siki sikiya baglidir ve endonukleazin etkisinden korunur. Ortaya ¢gikan DNA
fragmanlari 180 bp alt birimler olusturur ve agaroz jelde merdiven seklinde
bant goruntlisu alinir (DNA ladder). Apoptotik hucrelerin sitoplazmalarinda
mono ve oligonukleozomlarin artiyor olmasi DNA pargalanmasinin plazma

membraninin yikimindan birkag¢ saat dnce baglamasina baglidir.

3.5.1. Apoptozun Degerlendirilmesi
3.5.1.1. Apoptozisin ELISA Yodntemiyle Belirlenmesi
ilaglarla tek tek ve kombine olarak muamele edilen hiicrelerden ve
ilag eklenmeyen kontrol hicreleriden elde edilen hucre lizatlari, kitin (Cell
Death Detection ELISA kiti ) ihtiva ettigi streptavidin kaph plakalara eklendi.
Histon proteinleri ve DNA fragmentlerine karsi (Anti-histon biotin ve Anti-
DNA-Peroksidaz) antikorlari iceren reaktiften 80 pl eklenen plaka, oda
sicakliinda 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sirasinda anti-histon antikoru
bir taraftan nukleozomlardaki histonlara tutunurken bir taraftan da olusan

immunokompleks streptavidin kapli plakalara tutunmaktadir. Anti-DNA-

27



Peroksidaz antikoru ise nukleozomlar arasindaki DNA’lara baglanmaktadir.
Baglanmayan bilegenlerin ylkama basamaklariyla uzaklastiriimasindan
sonra, nikleozomlarin ~ miktarinin  kantitatif  olarak  belirlenmesi
immunokomplekslere  tutunmus olan  peroksidazlarin  dl¢iimesiyle
gerceklestirilir.  Peroksidaz, ABTS (2,2'-azino-bis-[3-etilbenzthiazolin-6-
sulfonik asit]) substrati ile 405 nm ve 490 nm referans dalga boyunda ¢ok
modlu plaka okuyucuda o6lguldu. Kitin ihtiva ettigi ve %100 apoptotik hicreler,
hdcre lizatlarinda meydana gelen histon ve DNA fragmentleri miktarindaki

artis, apoptozis miktarindaki artisla dogru orantili olarak degerlendirildi.

3.5.1.2. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS versiyon 21 yazihm kullanilarak yapild.
Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik
grafikleri) ve analitik yontemler (Kolmogorov-Smirnov/Sharpio-Wilk testleri)
kullanilarak incelendi. Guruplar arasindaki fark tek yonli ANOVA testi
kullanilarak karsilastinidi. p degerinin  0.05'in altinda oldugu durumlar
istatistiksel olarak anlamli sonuglar olarak seklinde degerlendirildi. Grafikler
GraphPad Prism 8 programi ile cizdirildi. iki ayri molekiiliin degisik
konsantrasyonlardaki kombine sitotoksik etkilerinin derecesini belirlemede
birkag metod kullanilmaktadir; Bu metotlardan Isobologram, Nonlinear
Mixture modeli ve Kombinasyon indeksi (Cl) yaygin olarak kullanilmaktadir.
Cl analizi, iki ayri molekllin degisik konsantrasyonlarda kombine
kullanildiginda meydana gelen sitotoksik etkinin sinerjistik, additif veya
antagonistik olup olmadigi Calcusyn bilgisayar programi ile hesaplanarak

saptanir.

CalCusyn bilgisayar programi ortak mekanizma veya ortak hedefi olan
molekullerin ~ farkli  mekanizma veya farkh  hedeflere  ydnelen
kombinasyonlarinin sinerjistik, additif veya antagonistik etkilerini otomatik
olarak hesaplamak ve grafik ile gdstermek amaciyla gelistiriimigtir. Bu
programda kullanilan kombinasyon indeksi (Clynin aldigi deger 0,1e
yaklastikca sinerjistik etki artar; 1,1’e dogru yaklastikca kombine sitotoksik
etki azalir ve additif etki anlamina gelir. Cl degerinin 1,1 ile 3,3 arasinda

olmasi antagonist etkiyi gosterir (49-50-51).
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Tablo 5. CalCusyn bilgisayar programina goére iki molekllin kombine
sitotoksik sinerjistik-aditif-antagonistik etkilerini degerlendirmek icin dikkate

alinacak CI degerleri.

Cl ( Kombinasyon indeksi) Kombine sitotoksik etki
0,1< Cok kuvvetli sinerjizm
0,1-0,3 Kuvvetli
0,3-0,7 Sinerjizm
0,7-0,9 Hafif sinerjizm
09-11 Additif
1,1-1,45 Hafif antagonizm
4. BULGULAR

4.1. PC-3, DU-145 Hiicre Hatlarinda Dosetaksel ve Acorus calamus
bitki ekstraktinin Zamana Bagimh Anti Timoral Etkilerinin Gosterilmesi
ve IC50 Degerinin Saptanmasi ve ICso Konsantrasyonunun Altindaki
Dozlarda ilag Kombinasyonlarinin Kombinasyon indeksleri

Hesaplanmasi

Acorus calamus bitki ekstrakti 100, 250, 500, 750, 1000, 1250 pg/I'k
konsantrasyonlari ve dosetaksel 0,5, 1, 5, 10, 20, 40, 80 pg/I'lik
konsantrasyonlari 24.saat, 48.saat ve 72.saatlerdeki sitotoksisitesinin
spektrofotometrik yontemle belirlenebilmesi icin alti ayri deney olusturacak
sekilde deney planlamasi yapildi. Her deney grubunda sadece besiyeri ve
besiyeri ile birlikte hicre bulunacak sekilde iki adet pozitif kontrol saglandi.
Pozitif kontroller ve farkh ilag konsantrasyonlarinin bulundugu her deney g
defa tekrarlandi. 24, 48. ve 72. saatlerde XTT metodu ile optik dansite
Olgimlerine dayanilarak hicre canliliklari belirlendi. Sekil 2A-C ve Sekil 4A-C
‘da dosetakselin PC-3, DU-145 hucre hatlari Gzerindeki sitotoksik etkisi hem
artan dozlarda hem de inkubasyon suresine gore goOsterilmigtir. Acorus
calamus ekstrakt 24, 48. ve 72. saatlerdeki artan dozlardaki % canllik
degerleri ise Sekil 3A-C, Sekil 5A-C’de gosterilmigtir. PC-3 hlcre hattinda
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dosetaksel icin IC50 degeri: 0,04 pug/ml, Acorus calamus bitki ekstrakti icin
IC50 degeri: 396,7 pg/ml olarak saptanmistir. DU-145 hilicre hattinda ise
dosetaksel icin 1IC50 degeri: 0,005 pg/ml, Acorus calamus bitki ekstrakti igin
IC50 degeri: 168,6 ug/ml olarak gorulmustar.

ICs0 konsantrasyonunun altindaki dozlarda ilag kombinasyonlarinin
kombinasyon indeksleri hesaplandi. PC-3 hiicre hattinda 100 ug/ml ekstrakt
ve 1 yg/ml dosetaksel altinda, DU-145 hucre hattinda ise 100 pg/ml ekstrakt

ve 0,5 yg/ml dosetaksel altinda sinerjizm saptandi.

Kontrol grubuna gére anlamli olanlar (P<0.05 olanlar) grafikte yildizla

isaretlendi.
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Sekil 2 A-C: 24-48-72 saatte PC-3 hlcre hattinda dosetakselin degisen

konsantrasyonlarinda gézlenen sitotoksisite A: 24 saatte B:48 saatte C: 72 saatte

¥ :p<0.005, *: p<0.001

PC-3 hucre hattinda dosetaksel'in 24. saatte 80 pg/ml dozda, 48. saatte 5 pg/ml den
itibaren, 72. Saatte ise tUm dozlarda sitotoksisiteyi kontrole gore istatistiksel olarak
doz ve zamana bagli olarak anlamli bir sekilde artirdigi saptandi. En fazla ise
p<0.001 ile 72. saatte 80 pg/ml dozda artirdigi saptandi.
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Sekil 3 A-C: 24-48-72. saatte PC-3 hicre hattinda Acorus calamus bitki ekstraktinin

degisen konsantrasyonlarinda gozlenen sitotoksisite A: 24. saatte B: 48. satte C:72.
saatte

PC-3 hicre hattinda Acorus calamus bitki ekstraktin 24. saatte 1250 pg/ml
dozda, 48. saatte 1000 pg/ml den itibaren, 72. Saatte ise 750 pg/ml den itibaren

sitotoksisiteyi kontrole gore istatistiksel olarak doz ve zamana bagli olarak anlamli
bir sekilde artirdidi saptandi.
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Sekil 4 A-C: 24-48-72. saatte DU-145 hiicre hattinda dosetakselin degisen

konsantrasyonlarinda gozlenen sitotoksisite A: 24. saatte B: 48. satte C:72. saatte

DU-145 hucre hattinda dosetaksel'in 24. saatte 40 pg/ml dozdan itibaren, 48.
saatte 5 pg/ml den itibaren, 72. saatte ise tim dozlarda sitotoksisiteyi kontrole gore
istatistiksel olarak doz ve zamana bagl olarak anlamli bir sekilde artirdigi saptandi.
En fazla sitotoksisiteyi p<0.001 ile 72. saatte 80 pg/ml dozda artirdigi géralda.
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Sekil 5 A-C: 24-48-72. saatte DU-145 hicre hattinda Acorus calamus bitki
ekstraktinin degisen konsantrasyonlarinda gdzlenen sitotoksisite A: 24. saatte B: 48.

satte C:72. saatte

DU-145 hicre hattinda Acorus calamus ekstrakt in 24. saatte 1250 pg/ml
dozda, 48. saatte 1000 pug/ml den itibaren, 72. Saatte ise tum dozlarda sitotoksisiteyi
kontrole gore istatistiksel olarak doz ve zamana bagl olarak anlamh bir sekilde

artirdig1 saptand..
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4.2. Acorus Calamus Bitki Ekstrakti ve Dosetaksel

Kombinasyonlarinin Sitotoksisite Analizi

PC-3, DU-145 hucre hatlarinda Acorus calamus bitki ekstrakti ve
dosetaksel'in degisen konsantrasyonlarda doza ve zamana bagl olarak artan
sitotoksisite verileri elde edildikten sonra, bu ilaglarin klinik kullanima uygun
ve ICso degerlerinin altindaki konsantrasyonlar secilerek kombinasyonlar
olusturuldu ve 72. saatteki sitotoksisite oranlari saptandi (sekil 6-7A-C).
Kontrol grubuna gore anlamli olanlar (P<0.05 olanlar) grafikte yildizla

isaretlendi.
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Sekil 6 A-C: PC-3 hlicre hattinda 24-48-72. saatte dosetaksel ve Acorus calamus
ve 0,5 pg/ml dosetakselden itibaren sitotoksisitenin istatistiksel olarak anlamli
derecede artirdidi; 48. Ve 72. saatte tim dozlarda sitotoksisitenin istatistiksel olarak

bitki ekstrakti kombinasyonunun degisen konsantrasyonlarinda gozlenen

sitotoksisite A: 24. saatte B: 48. saatte C:72. saatte

anlamli derecede artirdigi saptandi.
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Sekil 7 A-C: DU-145 hucre hattinda 24-48-72. saatte dosetaksel ve Acorus calamus
ekstrakt kombinasyonunun degigsen konsantrasyonlarinda gozlenen sitotoksisite A:

24. saatte B: 48. saatte C:72. saatte

DU-145 hicre hattinda 24. Saatte 500 pg/ml den itibaren sitotoksisitenin

istatistiksel olarak anlamli derecede artirdigi; 48. ve 72. saatte tum dozlarda

sitotoksisiteyi istatistiksel olarak anlamli derecede artirdig1 saptandi.
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4.3. Dosetaksel ve Acorus calamus ekstrakti PC-3 ve DU-145 hiicre
hatlarinda  sitotoksisite @ gosteren tekli uygulamalarinin  ve

kombinasyonlarinin apoptotik etkileri

XTT ile yapilan sitotoksisite deneyleri ile dosetaksel ve Acorus
calamus bitki ekstraktinin sinerjik sitotoksisitesinin gosterilmesinden sonra
tek baslarina ve kombinasyonlarin prostat kanser hucreleri Uzerindeki
apoptoz indukleyici etkilerinin arastirilmasi amaciyla Cell Death Detection
ELISA yontemiyle apoptoz deneyi yapildi. Dosetaksel ve Acorus calamus
bitki ekstrakti tekli ve kombinasyonlarinin PC-3, DU-145 hicre hatlarinda
apoptotik etkilerini arastirmak icin 72. saatte DNA fragmantasyon yuzdeleri
Olculdu. Sonuglar sekil 8-9 da gosterildi. Grafiklerde dosetaksel ve Acorus
calamus bitki ekstrakti tekli deneyleri icin One-way ANOVA ardindan Dunnett
testi kombinasyonlar icin One-way ANOVA ardindan Tukey testi uygulandi.
Kontrol grubuna goére anlamli olanlar (P<0.05 olanlar) grafikte yildizla

isaretlendi.
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Sekil 8 A-C: PC-3 hiicre hatlarinda Acorus calamus bitki ekstrakti ve dosetakselin

tekli ve sinerjik kombinasyonlarinin hiicre hatlarinda 72. saatteki apoptotik etkileri A:
Dosetaksel B: Acorus calamus ekstrakt C: Kombinasyon

PC-3 hiicre hattinda Acorus calamus bitki ekstrakt ve dosetaksel in tekli

calismasinda tum dozlarda kontrole gore istatistiksel olarak apoptozun anlaml
derece artirdigy;

Kombinasyonda deneyinde ise 100 pg/ml ekstrakt, 0,5 pg/ml dosetaksel ve
kombinasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli

derecede apoptozun arttigi
g6zlemlenmigtir.
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Sekil 9 A-C: DU-145 hiicre hatlarinda Acorus calamus ekstrakt ve dosetaksel tekili

ve sinerjik kombinasyonlarinin hiicre hatlarinda 72. saatteki apoptotik etkileri A:
Dosetaksel B: Acorus calamus ekstrakt C: Kombinasyon

DU-145 hicre hattinda Acorus calamus bitki ekstrakt ve dosetaksel in tekli

¢alismasinda tim dozlarda istatistiksel olarak apoptozun anlamli derece artirdigi;

Kombinasyonda deneyinde ise 100 pg/ml ekstrakt, 0,5 pug/ml dosetaksel ve
kombinasyonlarinda istatistiksel olarak anlaml

derecede apoptozun arttigi
gbzlemlenmisgtir.
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5. TARTISMA

Bu calismada Acorus calamus bitki ekstrakti ve dosetakselin prostat
kanseri hucre hatlari olan PC-3, DU-145 hicre hatlarindaki sitotoksik ve
apoptotik etkileri arastiriimistir. Acorus calamus bitki ekstrakti ve dosetaksel
kombinasyonunun prostat kanseri hicre hatlarindaki antitimoral etkisi ilk

defa bu ¢alismada gosterilmigtir.

Bizim calismamizda Dosetaksel uygulamasinin, hicre hatlan
uzerindeki sitotoksisitesi saptandiktan sonra sitotoksitenin apoptoz araciligi
ile oldugunu gosterilmesi icin hicrelere artan dozlarda dosetaksel uygulanip
72 saat sonra hucrelerdeki DNA fragmantasyon yuzde oranlari incelendi. PC-
3 ve DU-145 hucre hatlarinda tum dozlarda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde apoptotik etkiyi artirdigi saptandi (sekil 8-9A-C). Bu
veriler, dosetakselin monoterapi ile, agresif yapidaki prostat kanseri hicre
hatlarinda artan dozlarda doz ile dogru orantili olarak apoptoz aracilikh

sitotoksisiteye yol agtigini gostermektedir.

Dosetaksel kastrasyon duyarli ve direngli metastatik prostat
kanserinde hala etkili bir tedavi yontemidir. Dosetakselin hem preklinik hem
de klinik ¢alisma sonuglari bunu desteklemektedir. Docetakselin prednol ile
kombine yapilan metastatik hormon direncli prostat kanserlerde randomize
TAX 327 faz 3 klinik galismasinda gorilmus ki; prednolun dosetaksel ile
kombinasyonu, mitoksantron ve prednol kombinasyonuna goére serum PSA
duzeylerini dusurduagu, sagkalimi artirdigi, agriyr azalttigi, tedaviye yaniti ve
progresyon suresini uzattigr saptandi. (52) CHAARTED c¢alismasinda yeni
tani aldiginda metastatik olan yuksek volumlu hastalarda androjen
baskilanmasina ilave edilen 6 kiur dosetaksel tedavisi ile sagkalimda ileri
derecede anlamh artig gosterilmigtir (28). Bunu takip ederek STAMPEDE
calismasi, metastatik tani konan, takipte metastaz gelisen hastalarda, risk
grubu ayird etmeksizin, kemoterapinin sagkalima katkisi oldugunu
gOstermistir (29). 2015 ESMO kilavuzu, metastatik hormon duyarli prostat
kanseri tedavisinde, ADT ile birlikte dosetaksel uygulanmasini, kemoterapi

alabilecek kadar performansi iyi her hastada dnermektedir (30).
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Bunula birlikte dosetakselin diger ilaglarla kombinasyonunun klinik
olarak fayda verdigi bugline kadar gosterilememisti. Bu nedenle
dosetakselin kombine kullanildigi bir ajan ihtiyaci bulunmaktadir. Burdaki
kombinasyonun amaci sinerjik bir etki olustururken daha dusuk dozlarda ilaci

kullanarak yan etkiyi azaltmaktir.

Acorus calamusun literatirde antikanser etki mekanizmasi halen
tartismall ve yetersizdir. Acorus calamus biyolojik aktif ajanlarindan olan beta
asarone ile ilgili sinirl caligmalar mevcuttur. Invitro olarak yapilan bir galisma,
LoVo kolon kanseri hicre hatlari Gzerindeki inhibitor etkileri belirlemek ve in
vitro ve in vivo altta yatan mekanizmalari acikliga kavusturmayi1 amaclamigtir.
Doz-yanit ve zamana bagh anti-proliferasyon etkileri MTT analizi ile
incelenmis olup bulgular LoVo hicre canliliginin B-asarone’ da doz ve zaman
bagimhligi gosterdigini ortaya koymustur. Flow sitometri kullanarak anneksin
V-floresein izotiosiyanat / propidyum iyodur protokoliyle [(-asaronun
apoptotik etkisi gosterilmistir. Kaspaz-9 ve kaspaz-3 kaskadlarini harekete
gecirmenin yani sira mitokondriyal membran potansiyelini azaltarak ve Bcl-2-
Bax oranini disurerek mitokondriyal / caspase yolu ile apoptozu tetikledigi
gorilmustir. LoVo timor ksenograftlarini tasiyan nude farelerde B-asaron ile
tedavi edildiginde, timoér hacimlerinin azaldi§i ve eksize edilen dokunun
TUNEL yontemi ile de apoptotik degisiklikler oldugu gosterildi. Birlikte ele
alindiginda, bu bulgular ilk kez B-asaron’ un kolon kanserinin biyumesini
baskilayabileceginin kaniti sagladigi ve bunun sonucunda ortaya c¢ikan
apoptozun muhtemelen mitokondri / caspase yolaklar aracihigiyla aracilik
ettigi ortaya konmustur. (38-39-40) Yapilan bir diger calismada B-asarone un
lamin B1 Gzerinden etki ettigi duginulmuastur. B-asarone lamin B1’ i artirdigi
ve lamin B1' in de p53, p21, oct-1 ve p15 lUzerinden apoptozu tetikledigi
ongorilmagtar. (41)

Tarkiye’ de yapilan bir ¢alismada Acorus calamus kokinin etanolik
ekstraktinin insan prostat kanser LNCaP hucre dizisinde hicre ¢cogalmasina,
anjiogeneze ve apoptozise olasi etkileri in vitro ortamda c¢alisiimigtir. Hicreler
24 ve 48 saat boyunca cgesitli ekstrakt konsantrasyonlariyla muamele edilip
bu konsantrasyonlardaki ekstraktlar 24 ve 48 saatte LNCaP hicre canliligini
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kontrolle kargilastirildiginda doza ve zamana bagh olarak %44’lere kadar
azalttigr gorulmis. Boélinmis PARP, VEGF-A proteini ve gen ekspresyon
miktarlarinda 24 ve 48 saat sonra belirgin degisiklikler gézlemlenmis. Bu
calisma Acorus calamus kokunun etanolik ekstraktinin zaman ve doz bagimli
olarak guclu bir anti-kanser, anti-anjiogenik ve apoptotik etkileri olabilecegini
ortaya koymaktadir (42). Bizim c¢alismamizda Acorus calamus bitki
ekstraktinin doz ve zaman bagiml olarak sitotoksik ve apoptotik etkili oldugu
gosterilmistir. (sekil 3-5-6-7-8-9A-B-C)

Calismamizda prostat kanseri hiicre hatlarindaki Acorus calamus bitki
ekstrakti tekli ve dosetaksel ile kombine uygulamasinda 72.saat DNA
fragmantasyon yuzde oranlarina baktigimizda PC-3 ve DU-145 hicre
hattinda tim dozlarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde apoptotik etkiyi artirdigi saptandi (Sekil 8-9A-C).

Bugln icin metastatik prostat kanseri tedavisinde ¢cok fazla miktarda
tedavi segenegi bulunmamaktadir. invitro sinerjistik sitotoksite gésteren bu iki
ajanin kombinasyonu gelecekte hormon direngli metastatik prostat kanseri
tedavisinde yan etkisi az ve etkinligi fazla olan bir tedavi segenegi olabilir.
Bunun icin in vivo ve in vitro g¢alismalara ihtiya¢c vardir. Gegtigimiz on vyil
icerisinde 6nemi giderek artan Acorus calamus maddesinin kanser
hicrelerinde antiproliferatif etkinligi  artik kanitlanmistir.  Ancak etki
mekanizmalari hala net dedildir. Bizim calismamizinda eksik yonu bu
kombinasyon uygulamasinin antiapoptotik etkisinin olasi mekanizmalari
calisiimamis olmasidir. Acorus calamus bitki ekstraktinin anti-kanser

etkinliginin tam anlasilmasi i¢in daha fazla ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, Acorus calamus bitki ekstrakti ve dosetaksel
kombinasyonun invitro olarak PC-3 prostat kanseri hucre hatlarinda
antitimoral etkinlige sahip oldugu gosterildi. Ayrica bu galismada hazanbel
ekstrakt ve dosetaksel kombinasyonun invitro kombine kullanildigr ilk

calismadir.

Bizim calismamizda Acorus calamus uygulamasinin, hicre hatlar
uzerindeki sitotoksisitesi saptandiktan sonra sitotoksitenin apoptoz araciligi
ile oldugunu gdsterilmesi icin hicrelere artan dozlarda Acorus calamus bitki
ekstrakti uygulanip 72 saat sonra hucrelerdeki DNA fragmantasyon yuzde
oranlari incelendi. PC-3 ve DU-145 hulcre hatlarinda tim dozlarda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde apoptotik etkiyi artirdigi
saptandi. Bu veriler, Acorus calamusun monoterapi ile, agresif yapidaki
prostat kanseri hucre hatlarinda artan dozlarda doz ile dogru orantili olarak
apoptoz aracilikli sitotoksisiteye yol actigini gostermektedir. Calismamizda
dosetakselin 6nceki preklinik galismalara benzer bir sekilde tekli uygulamada
prostat kanseri hucre hatlarinda sitotoksik ve apoptotik etkisi gosterilmistir.
Ayrica Acorus calamus bitki ekstrakti ve dosetaksel kombinasyon
deneylerinde prostat kanseri hiucre hatlarinda sitotoksik ve apoptotik etki

gOsterilmigtir.

Bizim calismamizin eksik yonu bu kombinasyon uygulamasinin
apoptotik etkisinin olasi mekanizmalarinin g¢alisiimamis olmasidir. Acorus
calamus bitki ekstraktinin anti-kanser etkinliginin tam anlagiimasi i¢in daha
fazla calismaya ihtiyac duyulmaktadir. Ayrica calismamiza goére prostat
kanserinde dosetaksel ile kombine kullanilabilecek bir ajan literatire

sunulmus olmaktadir.
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7.0ZET

Amag: Prostat kanseri hicre hatlarinda (PC-3, DU-145) dosetaksel
ve Acorus calamus bitki ekstrakti kombinasyonunun sitotoksik ve apoptotik

etkilerini arastirmayi amacladik.

Gere¢ ve Yontem: Dosetaksel 0.5, 1, 5, 10, 20, 40, 80 ug/l' hk
konsantrasyonlari ve Acorus calamus bitki ekstrakti 100, 250, 500, 750,
1000, 1250 g/l lik konsantrasyonlari 24, 48 ve 72. saatlerde
sitotoksisitesinin spektrofotometrik yéntemle belirlenebilmesi igin alti ayn
deney olusturacak sekilde deney planlamasi yapildi. XTT ile yapilan
sitotoksisite deneyleri ile Acorus calamus bitki ekstrakti ve dosetakselin
sinerjik  sitotoksisitesinin  gosterilmesinden sonra tek baslarina ve
kombinasyonlarin prostat kanser hucreleri Gzerindeki apoptoz indikleyici
etkilerinin arastirilmasi amaciyla Cell Death Detection ELISA ydntemiyle
apoptoz deneyi yapildi. Acorus calamus bitki ekstrakti ve dosetaksel tekli ve
kombinasyonlarinin PC-3, DU-145 hicre hatlarinda apoptotik etkilerini

arastirmak igin 72. saatte DNA fragmantasyon yuzdeleri dl¢uldi.

Bulgular: Calismamizda prostat kanseri hicre hatlarindaki Acorus
calamus bitki ekstrakti ve dosetakselin tekli ve kombine uygulamalarinda
72.saat DNA fragmantasyon yuzde oranlarina baktigimizda PC-3 ve DU-145
hldcre hattinda tum dozlarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml

bir sekilde apoptotik etkiyi artirdigi saptandi.

Sonuglar:  Acorus calamus bitki ekstrakti ve dosetaksel
kombinasyonun invitro olarak PC-3, DU-145 prostat kanseri hucre hatlarinda
antitimoral etkinliginin apoptozise baglh oldugu gosterildi. Olasi apoptozis

mekanizmalarinin arastirilarak ¢alismanin genigletiimesi onerilir.

Anahtar Kelimeler: Acorus calamus, dosetaksel, sitotoksisite,

apoptoz
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8. SUMMARY

Aim: We aimed to investigate the cytotoxicand apoptotic effect of docetaxel
and Acorus calamus plant extract combination in prostate cancer cell lines.
(PC-3, DU-145)

Material and Method: Docetaxel 0,5, 1, 5, 10, 20, 40, 80 pg/ml
concentrations and Acorus calamus plant extract 100, 250, 500, 750, 1000,
1250 pg/ml concentrations 24, 48, 72. hours in order to determine the
cytotoxicity by spectrophotometric method, test planning was performed in
six different tests. Cytotoxicity tests with XTT showed that synergistic
cytotoxicity of Acorus calamus plant extract and docetaxel apoptosis test was
performed by Cell Death Detection ELISA method to investigate the
apoptosis inducing effects of the single and combinations on prostate cancer
cell lines. Percentage of DNA fragmentation was measured at 72. h to
investigate the apoptotic effects of Acorus calamus plant extract and
docetaxel singles and combinations in PC-3, DU-145 cell lines.

Results: In our study, when we looked at the percentage of DNA
fragmentation in single and combined applications of Acorus calamus plant
extract and docetaxel in prostate cancer cell lines, it was found that the PC-3
and DU-145 cell line increased apoptotic effect significantly at all doses

compared to the control group.

Conclusion: The antitumoral activity of Acorus calamus plant extract and
docetaxel combination in vitro PC-3, DU-145 prostate cancer cell lines was
shown to be due to apoptosis. Investigating possible mechanisms of

apoptosis it is recommended to expand the study.

Key words: Acorus calamus, docetaxel, cytotoxicity, apoptosis

46



10

11

12.

13.

. KAYNAKLAR

. https://lwww.cancerresearchuk.org/health-professional/cancer-

statistics/worldwide-cancer#heading-Zero

. https://www.saglik.gov.tnEklenti»8635,kanser-istatistikleridocx
. Incidence and Risk Factors for Prostate Cancer, b. yilmaz, d. sarikaya

. Tannock IF, de Wit R, Berry WR, Horti J, Pluzanska A, Chi KN, ve ark. Docetaxel

plus prednisone or mitoxantrone plus prednisone for advanced prostate cancer.
N Engl J Med 2004; 351: 1502-12.

. https://seer.cancer.gov/statfacts/html/prost.html
. Gronberg H. Prostate cancer epidemiology. Lancet 2003; 361: 859-64

. Platz EA, Rimm EB, Willett WC ve ark. Racial variation in prostate cancer

incidence and in hormonal system markers among male health professionals. J
Natl Cancer Inst 2000; 92: 2009-17.

. Krupski TL, Kwan L, Afifi AA, Litwin MS. Geographic and socioeconomic variation

in the treatment of prostate cancer. J Clin Oncol 2005; 23: 7881-8.

. Lee DK, Chang C. Endocrine mechanisms of disease: Expression and

degradation of androgen receptor: mechanism and clinical implication. J Clin
Endocrinol Metab. 2003; 88: 4043-54.

. Giovannucci E, Rimm EB, Liu Y, ve ark. Body mass index and risk of prostate

cancer in U.S. health professionals. J Natl Cancer Inst. 2003; 95: 1240-4.

. Schuurman AG, Goldbohm RA, Dorant E, ve ark. Anthropometry in relation to

prostate cancer risk in the Netherlands Cohort Study. Am J Epidemiol. 2000;
151: 541-9.

Kane CJ, Bassett WW, Sadetsky N, ve ark. Obesity and prostate cancer clinical
risk factors at presentation: data from CaPSURE. J Urol. 2005; 173: 732-6.

Freedland SJ, Aronson WJ, Kane CJ, ve ark. Impact of Obesity on Biochemical
Control After Radical Prostatectomy for Clinically Localized Prostate Cancer: A
Report by the Shared Equal Access Regional Cancer Hospital Database Study
Group. J Clin Oncol. 2004; 22: 446-53.

47


https://www.cancerresearchuk.org/health-professional/cancer-statistics/worldwide-cancer#heading-Zero
https://www.cancerresearchuk.org/health-professional/cancer-statistics/worldwide-cancer#heading-Zero
https://seer.cancer.gov/statfacts/html/prost.html

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Rodriguez C, Patel AV, Mondul AM Jacobs EJ, ve ark. Diabetes and risk of
prostate cancer in a prospective cohort of US men. Am J Epidemiol. 2005; 161:
147-52.

Polychronakos C, Janthly U, Lehoux JG, ve ark. Mitogenic effects of insulin
and insulin-like growth factors on PA-Ill rat prostate adenocarcinoma cells:

characterization of the receptors involved. Prostate 1991; 19: 313-21.

Lehrer S, Diamond EJ, Stagger S, ve ark. Increased serum insulin associated

with increased risk of prostate cancer recurrence. Prostate. 2002; 50: 1-3.

Whittemore AS, Wu AH, Kolonel LN, ve ark. Family history and prostate cancer
risk in black, white, and Asian men in the United States and Canada. Am J
Epidemiol 1995; 141: 732-40.

Kolonel LN, Nomura AM, Cooney RV. Dietary fat and prostate cancer: Current
status. J Natl Cancer Inst 1999; 91: 414-28.

Thompson, IM, Goodman, PJ, Tangen, CM, ve ark. The influence of finasteride
on the development of prostate cancer. N Engl J Med 2003; 349: 215-24.

Jacobs EJ, Rodriguez C, Mondul AM, ve ark. A large cohort study of aspirin and
other nonsteroidal anti-inflammatory drugs and prostate cancer incidence. J
Nati Cancer Inst 2005; 97: 975-80.

Narayan, P. : Neoplasm of the Prostate Gland. Smith’s Urology, Tanagho, EA.
Mc Aninch, JW. , 14. Edition, Connecticut-San Mateo, Lange, : 392-433 , 1995.

di Sant'Agnese PA. Neuroendocrine differentiation in prostatic carcinoma: an
update on recent developments. Ann Oncol 2001; 12 (2): 135-40.

Gleason DF, Mellinger GT. Prediction of prognosis for prostatic
adenocarcinoma by combined histological grading and clinical staging. J Urol
1974; 111: 58-64.

Gonzalgo ML, Bastian PJ, Mangold LA, ve ark. Relationship between primary
Gleason pattern on needle biopsy and clinicopathologic outcomes among men

with Gleason score 7 adenocarcinoma of the prostate. Urology 2006; 67: 15-9.

J Natl Compr Canc Netw 2016;14(1):19-30

48



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Albertsen PC, Hanley JA, Fine J, ve ark. 20-year outcomes following
conservative management of clinical localized prostate cancer. JAMA 2005;
293: 2095-101.

Mottet N, Bellmunt J, Briers M, et al. European Association of Urology.
Guidelines on Prostate Cancer. Update March 2015.

http://uroweb.org/quideline/prostate-cancer/

D'Amico AV, Whittington R, Malkowicz SB, Schultz D, Blank K, Broderick GA,
Tomaszewski JE, Renshaw AA, Kaplan I, Beard CJ, Wein A. Biochemical
outcome after radical prostatectomy, external beam radiation therapy, or
interstitial radiation therapy for clinically localized prostate cancer. JAMA. 1998
Sep 16;280(11):969-74.

Sweeney CJ, Chen YH, Carducci M, Liu G, Jarrard DF, Eisenberger M, Wong
YN, Hahn N, Kohli M, Cooney MM, Dreicer R, Vogelzang NJ, Picus J, Shevrin
D, Hussain M, Garcia JA, DiPaola RS. Chemohormonal therapy in metastatic
hormone-sensitive prostate cancer. N Engl J Med. 2015 Aug 20;373(8):737-46.
James ND. Docetaxel and/or zoledronic acid for hormone-naive prostate
cancer: First overall survival results from STAMPEDE (NCT00268476). 2015
ASCO Annual Meeting J Clin Oncol 33, 2015 (suppl; abstr 5001)

Parker C, Gillessen S, Heidenreich A, Horwich A; ESMO Guidelines Committee.
Cancer of the prostate: ESMO Clinical Practice Guidelines for diagnosis,

treatment and follow-up. Ann Oncol. 2015;26 (suppl 5):v69-v77

Hoyle, Alex P., Adnan Ali, Nicholas D. James, Adrian Cook, Christopher C.
Parker, Johann S. de Bono, Gerhardt Attard, Simon Chowdhury, William R.
Cross, David P. Dearnaley, Christopher D. Brawley, Clare Gilson, Fiona
Ingleby, Silke Gillessen, Daniel M. Aebersold, Rob J. Jones, David Matheson,
Robin Millman, Malcolm D. Mason, Alastair W. S. Ritchie, Martin Russell,
Hassan Douis, Mahesh K. B. Parmar, Matthew R. Sydes, and Noel W. Clarke.
2019. “Abiraterone in ‘High-" and ‘Low-Risk’ Metastatic Hormone-Sensitive

Prostate Cancer.” European Urology.
https://kanser.org/saglik/upload/prostat_kanseri/binderl.pdf

Cookson MS, Lowrance WT, Murad MH, Kibel AS. Castration-resistant prostate
cancer: AUA guideline amendment. J Urol. 2015 Feb;193(2):491-9.

49


http://uroweb.org/guideline/prostate-cancer/
https://kanser.org/saglik/upload/prostat_kanseri/binder1.pdf

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Lavelle F, Bissery MC, Combeau C, Riou JF, Vrignaud P, Andre S. Preclinical

evaluation of docetaxel (Taxotere). Semin Oncol 1995; 22: 3—-16.

Boudny V, Nakano S. Src tyrosine kinase apugments taxotere — induced
apoptosis thropugh enhanced expression and phosphorilation of Bcl-2. Br J
Cancer 2002; 86(3): 463-69.

Petrylak DP, Tangen CM, Hussain MH, Lara PN Jr, Jones JA, Taplin ME, ve
ark. Docetaxel and estramustine compared with mitoxantrone and prednisone
for advanced refractory prostate cancer. N Engl J Med 2004; 351(15): 1513-20.
Ghosh, Modhumita. 2006. “Antifungal Properties of Haem Peroxidase from
Acorus Calamus.” Annals of Botany.

Nath, Purobi and Arun K. Yadav. 2016. “Anthelmintic Activity of a Standardized
Extract from the Rhizomes of Acorus Calamus Linn. (Acoraceae) against
Experimentally Induced Cestodiasis in Rats.” Journal of Intercultural
Ethnopharmacology.

https://www.researchgate.net/publication/335826737_bb82_Hazanbel/link/5d7d
e4ac299bfld5a97f1eOf/download

Liu L, Wang J, Shi L, Zhang W, Du X, Wang Z, Zhang Y. B-Asarone induces
senescence in colorectal cancer cells by inducing lamin Bl expression.
Phytomedicine. 2013 Apr 15;20(6):512-20. doi: 10.1016/j.phymed.2012.12.008.
Epub 2013 Jan 26.

Zou X, Liu SL, Zhou JY, Wu J, Ling BF, Wang RP. Beta-asarone induces LoVo
colon cancer cell apoptosis by up-regulation of caspases through a
mitochondrial pathway in vitro and in vivo. Asian Pac J Cancer Prev.
2012;13(10):5291-8.

Liu, Linna, Jingjie Wang, Lei Shi, Wenjuan Zhang, Xiaoyan Du, Zhipeng Wang,
and Yan Zhang. 2013. “B-Asarone Induces Senescence in Colorectal Cancer

Cells by Inducing Lamin B1 Expression.” Phytomedicine.

Shenvi S, Diwakar L, Reddy GC. Nitro Derivatives of Naturally Occurring 3 -Asarone

44.

and Their Anticancer Activity. Int J Med Chem. 2014;2014:835485. doi:
10.1155/2014/835485. Epub 2014 Oct 1.

Koca, Halit Bugra, Tilay Kéken, Mete Ozkurt, Gékhan Kus, Selda Kabadere,
Nilifer Erkasap, and Omer Colak. 2018. “Effects of Acorus Calamus Plant

50


https://www.researchgate.net/publication/335826737_bb82_Hazanbel/link/5d7de4ac299bf1d5a97f1e0f/download
https://www.researchgate.net/publication/335826737_bb82_Hazanbel/link/5d7de4ac299bf1d5a97f1e0f/download
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23357361
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23357361
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23244151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23244151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23244151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25383224
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25383224

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Extract on Prostate Cancer Cell Culture.” Anatolian Journal of Botany 2(1):46—
51.

Kaighn ME, Narayan KS, Ohnuki Y, Lechner JF, Jones LW. Establishment and
characterization of a human prostatic carcinoma cell line (PC-3). Invest Urol.
1979 Jul;17(1):16-23.

Chakraborty, J. and G. A. Von Stein. 1986. “Pleomorphism of Human Prostatic
Cancer Cells (DU 145) in Culture-The Role of Cytoskeleton.” Experimental and
Molecular Pathology

Stone KR, Mickey DD, Wunderli H, Mickey GH, Paulson DF. Isolation of a
human prostate carcinoma cell line (DU 145). Int J Cancer. 1978 Mar
15;21(3):274-81.

Chou, T.C. and Hayball, M.P. 1996. CalCusyn Windows Software for Dose
Effect Analysis, Biosoft, Cambridge, MA.

Chou TC, Rideout D, Chou J, and Bertino JR. Relationships between inhibition
constants and fractional inhibitions in enzym catalysed reactions with different
number of reactants, different reaction mechanisms ,and different types of
mechanisms of inhibition. Mol. Pharmacol. 1974; 10; 235-47.

Chou TC and Talalay P. Quantitative analysis of dose effect relationships: the
combined effects of multiple drugs or enzyme inhibitors. Adv. Enzyme Regul.
1984; 22: 27-55.

Tannock, lan F., Ronald De Wit, Wililam R. Berry, Jozsef Horti, Anna
Pluzanska, Kim N. Chi, Stephane Oudard, Christine Théodore, Nicholas D.
James, Ingela Turesson, Mark A. Rosenthal, and Mario A. Eisenberger. 2004.
“Docetaxel plus Prednisone or Mitoxantrone plus Prednisone for Advanced

Prostate Cancer.” New England Journal of Medicine.

51






10.

EKLER

T.C.
Manisa Celal Bayar Universitesi
Tip Fakiiltesi Saglik Bilimleri Etik Kurulu
Karar Formu

KARAR TARIH / NO

20/12/2017/ 20.478.486 -

Prostat Kanseri Hiicre Hatlarinda (PC-3) Dosetaksel ve Acarus Calamus Bitki Ekstrakti

ARMTIEMANINADI Kombinasyonunun Additif/Sinerjistik Antitiiméral Etkilerinin Arastirilmasi

SORUMLU ARASTIRMACI Dog. Dr. Ahmet DIRICAN - Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi-i¢ Hastaliklari AD
ARASTIRMA EKiBi Ars. Gor. Dr. Hamza CATUK

ARASTIRMANIN NITELIGI UZMANLIK TEZi [ YUKSEK LISANS--DOKTORA TEZI [] AKADEMIK AMAGLI []

DEGERLENDIRILEN BELGELER

19/12 /2017 / Tarih ve 59004 sayil1; aragtirma dosyasi

KARAR BiLGILERI

Aragtirma dosyasi incelenmis, bilimsel ve ctik agidan UYGUN olduguna oy birligi ile karar
verilmigtir

Aragtirma ile Toplantiya Aragtirma lle Toplantiya
Unvani/Adi/Soyads liskisi Olan | Katilmayan Onvam /Ad: /Soyad iliskisi Olan Katilmayan
Uye Oye Oye Oye
A —
i l | o

Prof. Dr. Zeki ARI Dog. Dr. Serdar TOK N N

O O )W O O
Tibbi Biyokimya AD Spor Bilimleri Fakultesi ) VA
Prof. Dr. Murat DEMET )ﬂ/\/‘/{/ Dog. Dr. Aysen TUREDI YILDIRIM

s 4
Psikiyatri AD / O O Gocuk Hematolojisi BD D L
Prof. Dr. Sezgi CINAR PAKYUZ O X Yrd. Dog. Dr. Selim ALTAN > 4 D D
I¢ Hastaliklari Hemsireligi AD Tibbi Etik AD .
Dog. Dr. Beyhan Cengiz OZYURT Mukadder YILMAZER O O
s | O

Halk Saghgi AD R Avukat
Dog. Dr. Tugba CAVUSOGLU / Ihsan AVCI l

O O - —_— O w
Farmakoloji AD Sivil Uye

i

1

Etik Kurulumuzun karari yukarda belirtilmistir. Arastirmaniz Her Hangi Bir Asamada Etik Kurulumuzun “izleme —
Denetleme” Gorevi Geregi Liizamu Halinde Haberli / Habersiz Olarak Denetlenebilir. Arastirma Bagvuru Formunun Taahhiitname

— Boliim E kisminda belirtilmis olan hususlarin dikkate alinarak istenilen bilgilerin Etik Kurulumuza zamaninda iletilmesi

konusunda bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

I
of. Dr. Zeki ARI

53



