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OZET

GIRIS VE AMAC: Prostat kanseri Diinya’da ve Tiirkiye‘de giderek artan insidansi
ile halk sagligim tehdit eden malignitelerden birisidir. Ozellikle metastatik prostat
kanseri birden fazla kemoterapotik ilacin kombine kullanimina ek olarak radyoterapi
ve destek tedavilerine ragmen erkeklerde 6nemli bir 6lim nedenidir. Bu nedenle
metastatik prostat kanseri hastalarinda daha etkin yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Mevcut tez caligmasinda, hem COX-2’yi hem
de topoizomerazlar1 inhibe ederek antikanserojen etki gosterdigi bilinen
ruteakarpinin prostat kanseri tedavisinde sitotoksik ve apoptotik etkisinin

incelenmesi ve potansiyel terapotik etkisinin arastirilmast amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM: Rutekarpinin PC-3 insan metastatik prostat kanseri hiicre
hatt1 hiicrelerinde terapotik etkisi canlilik (WST-1), apoptoz (annexin V), hiicre
dongiisti, AO boyama ve kaspas-3 (ELISA) analizleri ile degerlendirilmistir.

BULGULAR: Rutekarpininfarkli konsantrasyonlariin (5, 10, 20 ve 40 uM) PC-3
hiicrelerine 24 ve 48 saat muamelesi sonrasi canlilik yiizdeleri kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda 48 saat boyunca 20 ve 40 uM rutaekarpin uygulamasinin en etkin
sekilde hiicre canliligini azalttig1 belirlenmistir (p<0.05). 48 saat muamele sonunda
artan doza bagli olarak erken ve ge¢ apoptoz oranin kontrol grubuna gére anlamli bir
sekilde arttig1 hem Annexin V, hem de AO boyama ile gozlenmistir (p<0.05). Ayrica
ELISA analizi ile rueakarpinin artan konsantrasyonuna bagli olarak PC-3
hiicrelerinde aktif kaspaz-3 miktarin1 anlamli bir sekilde arttigi da tespit edilmistir
(p<0.05).

SONUC: Bu calismada ruteakarpinin, PC-3 hiicreleri tizerinde sitotoksik ve
apoptotik etkiye sahip oldugu, potansiyel terapotik bir ajan olabilecegi gosterilmistir.
Yapilacak invivo c¢alismalarla anti-timor etkinin  saptanmast  durumunda;
ruteakarpinin tek basina ya da rutin kemoterap6tik ajanlarla kombine kullaniminin

tedaviyi destekleyebilecegi kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: Apoptoz, Canlilik Analizi, Metastatik Prostat Kanseri, PC-3
Hiicre Hatti, Ruteakarpin



SUMMARY

Investigation of the Potential Therapeutic Effect of Rutaekarpin on Metastatic
Prostate Cancer Cell Lines

INTRODUCTION AND OBJECTIVE: Prostate cancer with an increased
incidence in the world and Turkey is one of the public health-threatening
malignancies. In particular, metastatic prostate cancer is an important cause of death
in men despite the combined use of more than one chemotherapeutic drug in addition
to radiotherapy and supportive treatments. Therefore, there is a need to develop more
effective new treatment strategies in metastatic prostate cancer patients. In this study,
it was aimed to investigate the cytotoxic and apoptotic effect of ruteakarpine, which
is known to have an anticarcinogenic effect by inhibiting both COX-2 and

topoisomerases, and to investigate its potential therapeutic effect.

MATERIAL AND METHOD: The therapeutic effect of rutecarpine on the PC-3
human metastatic prostate cancer cell line was evaluated by viability (WST-1),

apoptosis (annexin V), cell cycle, AO staining and caspas-3 (ELISA) assays.

RESULTS: When compared to the control group, the viability percentages of
different concentrations of rutecarpine (5, 10, 20 and 40 uM) after 24 and 48 hours
treatment of PC-3 cells, it was determined that administration of 20 and 40 pM
rutaecarpine for 48 hours most effectively decreased cell viability (p <0.05) . After
48 hours of treatment, it was observed that early and late apoptosis rate increased
significantly compared to the control group due to the increasing dose by both
Annexin V analysis and AO staining (p <0.05). In addition, the amount of active
caspase-3 increased significantly in PC-3 cells due to the increasing concentration of
ruteakarpine by ELISA analysis (p <0.05).

CONCLUSION: In this study, it has been shown that ruteakarpine has a cytotoxic
and apoptotic effect on PC-3 cells and may be a potential therapeutic agent. In case
an anti-tumor effect is detected by in vivo studies; We believe that the use of
ruteakarpine alone or in combination with routine chemotherapeutic agents may

support the treatment.



Keywords: Apoptosis, Metastatic Prostate Cancer, PC-3 Cell Line, Rutecarpine,
Viability Analysis,

Xi



1. GIRIS VE AMAC

Prostat kanseri diinya genelinde artan niifusla ve oOzellikle yasli popiilasyonun
artmasiyla insidanst ve Onemi giderek artan malignitelerden birisidir (1, 2).
Ulkemizde de Saglik Bakanligi verilerine gore erkeklerde en sik goriilen ikinci
kanserdir ve insidansi yiiz binde 37,6 olarak ifade edilmektedir (3, 4). Bu veriler
prostat kanserinin diinyada ve Tiirkiye‘de halk sagligini tehdit eden 6nemli bir saglik
problemi oldugunu gostermektedir.

Prostat kanserinde gleason skorlamasi ve TNM evrelemesi; prognozu, yasam
beklentisi ve tedaviyi etkileyen en 6nemli parametrelerdendir. Bu nedenle hastaligin
tedavi ve izlem siirecinde TNM evresi, gleason skoru/ histopatolojik karakteri ve
serum PSA degerlerine gore risk smiflamasi yapilmakta ve buna yonelik tedavi
diizenlenmektedir (5). Prostat kanserinde tedavi; cerrahi (radikal prostatektomi),
radyoterapi (RT) ve hormonal tedavi (HT) yaklasimlarinin risk grubuna gore tek ya
da kombine kullanimi ile gerceklestirilmektedir. Ancak metastatik prostat kanserinde
konvansiyonel yontemler diger kanserlerde oldugu kadar basarili olamamaktadir (6,
7).

Metastatik prostat kanseri, androjen baskilama tedavisine (ADT) duyarli ve
kastrasyona direngli olmak iizere temel olarak ikiye ayrilmaktadir (8). Metastatik
prostat kanserlerinde birden fazla kemoterapotik ilacin kombine kullanimina ek
olarakRT ve destek tedavilerine de bagvurulabilmektedir (7). Bu tedavilere ragmen
metastazlar, prostat kanseri olan erkeklerde hala 6nemli bir komplikasyon ve 6liim
nedenidir(1). Bu nedenle metastatik prostat kanseri hastalarinda daha etkin yeni
tedavi stratejilerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Rutaekarpin Evodia rutaecarpa adli geleneksel bir Cin bitkisinden elde edilen
alkaloid yapida bir bilesiktir (9). Binlerce yildir gastrointestinal hastaliklar, amenore,
postpartum kanama gibi ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilan bu bilesigin
anti-enflamatuar, anti-obezite ve anti-tiimor aktiviteler olmak iizere birgok biyolojik
etkiye sahip oldugu bilinmektedir (10-14).

Rutaekarpinin anti tiimor etkisi incelendiginde ise topoizomeraz | ve topoizomeraz
II'yi inhibe ederek kanser hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir (12).

Ruteakarpinin antineoplastik etkisine aracilik ettigi diisiiniilen bir diger 6zelligi ise



siklo-oksijenaz-2 (COX-2) inhibitorii olarak etki gostermesidir (15). COX-2
ekspresyonunun bir¢ok malign tiimdrde artis gosterdigi, kanser hiicrelerinin daha
invazif hale gelmesine neden oldugu ve Matriks Metalloproteinaz-2 (MMP-2),
Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF), Fibroblast Biiylime Faktorii (FGF) gibi
faktorlerinin salinmasini  kolaylastirarak neoplastik proliferasyonu hizlandirdigi
bilinmektedir (16-18). Prostat kanserinde ise; ruteakarpinin yapisal bir analogu olan
evodiaminin hiicre dongiisiinii engelledigi ve apoptoz indiiksiyonu yoluyla prostat
kanseri hiicre hatlarinin biiyiimesini engelledigi bildirilmistir (19). Ruteakarpinin
antikanser aktivitesini in vivo olarak belirlemek igin farelerde olusturulan ksenograft
prostat kanseri modellerinde ruteakarpinin metastatik prostat kanserinde tiimdriin
biiylimesini ve hiicre proliferasyonunu énemli 6l¢iide bastirdigr saptanmistir (20).

Ruteakarpinin hem COX-2 inhibisyonu sagladigi hem de topoizomerazlari inhibe
ettigi bilinse de literatiirde metastatik prostat kanseri tedavisinde potansiyel etkisine
iliskin yapilan ¢aligmalar sinirhidir. Bu nedenle mevcut tez calismasinda, metastatik
prostat kanseri tedavisinde ruteakarpinin sitotoksik ve apoptotik etkisinin

incelenmesi ve potansiyel terapotik etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.PROSTAT KANSERI

2.1.1. Prostat Bezi

Prostat bezi mesanenin hemen altinda bulunan glandiiler ve stromal yapilardan
olusan bir organdir. Prostat bezinin zonal anatomisi McNeal tarafindan
tamimlanmistir. Bu tanimlamaya gore prostat bezi anatomik olarak periferal zon,
transisyonel zon, santral zon, 6n fibromiiskiiler stroma olarak dortzona ayrilmaktadir.
Di1s kismu ise fibromiiskiiler stromanin yogunlagsmasindan meydana gelen bir kapsiil
ile sarilmaktadir (21, 22).

Prostat bezinin zonal anatomisi Sekil 1° de gosterilmektedir.

Transition zone

Central zone

Anterior fibromuscular stroma

Sekil 1. Prostat Bezinin Zonal Anatomisi (23)



Histopatolojik olarak ise epitel ve stromal olarak iki hiicresel yapidan olugmaktadir.
Prostat spesifik antijen, asit fosfataz, 16sin amino peptidaz salgilanmasinda gorev
alan liiminal epitel hiicreleri; kromogranin A, noron spesifik enolaz, sinaptofizin gibi
molekiilleri sentezleyen néroendokrin hiicreler, bazal ve liiminal hiicre arasinda bir
gecis formunu olusturan intermediyal hiicreler baslica epitel yapry1 olusturmaktadir.
Ekstraselliiler matriks olarak ifade edilen diiz kas hiicreleri, fibroblastlar, néronlar,
bag doku bilesenleri (kollajen, elastik fibriller, glikozaminoglikanlar v.b.) ise stromal

yap1y1 meydana getirmektedir (24).

2.1.2 Prostat Kanseri

Amerika Birlesik Devleri Kanser Enstitiisii (NCI) tarafindan prostat dokusundan
meydana gelen maligniteler prostat kanseri olarak tanimlanmaktadir. Prostat
kanserleri siklikla multifokal olmasina ragmen,%80-85'i periferik zondan, %10 ila
%15'i transisyonel zondan ve %5 ile %10'u santral zondan kaynaklanmaktadir (25).
Prostat kanseri diinya genelinde artan niifusla ve Ozellikle yasli popiilasyonun
artmasiyla insidansi ve Onemi giderek artan malignitelerden birisidir (2). Siklik
olarak her iki cinsiyet ele alindiginda en sik goriilen besinci kanser; erkeklerde ise en
sik ikinci kanser tiirtidir. GLOBOCAN 2018’e gore, 2018 yilinda diinya ¢apinda
1.276.106 yeni prostat kanseri vakasi rapor edilmistir. 2040 yilina kadar 2 milyondan
fazla yeni vaka olacagi ongortilmektedir (26, 27).

Ulkemizde ise Saglik Bakanlhigi verilerine gore erkeklerde en sik goriilen ikinci
kanserdir. Ulkemizde prostat kanseri insidansi yiizbinde 37,6 olarak ifade
edilmektedir. ProstaTURK calismasinda da benzer sekilde Tiirkiye’de insidansi
yiizbinde 35 olarak saptanmistir (3, 4). Elde edilen veriler prostat kanserinin diinyada
ve Tirkiye‘ de halk sagligini tehdit eden Onemli bir saglik problemi oldugunu

gostermektedir.

2.1.2.1. Prostat kanseri etyolojisi
Prostat kanserinin etiyolojisi incelendiginde bilinen major risk faktorleri ileri yas,
etnik koken, genetik, beslenme ve ¢evresel faktorlerdir. Bunlar disinda risk faktorleri

diger yaygin kanserlere kiyasla biiyiik 6l¢lide bilinmemektedir (24, 28).



Prostat kanseri etyolojisini ve insidansini etkileyen en 6nemli faktorlerden birisi
yastir. ilerleyen yasla birlikte insidans artmakta 50 yasin altindaki 350 erkekten
sadece 1’ine prostat kanseri teshisi konulurken, insidans orani 50-59 yaslari
arasindaki her 52 erkege 1; 65 yas tstii erkeklerde ise yaklasik %60 'a ulasacagi ifade
edilmektedir (2). Benzer sekilde yapilan baska bir calismada55 yas iizerindeki
erkeklerde, 55 yas atindakilere kiyasla prostat kanseri goriilme sikliginin 17 kat daha
fazla oldugu bildirilmistir (29).

Prostat kanser insidansi iilkelerin gelismislik seviyelerine gore de degiskenlik
gostermektedir. Ornegin Avrupa’da 2018°de erkeklerde yeni kanser tamlarmin %24
inll olusturarak birinci sirada; Amerika’da ise %9.5 ile ikinci sirada prostat kanseri
yer almaktadir. insidansindaki bolgesel esitsizligin tarama testlerinin yayginlhigi, yash
niifusun fazlalig1 gibi sosyal nedenlere, ayrica genetik ve cevresel nedenlere bagh
oldugu distiniilmektedir (26, 27). Genetik olarak incelendiginde ise arastirmalar,
Afro-Amerikan erkeklerin diinya ¢apinda en yiiksek prostat kanseri insidansina sahip
oldugunu ve diger 1irk ve etnik gruplara kiyasla daha erken yasta hastalik gelistirme
olasiliginin yiiksek oldugunu gostermektedir (30).

Kanser insidansinin yaninda mortalite orant da bdlgeler arast farklilik
gostermektedir. Geligmis iilkelerde erken tarama ve biyopsi ile erken tan1 konulmasi
tedaviye daha erken ulasmayi ve kiir oranimni arttirmaktadir. Bu nedenle mortalite
oranlari Sahra Alt1 Afrika bolgelerinde ve Karayipler’de Amerika ve Avrupa
tilkelerine gore yiiksek seyretmektedir (27).

Prostat kanserinin beslenme ve gevresel faktorlerden etkilenmesi incelendiginde ise
sedanter yasam sekli, obezite, diyette kirmizi et, doymus (satiire) yag ve siit
tirlinlerinin fazla tiiketiminin prostat kanseri riskini artirdig: ifade edilmektedir (31).
Pacheco ve ark. (32), Arjantinli erkeklerin prostat kanseri tanisi dncesi ve sonrasi
beslenme aligskanliklarin1 degerlendirdikleri olgu kontrol c¢aligmalarinda prostat
kanseri riskinin haftada ti¢ ve daha fazla porsiyon kirmizi et tiiketenlerde 2.5 kat,
yagdan zengin gidalar tiiketenlerde 3.5 kat arttigin1 bulmuslardir. Ayrica meyve ve
sebze tiiketmek prostat kanserine karst koruyucu oldugu belirlenmistir. Ancak
Ingiltere’de yapilan baska bir prospektif kohort calismasinda diyetsel besinlerin
prostat kanseri riski ile iligkili olmadigi da ifade edilmistir (33, 34).



Cevresel faktorler incelendiginde ise yeterli fiziksel aktivite (35), uyku diizeni (36),
calisma ortaminda organofosfat ve insektisit maruziyeti (37, 38), egitim seviyesi (32)

v.b. sosyal ve gevresel etkenlerin prostat kanseri riski ile iliskili oldugu bulunmustur.

2.1.2.2. Prostat kanseri klinigi

Bening prostat hiperplazisi (BPH) ve prostatit ile birlikte erkeklerde en sik goriilen
prostat hastaliklarindan birisi de prostat kanseridir. Erken donemde ¢ogunlukla alt
iriner sistem belirti ve bulgular1 (idrar kuvvetinin ve kalinliginin azalmasi, idrar1
bosaltmada giigliik, kesik kesik idrar yapma, sik idrara ¢ikma ve ani idrar yapma
istegi)ile klinik gostermektedir (39). ilerleyen donemlerde bu sikayetlere ek olarak
metastaz yapilan dokuya spesifik sikayetler (Kemik agrisi, norolojik bulgular, anemi

v.b.) de izlenebilmektedir.

2.1.2.3. Prostat kanseri tanisi

Prostat kanseri tanisinda parmakla rektal muayene (DRE) ve serum prostat spesifik
antijen (PSA) seviyesi Ol¢iimii ilk adimi olusturur. Daha sonraki asamalarda
transrektal ultrasonografi (TRUS), manyetik rezonans grafisi (MRG), bilgisayarli
tomografi (BT) tanida kullanilan yontemlerdir. Kesin tani transiiretral prostatektomi
(TUR-P) ya da prostatektomi ile alinan dokuya histopatolojik inceleme yapilarak
konulmaktadir (5, 40-42).

Prostat kanseri tarama ve tanisinda Tirk Radyasyon Onkolojisi Dernegi(TROD)(7)

tarafindan belirlenen prostat kanseri yol haritasi1 Sekil 2°de gosterilmistir.
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Sekil 2. Prostat Kanseri Yol Haritasi (7)

2.1.2.4. Prostat kanserinin skorlanmasi ve evrelenmesi

Prostat kanserinde Gleason skorlamasi ve TNM evrelemesi prognozu, yasam
beklentisi ve tedaviyi etkileyen en Onemli parametrelerdendir (5). Gleason
skorlamasi ilk olarak 1960’larda gelistirilen, prostat dokusunun yapisal paternine
dayali bir derecelendirme sistemidir. Kanser dokusundaki hiicrelerinin normal
dokuya benzeyebilme yeteneklerini degerlendirir. Iyi farklilagsma gdsteren ve prostat
dokusuna benzerligi yiiksek olan kanserlerde daha iyi bir prognoz goriilmektedir.
Gleason  skorlama  sistemi  olusturulurken  de  farklilasmaya  gore
derecelendirilmektedir. Prostat dokusuna en ¢ok benzeyen (en iyi farklilasmig) Grade

1 en az benzeyen ise grade 5 olarak derecelendirilmistir. Hastadan alinan dokularda



en yaygin goriilen iki derece toplanarak gleason skoru saptanmaktadir. Gleason skoru
2 ve 10 arasinda degisen puanlar alabilmektedir. Skor 8-10 oldugu zaman kanserin
oldukea kotii prognozlu oldugu; 6 ve altindaki puanlarda ise iyi prognozlu oldugu 6n
goriilmektedir. Gleason skorlar ilerleyen arastirmalarla modifiye edilmistir. Ayrica
degerlendirme yapilirken serum PSA diizeyi ve tiimor sinirlarinin hesaba katilmasi
gerektigi caligmalarda ifade edilmistir (5, 43, 44). Modifiye gleason skorlamasi Sekil
3’de gosterilmektedir (45).

Sekil 3. Modifiye Gleason Skorlamasi (45)



Prostat kanserinin prognozu ve tedavisine karar verirken kullanilan diger parametre
ise TNM smiflamasidir(46). Amerikan Birlesik Kanser Komitesi tarafindan yapilan
(AJCC - 2017) Kklinik ve patolojik TNM smiflamasi1 Tablo 1’ de gosterilmistir (25).

Prostat kanserinde timdr hiicrelerinin infiltre etti§i bolgesel lenf diigilimleri
genellikle ortak iliak arterlerin ¢atallanmasinin altindaki pelvik lenf diigiimleri
olan;pelvik, hipogastrik, obturator, iliak ve sakral (lateral, presakral veya
promontory) gruplart icerir. Uzak lenf diglimleri ise gercek pelvis sinirlarinin
disinda yer almaktadir. Aortik, ortak iliak, derin kasik, yiizeyel kasik (yani femoral),
supraklavikiiler, servikal, skalen ve retroperitoneal lenf nodlar1 uzak lenf

diigiimlerindendir.

Tablo 1.AJCC Prostat Kanseri TNM Siniflamas1 2017

Klinik T Kategori

Tx:Primer tiimor degerlendirilemez.

To: Primer tiimdr bulgusu yok.

T1: Klinik olarak asikar olmayan (Palpe edilemeyen ve goriintiide saptanamayan)
tumor.

Tla: Rezeke edilen dokunun %5 ve daha azinda tiimér dokusu bulunmasi

T1b: Rezeke edilen dokunun %5’inden fazlasinda timor dokusu bulunmasi

Tlc: Igne biopsisi ile tanimlanan tiimér bir veya her iki tarafta da mevcut. Ancak
palapsyonla ele gelmiyor.

T2:Tiimor palpe edilir ve prostatta sinirlidir.

T2a: Tiimor bir lobun yarisindan azini igerir.

T2b: Tiimor bir lobun yarisindan ¢ogunu igerir. Ancak iki lobu igermez.

T2c: Timor iki lobu da tutar.

T3: Fikse olmayan ekstraprostatik timor var.

T3a: Ekstraprostatik tiimor; tek veya ¢ift taraf

T3b: Seminal vezikiil(ler)i infiltre etmis.

T4: Tumor fiksedir. Ayrica dis sfinkter, rektum, mesane, levator kaslar1 ve/veya

pelvik duvar gibi seminal vezikiiller disindaki bitisik yapilari isgal eder.




Patolojik T Kategori

T2: Organ sinirh

T3: Ekstraprostatik yayilim var.

T3a: Ekstraprostatik yayilim var (tek tarafli veya iki tarafli)) veya mesane
boynunda mikroskopik invazyon var.

T3b: Seminal vezikiil(ler)i infiltre etmis.

T4: Tumor fiksedir. Ayrica dis sfinkter, rektum, mesane, levator kaslar1 ve/veya

pelvik duvar gibi bitisik yapilar isgal eder.

N Kategori
NX: Bolgesel lenf diigimleri degerlendirilemedi.
NO: Pozitif lenf diiglimleri metastazi yok.

N1: Bolgesel lenf diigiimlerinde metastaz var.

M Kategori

MO: Uzak metastaz yok.

M1: Uzak metastaz mevcut.

M1la: Bolgesel olmayan lenf nodlar1 metastazi var.
MI1b: Kemik metastazi var.

MIlec: Kemik dis1 uzak organ metastazlari var.

T:Tiimoriin organa simirli olmasi, N:lenf nodu metastazi, M: Uzak organ metastazini

ifade etmektedir.

Organ metaztazi ise en sik kemik, akciger, karaciger, plevra, slirrenal bez, dura ve
beyin parankimine olmaktadir. Kemikler, prostat kanseri metastazinin en yaygin
nodal olmayan bdlgeleridir. Kemik metastazi en sik vertebralara olmaktadir.
Metastatik kemik lezyonlari genellikle osteolitik degil osteoblastik tiirde
izlenmektedir. Akciger ve karaciger metastazlart da genellikle hastaligin ilerleyen
safhalarinda tespit edilmektedir (25, 46).

Amerika Birlesik Devletleri'nde prostat kanseri hastalarindan elde edilen son veri
analizi, 6zellikle 55-69 yas grubundaki erkeklerde metastatik prostat kanseri oranin
arttigimi gostermistir. Kayith tiim vakalarda metastaz insidansi oran1 2012 yilindan
itibaren yilda %?2.74 olarak anlamli sekilde artmistir (47). Metastaz, prostat kanseri

hastalarinda komplikasyonlara ve hatta 6lime neden olmaktadir. Prostat kanseri
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kaynakli 6liimlerin biiylik ¢cogunlugunda lenf bezleri, akciger, karaciger, kemik veya
diger bolgelere metastaz bulundugu da saptanmustir (1).

2.1.2.5. Prostat kanseri tedavisi

Prostat kanserinde hastaligin tani, tedavi ve izlem siireciyle ilgili arastirmalar
sonucunda elde edilen wuluslararast kilavuzlar literatiirde mevcuttur (48-51).
Kilavuzlar ¢ergevesinde tiimdriin TNM evresi, gleason skoru/ histopatolojik karakteri
ve serum PSA degerlerine gore risk smiflamasi yapilmakta ve buna yonelik tedavi
diizenlenmektedir (5). NCCN kilavuzuna gore risk gruplart ¢cok diisiik, distik, orta,
yiiksek, ¢ok yliksek, metastatik olarak detaylt alt1 sinifa ayrilmistir. Bu siniflamada
timoriin T3b (seminal vezikiile infiltre) ve ileri olmasi hastayr ¢ok yiiksek risk
grubuna sokarken; T evresi farketmeksizin lenf ve organ metastazi varligi timori
metastatik prostat kanseri grubuna sokmaktadir (5, 7).

Prostat kanserinde tedavi, cerrahi (radikal prostatektomi), radyoterapi (RT) ve
hormonal tedavi (HT) yaklagimlarinin risk grubuna gore tek ya da kombine kullanimi
ile gergeklestirilmektedir. Ancak metastatik prostat kanserinde konvansiyonel
yontemler prostat kanserinde diger kanserlerde oldugu kadar bagarili olamamaktadir
6, 7).

Metastatik prostat kanseri temel olarak ikiye ayrilmaktadir. Bu gruplar androjen
baskilama tedavisi duyarli yani daha 6nce hic HT almamus; kastrasyona direncli
(daha once HT almis) olarak ayrilmaktadir. ADT duyarli metastatik prostat
kanserinde sadece ADT (LHRH analoglar1 veya bilateral orsiyektomi veya LHRH
antagonisti) ya da ADT +Kemoterapi (KT) uygulanmaktadir. Yapilan ¢alismalar KT
alabilecek durumda olan hastalar i¢in bu kombine tedavinin sag kalima katkis1
oldugunu gostermistir (8). Kastrasyona direngli metastatik prostat kanserinde
(CRPC) ise birden fazla KT ilag verilmekte, bu siirede ADT de verilmeye devam
edilmektedir. CRPC’de kemik metastazi da sik goriilmektedir. Bu durumda ek olarak
kemik hedefli ajanlar (zoledronik asit, denosumab (RANK-ligand inhibitdrii)),
palyatif RT ve destek tedavilerine (diyet, vitamin destegi, psikososyal destek,
egzersiz v.b.) de basvurulabilmektedir (7). Bu tedavilere ragmen metastazlar, prostat
kanseri olan erkeklerde hala 6nemli bir komplikasyon ve 6liim nedenidir. Prostat

kanserinden 6len neredeyse tiim erkeklerin kemige veya lenf diiglimleri, akciger ve
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karaciger dahil diger bolgelere metastazlari saptanmistir (1). Bu nedenle metastatik
prostat kanseri hastalarinda daha etkin yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine

ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.2. RUTEAKARPIN

2.2.1. Ruteakarpinin Yapisi, Etkileri ve Metabolizmasi

Rutaekarpin Evodia rutaecarpa adli geleneksel bir Cin bitkisinden elde edilen
indolopiridokinazolinon alkaloididir(9). Binlerce yildir gastrointestinal hastaliklar,
amenore, postpartum kanama gibi ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilan
alkaloid yapida bir bilesiktir. Ruteakarpinin antienflamatuar, antiobezite ve antitimor
(10-14) aktiviteler dahil olmak fizere birgok biyolojik etkiye sahip oldugu
bilinmektedir (52). Ruteakarpinin molekiiler yapis1 incelendiginde ise; A, B, C, D ve
E olarak 5 diizlemsel halkadan olusmakta ve dogada 2 ayri molekiiler yapida

bulunabilmektedir (Sekil 4). Ozelikle E halkasmin antikanserojen etkide

(topoizomeraz I ve II {izerine inhibitor etki ile ) rol aldig1 bilinmektedir (53).

O
N
I Q\lb
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H

1a (Rutaecarpine)

molecule A molecule B
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Sekil 4.Ruteakarpinin Molekiiler Yapis1 (53)

Ruteakarpinin viicuttan uzaklastirilmasi ise faz | ve faz Il reaksiyonlar ile karaciger
mikrozomlarinda gergeklesmektedir. Faz 1 reaksiyonu sonucunda monohidroksi
metabolitleri idrar, feces ve safra ile atilmaktadir. Az miktarda dihidroksi
metabolitleri ise idrar ve feces ile atilabilmektedir. Faz II reaksiyonu ise siilfatla
konjugasyon sonucu olugsan metabolitler feces ve idrarda; glukoronid ile konjugasyon

sonucu meydana gelen metabolitler ise idrarda saptanabilmektedir (9).

2.2.2. Ruteakarpinin Antikanserojen Etkisi

Rutaekarpinin antikanserojen etkisi incelendiginde topoizomeraz I ve topoizomeraz
Il enzimlerini inhibe ederek DNA replikasyonu sirasinda siiperkoillerin
acilamamasina bagl interkalasyon yoluyla sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir
(12). Topoizomeraz inhibitorleri, bir grup anahtar enzimi inhibe eden klinik
uygulamada tek basina veya diger ilaglarla kombinasyon halinde yaygin olarak
kullanilan antineoplastik ajanlardir. Bu ajanlar DNA replikasyonu ve transkripsiyonu
sirasinda  hiicrenin normal fonksiyonuna miidahale ederek sitotoksik etki
olusturmakta ve bu etkileriyle neoplastik hastaliklarin tedavisinde Onemli yer
tutmaktadirlar (12, 54).

Ruteakarpinin antineoplastik etkisine aracilik ettigi diistiniilen bir diger 6zelligi ise
siklo-oksijenaz-2  (COX-2) inhibitér ozelligi gostermesidir  (15). COX-2
ekspresyonunun bir¢ok malign tiimorde artis gosterdigi bilinmektedir. Ayrica COX-2
ekspresyonunun kanser hiicrelerinin invaziv 6zelliklerini etkileyerek hiicrelerin daha
invazif hale gelmesine neden oldugu ve matriks metalloproteinaz-2 diizeyiyle de
iligkili oldugu bulunmustur. COX-2 ekspresyonu sonucunda prostaglandinlere bagh
inflamasyon artmakta, artan inflamasyona bagli olarak da tiimér mikrogevresinde
epidermal biiylime faktorii, fibroblast biliylime faktorii gibi biiylime faktorlerinin
salinmas1  kolaylasarak  neoplastik  proliferasyon  hizlanmaktadir ~ (16-18).
Ruteakarpinin renal, meme ve akciger kanseri hiicre hatlar1 gibi ¢esitli hiicre
hatlarinda sitotoksik etkiye sahip oldugu ifade edilmistir (9).

Prostat kanseri ve ruteakarpin incelendiginde ise; E. rutaecarpa'nin bir bagka alkaloid

bileseni ve ruteakarpinin yapisal bir analogu olan evodiaminin, G2-M fazinda hiicre
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dongiisiinii engelledigi ve apoptoz indiiksiyonu yoluyla da prostat kanseri hiicre
hatlarinin biiyiimesini engelledigi bildirilmistir (19). Hiicre dongiistiniin incelendigi
bagka bir c¢alismada ise ruteakarpinindoza bagimli bir sekilde farelerde Go-
G1 fazinda hiicre dongiistiniin durmasina neden oldugu saptanmustir (55). Prostat
kanseri hiicre hattinda her iki bilesiginde sitotoksik etkileri oldugu ifade edilmistir
(56). Ruteakarpinin antikanser aktivitesini in  vivo belirlemek i¢in farelerde
olusturulan ksenograft prostat kanseri modellerinde ruteakarpinin CRPC biiylimesini

ve hiicre proliferasyonunuénemli 6lgiide bastirdigi saptanmustir (20) .

2.3. APOPTOZ
2.3.1. Apoptozun Tanim

Apoptoz, hiicrelerde hayatta kalma / 6liim dengesini koruyan programlanmis hiicre
olumii seklidir. Apoptoz normal dokularin gelisim ve homeostazinda kritik bir rol
oynamaktadir. Yetersiz apoptoz kanser veya artmis otoimmiiniteye neden olurken;
apoptozun artmast durumunda hizlandirilmis hiicre 6liimii akut ve kronik dejeneratif
hastaliklara, immiin yetmezliklere, infertiliteye neden olabilmektedir. DNA hasari,
kontrolsiiz proliferasyon gibi durumlarda apoptozun aktivasyonu ile karsinogenez
bloke edilmekte ve apoptotik sinyaller genomik biitlinliigiin korunmasina yardimci
olmaktadir (57-59). Ayrica apoptotik yollarin diizensizligi sadece timér olusumunu
tesvik etmekle kalmayip, ayn1 zamanda kanser hiicresinin tedaviye direngli hale
gelmesi ve metastazi kolaylagtiran bozulmus apoptotik sinyallere de neden
olmaktadir. Bu nedenle apoptoz kusurlar artik protoonkogen aktivasyonunun 6nemli
bir tamamlayicist olarak kabul edilmektedir. Kanser hiicreleri de c¢esitli
mekanizmalarla apoptozdan kaginmakta ve kontrolsiiz hiicre boéliinmesini
saglamaktadir (60-63). Bu nedenle, apoptozun molekiiler mekanizmalarinin ve hiicre

6liimiiniin daha iyi anlasilmasi 6zellikle kanser tedavisinde 6nem arz etmektedir.

2.3.2. Apoptozun Aktivasyon Mekanizmasi

Apoptoz, spesifik olarak sisteinin aspartil grubunu hedefleyen "kaspazlar" olarak

bilinen proteazlar tarafindan baglatilmaktadir. Hiicrelere apoptoza girme talimati
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veren spesifik sinyaller alindiginda hiicrede bir dizi degisiklik meydana gelmektedir.
Kaspazlar tipik olarak apoptozun erken asamalarinda aktive edilerek hiicre
iskeletindeki yapisal proteinler ve DNA onarim enzimleri gibi niikleer proteinler
dahil olmak tizere normal hiicresel islev igin gerekli olan temel hiicresel bilesenleri
ayirir. Ayrica ¢ekirdekteki DNA'y1 pargalamaya baglayan DNazlar gibi diger
parcalayici enzimleri de aktive ederler. Apoptoz siireci proapoptotik ve antiapoptotik

protein diizenleyicileri arasindaki denge ile siirdiirtiliir (64-66).

2.3.2.1. Intrinsik yolak

Apoptozun ig¢sel yolagi olarak ifade edilen intrinsik yolak mitokondri ve
mitokondriyal proteinler kullanilarak meydana gelmektedir. DNA hasari,
proonkogenlerin upregiilasyonu, fazla Ca®*, oksidanlar, mikrotiibiilii hedefleyen
ilaglar v.b. nedenlerle bu yol aktive olmaktadir (57, 67). Yolak Bcl-2 protein ailesi
tarafindan diizenlenmekte BH3 proteinlerinin yukar1 regiilasyonu ile hem Bax hem
de Bak aktive edilmektedir. Bax p53 tarafindan diizenlenen tiimér baskilayict bir
gendir. Aktive edildikten sonra, Bax ve Bak oligomerize olarak mitokondriyal dig
membran gegirgenligine (MOMP) yol agmaktadir (67, 68).

MOMP, intrinsik apoptozun tanimlayict olayidir ve geri doniisii olmayan nokta
olarak kabul edilmektedir. Artan dis membran gegirgenligi, sitokrom c’nin salimini
saglamakta ve sitokrom c'nin salinmasiyla sitokrom c, apoptotik proteaz aktive edici
faktor-1 (APAF-1), dATP ve procaspase-9'dan olusan apoptozom meydana
gelmektedir. Apoptozom i¢inde, procaspase-9, kaspaz-3 ve -7'yi etkinlestiren kaspaz-
9' a doniistiiriilir. Bu sayede proteinlerhizla pargalanarak hiicre 6liimii meydana

gelmektedir (57, 59, 68).

2.3.2.2. Ekstrinsik yolak

Ekstrinsik yolakta apoptozu indiiklemek i¢in hiicre dis1 sinyaller kullanilmaktadir.
Oliim ligandlar1 olarak da bilinen hiicre 6liim sinyalleri (Fas ligand: (Fas-L), TNF ile
iligkili apoptoz indiikleyen ligand (TRAIL) ve tiimor nekroz faktorii (TNF)) 6liim
reseptorlerine baglanir.Bu 6liim reseptorleri, TNF reseptori ile iligkili 6liim domaini
(TRADD) ve fas ile iliskili 6lim domaini (FADD) gibi ¢ekirdek proteinlerini

harekete geciren bilesenlere sahiptir. Ligand-reseptér baglanmasi ile baslatici
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prokaspaz-8 ve -10, aktive olarak 6lime neden olan sinyal iletme kompleksini
(DISC) olusturur.Daha sonra kaspaz-3, -6 ve -7 aktive edilerek hiicre 6liimii baslar
(69-71).

Apoptotik yolaklar Sekil 5’te gosterilmistir.
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Sekil 5. Apoptoz Yolaklarinin Sematik Gosterimi (72)

2.3.3. Apoptozun Morfolojik Ozellikleri

Apoptotik siire¢ sirasinda hiicreler, hiicre iskeletindeki laminlerin ve aktin liflerinin
boliinmesinin  ardindan  kiiglilmeye baslar. Cekirdekte kromatinin apoptotik
parcalanmast  genellikle niikleer zarin c¢evresinden baglayarak kromatinin
yogunlagmasiyla "at nali" benzeri bir goriinime yol acar. Bu durum karyoreksis
olarak adlandirilir. Hiicre Kkiiciilerek ve yuvarlaklasarak makrofajlar tarafindan

fagosite edilebilecek sekilde kiiclik paketlere dontstiiriiliir. Makrofajlar tarafindan
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fagositozu kolaylastirmak i¢in apoptotik hiicreler siklikla makrofaj yanitini tetikleyen
plazma membran degisikliklerine ugrarlar. Bu degisikliklerden biri, fosfatidilserinin
hiicrenin i¢inden dis ylizeye yer degistirmesidir. Apoptozun son asamasi ise
membran tomurcuklanmasiyla apoptotik cisimler olarak adlandirilan kii¢iik

vezikiillerin ortaya ¢ikmasiyla karakterize edilir (59, 69, 71).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

. -80°C derin dondurucu (Haier, Cin)

. Buzdolabi (Regal, Tiirkiye)

. Sogutmali santriflij (Niive, Tiirkiye)

. Su banyosu (Stuart, Birlesik Krallik)

. Distile su cihazi (Niive, Tiirkiye)

. Otoklav (Niive, Tiirkiye)

. Vorteks (Hangzhou Allsheng, Cin)

. Orbital calkalayici (Hangzhou Allsheng, Cin)

. Hassas Terazi (Shimadzu, Japonya)

. Biyogiivenlik Kabini Sinif II (Thermo Fisher Scientific, ABD )
. COz inkiibator (Thermo Fisher Scientific, ABD)

. Inverted mikroskop (BestScope, Cin)

. Countees hiicre sayim cihazi (Invitrogen, ABD)

. Muse® Cell Analyzer (Merck Millipore, Almanya)

. EVOS Goriintiileme Sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD)

. ELISA Plaka Okuyucu (Hangzhou Allsheng, Cin )

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Malzemeler

o Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Merck Milipore, Almanya)

« Rutaekarpin (Sigma Aldrich, ABD)

o Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Gibco ®, Thermo Fisher Scientific,
ABD)

o Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12)
(Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)

o Tripsin/EDTA (%0.25) (Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)

o Phosphate Buffered Saline (PBS) Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)

« Fetal Bovine Serum (FBS) (Biological Industries, ABD)
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« Penisilin-Streptomisin (Biological Industries, ABD)

« Water soluble tetrazolium-1 (WST-1) reaktifi (Biovision, ABD)

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

« Akridin oranj (Sigma Aldrich, ABD)

« Paraformaldehit (Sigma Aldrich, ABD)

« Tripan mavisi (Thermo Fisher Scientific, ABD)

o (Caspase 3 Human Instant ELISA™ Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD)

3.2. YONTEM

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

3.2.1.1. Hiicre Hattimin Ozellikleri ve Inkiibasyon Kosullar

Mevcut tez ¢alismasinda kullanilan PC-3 (ATCC® CRL-1435™) insan metastatik
prostat kanseri hiicre hattt Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)’den ticari
olarak temin edildi. Hiicreler %10 Fetal Bovin serum (FBS) ve Penisilin
/Streptomisin ilave edilmis RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640)
besiyerinde ve %5 CO: ile %95 hava bulunan 37°C inkiibator igerisinde T25 ya da
T75’lik flasklarda kiiltiire edildi.

3.2.1.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

PC-3 hiicrelerinin alt kiiltiirleri yapilirken %0.25 Tripsin-EDTA (Gibco) ve PBS
(Gibco) kullanildi. Hiicreler konflue olduktan sonra T25 flasklardan besiyeri
uzaklastirilip PBS ile 1 kez yikandi ve hiicreler tripsin ile kaldirildi. Tripsin enzimini
inaktive etmek i¢in RPMI 1640 besiyeri eklenerek hiicreler toplandi. Steril falkona
aktarilan hiicreler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen hiicre pelleti 1
mL taze besiyeri ile siispanse edildi. Hiicreler cogaltilmak tlizere T75’lik flasklara
ekildi. T75’lik flasklarda yeterli hiicre miktarina ulagildiginda ise tekrar hiicreler
pasajland1 ve deneyler i¢in 96 kuyulu ya da 6 kuyulu hiicre kiiltiirli plakalarina ekim
yapildi.
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3.2.1.3. Hiicrelerin Stoklanmasi

Cogalan hiicreler tripsin ile kaldirildiktan sonra hiicrelerin stoklanmasi igin;
hiicrelerden santrifiij sonrasi elde edilen pellet 900 puL besiyeri ile slispanse edildi ve
hiicre stoklanmasi i¢in kullanilan kryotiiplere aktarildi. Hiicre siispansiyonunun
tizerine kriyoprotektif bir ajan olan dimetilsiilfoksit (DMSO)’dan 100 pL eklenerek

hiicreler -80°C dondurucuda stoklandi.

3.2.1.4. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi
Hiicre bulunan kryotiipler -80°C dondurucudan ¢ikarilarak 37°C su banyosunda 1-2
dakika bekletilerek ¢ozdiiriildii. Igerisine 6nceden 37°C’ye 1sitilmis RPMI 1640

besiyeri dikkatlice eklenerek pipetlendi ve hiicreler filtreli flasklara ekildi.

3.2.1.5. Hiicre Sayimm

Tripsin ile kaldirilarak elde edilen hiicre pelleti 1 mL taze besiyeri ile siispanse
edildi. Hiicre siispansiyonundan 10 pL aliarak bir ependorf tiipiine aktarildi ve
tizerine 10 pL tripan mavisi eklenerek pipetlendi. Hazirlanan hiicre-boya karigiminin
tamami (20 puL) 6zel bir lam igerisine konuldu. Lam, Countees hiicre sayim cihazina

(Invitrogen, ABD) yerlestirildi ve cihazda hiicre sayimi1 gergeklestirildi.

3.2.1.6. Rutaekarpin Hazirlanmasi

Rutaekarpin (R3277-25MG, Sigma-Aldrich) etken maddesi toz halinde ticari olarak
satin alind1. Kabin igerisinde steril kosullarda DMSO eklenerek ¢oziindii ve ana stok
¢ozelti hazirlandi. Literatiir taramasi ile uygulanacak doz araligi belirlendi (Sekil 6).
Belirlenen konsantrasyonlarda rutaekarpin, ana stoktan besiyeri ile diliisyon

yapilarak hazirlandi.
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Sekil 6. Uygulanan rutaekarpin konsantrasyonlari.

3.2.2. Hiicre Canhlik Testi (WST-1) Analizi

WST-1 hiicre canliliginin ve proliferasyonunun 6l¢iimii i¢in kullanilan radyoaktif
olmayan kolorimetrik bir yontemdir. Hiicrelere eklenen tetrazolium tuzlarinin
yardimiyla hiicre sitotoksititesi degerlendirilir. Tetrazolium tuzlari, canli hiicrelerde
bulunan mitokondriyal dehidrojenaz enzimi ile formazana doniiserek renk degisimini
gerceklestirir. Bu olusan renk degisimi spektrofotometrik yontemle o6lgiilerek
canl1/6l1i hiicre sayis1 belirlenir.

WST-1 kit protokoliine gore 96 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarinin her kuyusuna 100
uL besiyeri igerisinde 2x10% hiicre/mL PC-3 hiicresi ekildi. 5 uM, 10 pM, 20 uM ve
40 puM rutaekarpin maddesi hiicrelere uygulanarak 24 ve 48 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda her kuyuya 10 uL. WST-1 boyas1 eklenilmis ve 45
dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. Absorbans oOl¢timii i¢in 460-620 nm dalga
araliginda ELISA okuyucuda (Allsheng, China) ol¢timleri ger¢eklestirilmigtir.

3.2.3. Annexin V Analizi

Annexin V testi hiicrelerin canli, erken ve ge¢ apoptotik ve nekrotik yilizdelerini ve
konsantrasyonlarin1 belirlemek igin kullanilan bir yontemdir. Testin prensibi,
annexin boyasmin apoptotik hiicrelerin yiizeyi {izerindeki fosfatidilserine (PS)
baglandiktan sonra floresan izotiyosiyanat (FITC) ile isaretlendiginde akis sitometrisi

yontemi ile erken apoptotik hiicrelerin belirlenmesini saglamaktadir. Ge¢ apoptotik

22



evrede ise hiicre membraninin biitiinliigi bozuldugu i¢in, Annexin V-FITC boyasi
membrana baglanarak yesil floresan verirken, propidyum iyodiir (PI) boyasi hiicre
icine girerek kirmizi floresans vermektedir. Nekrotik hiicreler ise sadece PI ile
boyanmaktadir.

Annexin V, PS kars1 yiiksek afiniteye sahip kalsiyum bagimli fosfolipit baglayici bir
proteindir. Canli hiicrelerde PS, hiicre zarmnin sitoplazmik yilizeyinde bulunur.
Hiicrelerde apoptoz meydana geldiginde membran biitiinliigli bozulur ve PS
molekiilleri Annexin V'nin kolayca baglanabildigi hiicre zarinin dis yiizeyine tasinir.
Apoptotik etkisinin belirlenmesi amaciyla, 6 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarinin her
kuyusuna 1x10° PC-3 hiicresi ekilmistir. Hiicreler 37°C 24 saat inkiibe edilmistir.
WST-1 analizi verileri sonucuna goére uygun olan 20 pM ve 40 puM rutaekarpin
maddesi hiicrelere uygulanarak 48 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda hiicreler tripsin ile pasajlanmis ve PBS ile yikanmistir. Yikama
sonrasinda siipernatant atilmis ve pellet PBS ile silispanse edilmistir. Siispanse
hiicrelerin her bir tiipiine 100 pL Muse Annexin V & Dead Cell Assay kiti Annexin
V boyast eklenmistir. Boyanan hiicreler 30 dakika karanlikta ve oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda her bir tiip Muse™ Cell Analyzer (Merck
Millipore, Almanya) cihazinda analiz edilmis ve canli/0lii hiicre yiizdeleri

belirlenmistir.

Tablo 2. Annexin V-FITC ve Pl Ile Boyanan Hiicrelerin Ozellikleri

Hiicrelerin Ozellikleri Annexin V-FITC Pl

Canl1 Hicre

Erken Apoptotik Dénem * )
Geg Apoptotik Donem + +
Nekrotik Hiicre ) *
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3.2.4. Akridin Oranj Boyama

Akridin oranj (AO), cift zincirli DNA’ya baglandiginda yesil fluoresan 1s1ma yayan
bir hiicre-gecirgen niikleik asit baglayic1 boyadir. Bu 6zellik AO boyasini hiicre
caligmalar1 i¢in yararli kilmaktadir. Boyama protokolii uygulandiktan sonra
hiicrelerin morfolojik analizi fluoresan mikroskop ile gergeklestirilebilmektedir(73).
Rutaekarpinin PC-3 hiicrelerinde morfolojik bir degisime neden olup olmadiginin
incelenmesi i¢cin AO boyamas1 yapildi. Hiicreler flasklardan tripsin ile kaldirilarak
sayild1 ve 6 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarina kuyu basina 5x10° hiicre olacak sekilde
ekildi. Sonrasinda, hiicrelere 48 saat siire ile rutaekarpinin WST-1 analiziyle
belirlenen etkin konsantrasyonlari olan 20 ve 40 uM dozlari uygulandi. 48 saat
inkiibasyonun ardindan her bir kuyuya 1 mL %4 paraformaldehit eklenerek 30
dakika calkalayicida hiicrelerin fiksasyonu saglandi. Fiksasyon gerceklestirildikten
sonra paraformaldehit uzaklastirildi ve her bir kuyu PBS ile 3 kez 5’er dakika
boyunca calkalayicida yikandi. Yikama bittikten sonra her bir kuyuya 1 mL AO (100
mg/ml) boyasi yavasca ilave edildi ve karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda kuyular 3’er kez 5 dakika calkalayicida PBS ile yikand.
Boyama islemi tamamlanan hiicreler EVOS Hiicre Goriintiilleme Sisteminde (Thermo

Fisher Scientific, ABD) goriintiilendi.

3.2.5. Kaspaz-3 ELISA Analizi

Metastatik prostat kanseri PC-3 hiicrelerine rutaekarpin uygulanmasi ile, apoptoza
iliskin bir marker olan kaspaz-3 miktarindaki degisimin incelenmesi i¢in Caspase 3
Human Instant Enzim Bagli Immiinosorbent Assay (ELISA)™ Kit (Thermo Fisher
Scientific, ABD) kullanildi. Kitin prensibi; sandvi¢ ELISA metodu ile birbiriyle
eslesen bir antikor cifti arasinda baglanan hedef proteinin miktarinin 6l¢iilmesine
dayanmaktadir.

Kaspaz-3 6l¢iimii analizi i¢in, 6 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarinin her bir kuyusuna
1x10° hiicre ekildi ve 48 saat boyunca rutaekarpinin 20 ve 40 uM dozlari ile inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler bir kez PBS ile
yikandi. Her bir kuyudaki hiicreler scraper ile toplanarak ayr1 ependorf tiiplere alindi
ve tlipler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Elde edilen hiicre pelletinin iizerine kit

icerisinde mevcut olan 1X lizis tamponundan 1 mL eklendi ve 60 dakika
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calkalayicida hiicrelerin lizisi saglandi. Sonrasinda uygun kit protokoliine gore, her
bir lizat kuyulara eklenerek ELISA okuyucu cihazinda (Allsheng, Cin) 450 nm dalga
boyunda 6l¢tim gergeklestirildi.

3.2.6. Istatistiksel Analiz
Istatistiksel analiz ¢alismalar1 i¢in GraphPad Prism 6.0 programindan yararlanilarak,
elde edilen verilerde gruplar arasi farkliliklar One Way ANOVA (Tukey) analizi ile

degerlendirildi. Sonuglar arasindan p<0.05 degerleri istatiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Rutaekarpinin Metastatik Prostat Kanserinde Sitotoksik Etkisinin
Degerlendirilmesi

Bu tez calismasinda Evodia rutaecarpa bitkisinde bulunan bir alkoloid ve aymi
zamanda COX-2 inhibitorii olan rutackarpinin metastatik prostat kanseri lizerine olan
etkileri analiz edilmistir. Ruteakarpinin PC-3 metastatik prostat kanseri hiicre hatti
tizerine olan sitotoksik etkisi WST-1 canlilik analizi ile belirlenmis ve analiz
sonuglar1 Sekil 6 ve Tablo 2’de verilmistir. Ruteakarpinin farkli konsantrasyonlarinin
(5, 10, 20 ve 40 uM) PC-3 hiicrelerine 24 ve 48 saat muamelesi sonrast canlilik
yiizdeleri kontrol grubu ile karsilastirilarak istatistiksel olarak analiz edilmistir. Elde
edilen sonuglara gore hiicrelerde canlilik oraninin artan doza bagli olarak anlamli bir
sekilde azaldig1 belirlenmistir (Sekil 6, p<0.01, p<0.05). 24 saat boyunca 5, 10, 20 ve
40 pM rutaekarpin uygulanan PC-3 hiicrelerinde canlilik orani sirast ile
%96.43£0.65, %85.86+1.83, %75.70£0.51 ve %67.96+0.92 olarak hesaplanmigtir
(p<0.05)(Sekil 6, Tablo 2). Ayrica 48 saat boyunca 5, 10, 20 ve 40 uM rutaekarpin
uygulanan hiicrelerde canlilik oraninin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde sirasiyla
%93.06+1.41, %77.83£0.56, %68.56+£0.23 ve  %54.23+1.47’ye azaldigi
belirlenmistir (p<0.05)(Sekil 7, Tablo 2).

Tablo 3. Rutaekarpinin Doza ve Zamana Bagh Hiicre Canliligi Uzerine Olan

Sitotoksisite Sonuglar1

PC-3
Konsantrasyon (nM) 24 saat 48 saat
Kontrol %100 %100
5 %96.43 %93.06
10 %85.86 %77.83
20 %75.70 %68.56
40 %67.96 %54.23
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Bu verilerden elde edilen sonuglara gore, PC-3 hiicrelerine 48 saat boyunca 20 ve 40
uM rutaekarpin uygulamasinin en etkin sekilde hiicre canliligini azalttig1 belirlendigi
i¢in Annexin V analizi, AO boyamas1 ve ELISA analizinde hiicrelere 20 ve 40 uM

rutackarpin muamelesinin 48 saat boyunca uygulanmasi gerceklestirilmistir.

150
El 24 saat
B 48 saat
é 100— ™ * * % -
g B * % 5 P
o * %k
X 50-
0- | T T T
0 5 10 20 40

Rutekarpin (uM)

Sekil 7. Rutaekarpinin PC-3 Hiicrelerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi. PC-3
Hiicreleri Uzerine Rutaekarpinin Farkli Konsantrasyonlarmin (5, 10, 20 ve 40 pM)
24 ve 48 Saat Muamelesi Sonrasi Canlilik Yiizdelerinin Kontrol Grubu ile
Karsilastirilmasi (*p<0.05, **p<0.01).

4.2. Rutaekarpinin Metastatik Prostat Kanserinde Apoptotik Etkisinin
Belirlenmesi

Rutaekarpinin PC-3 metastatik prostat kanseri hiicre hatt1 {izerine olan apoptotik
etkisi Annexin V analizi ile belirlenmis ve analiz sonuglar1 Sekil 7°de sunulmustur.
Rutaekarpinin PC-3 hiicrelerindeki apoptotik etkisi incelendiginde, 48 saat muamele
sonunda artan doza bagli olarak 6zellikle erken apoptotik hiicre sayisini anlamli bir
sekilde arttirdigi gozlemlenmistir (p<0.01, Sekil 8A). PC-3 hiicrelerinde
rutaekarpinin kontrol grubunda toplam apoptotik hiicre yiizdesi %7.25+0.62 iken, 20
uM rutaekarpin uygulanan hiicrelerde erken ve ge¢ apoptoz orani sirasiyla
%21.496+0,87 ve %9.69+0.46 olarak tespit edilmis ve 40 puM rutaekarpin
uygulandiginda ise bu oranlarin sirastyla %31.96+1.65 ve %14.06=1.54"e yiikseldigi
gosterilmistir (Sekil 8B, p<0.01).

27



(a) (b) (©

(A) ' APOPTOSIS FROFILE . APQPTOSIS PROFILE : APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
065% 405% 058% 969% 009 % 1406%

L H 3
: : :
= 2 | J
2 g 2 5 2
> 5 :
Fo ’
: % 246% |
e Early Apap. ' 5 1%
0-—rrremt—rrrr—r e Early Apop. A
0 1 2 3 4 it (| B AR,
ANNEXINY Aot 0 1t 2z 3 4 001 2 3 4
ANNEXINY - Apontotic iz ANNEXINY  Acostotc

(8) o 40-

5 Bl Erken Apoptoz
3 *
L
< 30- Gec Apoptoz
whd
S ok
o
4 204
© X
£
S 10 ==
o
(o} T
L
°\ 0' T T T

\ Q 9

o ) ™

&

Rutekarpin (M)

Sekil 8. Rutaekarpinin PC-3 Hiicrelerindeki Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi. (A)
(a) Kontrol, (b) 20 uM ve (c) 40 uM Rutaekarpin Uygulanan PC-3 Hiicrelerinde 48
Saat Sonraki Apoptotik Etki, (B) Rutaekarpinin PC-3 Hiicrelerinde Erken ve Geg
Apoptotik Hiicre Yiizdesi Kontrol Grubu Ile Karsilastirilarak Istatistiksel Olarak
Analizi (*p<0.05, **p<0.01).
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Sonug olarak, rutackarpinin metastatik prostat kanseri hiicrelerinde 6zellikle erken

apoptoza neden oldugu tespit edilmistir.

4.3. Rutaekarpinin Metastatik Prostat Kanseri Hiicre Morfolojisi Uzerine
Neden Oldugu Degisikliklerin Goriintiilenmesi

Rutaekarpinin PC-3 metastatik prostat kanseri hiicre morfolojisi iizerine olan etkisi
AO boyama ile degerlendirilmis ve analiz sonuglar1 Sekil 9’da verilmistir. 48 saat
boyunca 20 ve 40 uM rutaekarpin ile muamele edilen PC-3 hiicrelerinin genel
morfolojik yapisinin bozuldugu, hiicre ve sitoplazma oraninin azaldigi ve DNA

fragmentasyonuna neden oldugu gézlenmistir.

(@)

(b)

(©)

Sekil 9. Rutaekarpinin PC-3 Hiicrelerindeki Morfolojik Etkisinin Akridin Oranj
Boyamasi ile Gériintiillenmesi. (a) Kontrol, (b) 20 uM ve (c) 40 uM Rutaekarpin
Uygulanan PC-3 Hiicrelerinde48 Saat Sonraki Morfolojik Degisimler.
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4.4. Rutaekarpinin Metastatik Prostat Kanserinde Kaspaz-3 Miktar1 Uzerine
Olan Etkisinin Belirlenmesi

Rutaekarpinin PC-3 metastatik prostat kanseri hiicrelerindeki apoptotik siirecin bir
gostergesi olan aktif kaspaz-3 proteini (cleavaged caspase 3) iizerine etkisi ELISA
yontemiyle analiz edilmistir. Analiz i¢in Oncelikle olusturulan kalibrasyon egrisi
grafigi Sekil 9A’da gosterilmistir. Hiicrelere 48 saat 20 ve 40 uM rutaekarpin
uygulamasi ile elde edilen kaspaz-3 protein miktarma iliskin veriler Sekil 9B’de
gosterilmistir. Rutackarpin uygulanan PC-3 hiicre hattinda kaspaz-3 protein seviyesi
kontrole gore artis gostermis olup, bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmugtur
(Sekil 9B, p<0.01). PC-3 hiicrelerinde kontrol grubunda kaspaz-3 protein miktari
0.105 ng/ml iken; 20 ve 40 uM rutaekarpin dozlar1 uygulandiginda sirasiyla 0.461 ve
0.651 ng/ml olarak belirlenmistir (Sekil 10B, p<0.01).
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Sekil 10. Rutaekarpinin PC-3 Hiicrelerindeki Kaspaz-3 Miktar1 Uzerine Olan Etkisi.
PC-3 Hiicreleri Uzerine Rutaekarpinin Farkli Konsantrasyonlarinin (20 ve 40 uM) 48
Saat Muamelesi Sonrasi Olusturulan (A) Standart Egri Kullanilarak (B) Kaspaz-3
Miktarinin Kontrol Grubu ile Karsilastirilarak Istatistiksel Olarak Analizi (*p<0.05,
**p<0.01)

Elde edilen sonuglara gore, rutackarpinin artan konsantrasyonuna bagl olarak PC-3
hiicrelerinde aktif kaspaz-3 miktarinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1

belirlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Prostat kanseri iilkemizde ve diinyada insidansi giderek artan halk sagligini tehdit
eden 6nemli saglik problemlerinden birisidir (2). Hastaligin tani, tedavi ve izlem
siirecinde tiimoriin TNM evresi, gleason skoru ve serum PSA degerlerine gore risk
gruplar1 belirlenmektedir(5). Tedavi ise cerrahi (radikal prostatektomi), radyoterapi
(RT) ve hormonal tedavi (HT) yaklasimlarinin risk grubuna gore tek ya da kombine
kullanimu ile gergeklestirilmektedir (6, 7).

Prostat kanserinde timor evresi fark etmeksizin lenf ve organ metastazi varlhigi
timorii metastatik prostat kanseri grubuna sokmaktadir. Metastazlar, prostat kanseri
olan erkeklerde 6nemli bir komplikasyon sonucu 6liim nedenidir ve tedavi basarisini
biiytik olglide etkilemektedir (1). Metastatik prostat kanseri; daha 6nce ADT almig
(kastrasyona direncli) ya da almamus (HT duyarli) olarak ikiye ayrilmaktadir. ki alt
tir iginde farkli tedavi algoritmalari planlanmaktadir. Ancak metastatik prostat
kanseri tedavisinde konvansiyonel yontemler diger kanserlerde oldugu kadar basarili
olamamaktadir (6-8). Bu nedenle metastatik prostat kanseri hastalarinda daha etkin
yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ruteakarpin, antienflamatuvar, antiobezite ve antitiimor (10-14) olmak tizere farkli
biyolojik etkilere sahip bir alkaloiddir (52) Prostat kanserinde ruteakarpinin yapisal
bir analogu olan evodiaminin, G2-M fazinda hiicre dongiisiinii engelledigi ve apoptoz
indiiksiyonu yoluyla prostat kanseri hiicre hatlarinin biiyiimesini de engellendigi
bildirilmistir (19). Ruteakarpinin doza bagli olarak farelerde Go-G: fazinda hiicre
dongiistiniin durmasina neden oldugu bilinmektedir (55). Bu nedenle prostat kanseri
hiicre hattinda her iki bilesiginde sitotoksik etkileri oldugu belirlenmistir (56).

Ming ve ark.(74), kolon kanseri (HT-29), meme kanseri (MCF-7), karaciger kanseri
(HepG2) hiicre hatlarinda ruteakarpinin ve diger Evodia meyvelerinden izole edilen
bilesiklerin topoizomeraz | ve Il iizerine inhibisyon etkileri ve sitotoksik
etkileri(ICso) incelenmistir. Calisma sonucunda kolon, meme ve karaciger hiicre
hattinda sirasiyla 42, 18, >100 uM dozunda rutackarpin uygulanmasimin Sitotoksik
etki(1Cso) gosterdigini ancak 20 ve 100 uM dozunda rutaekarpin uygulanmasinin
topoizomeraz I iizerinde etkili olmadigin1 sadece 100 uM dozunda ruteakarpinin

topoizomeran Il yi %3 inhibe ettigini gostermislerdir. Kim ve ark.(75) ise 100 uM

32



dozunda rutaekarpin uygulanmasimin topoizomeraz | ve II aktivitesini zayif bir
sekilde inhibe ettigini ancak rutaekarpin analogu olan 10-bromorutaecarpin ve 3-
Klororutakarpin uygulanmasinin hem 20 hem de 100 uM dozunda gii¢lii bir sekilde
inhibe ettigini (%39-84)ifade etmislerdir. Rutaekarpin ve tiirevlerinin HELA
hiicreleri tizerine etkin dozunun incelendigi bir baska ¢alismada da ise rutaekarpin
26.1£6.1 uM, 3-klororutakarpinin ise 7,2 uM dozunda ECsp ye ulastigi saptanmistir
(76). Yang ve ark. (77), ruteakarpinin halka yapisinda degisiklikler yaparak farkli
rutaekarpin analoglar1 sentezlemisler ve kanser hiicre hatlarina karsi sitotoksik
etkilerini incelemislerdir. 11-Metoksiruteakarpin akciger ve renal kanseri iizerinde
secici sitotoksisite gosterirken, 10,11-metilendioksi analogunun ise over kanserinde
secici sitotoksik etki gosterdigini bildirmislerdir.

Nie ve ark.(56) ise, rutaekarpin ve tiirevlerinin ¢alismamizda kullandigimiz PC-3
hiicre hatt1 lizerinde etkin dozlarin1 MTT analiziyle arastirdiklar1 ¢alismalarinda ICsg
dozunun ruteakarpinin biyokimyasal yapisina gore 12-100 pM arasinda degisiklik
gosterdigini ifade etmislerdir. Bu ¢alismada ise, rutaekarpinin PC-3 hiicrelerinde
potansiyel sitotoksik etkisi WST-1 analizi ile arastirilmistir. 24 ve 48 saat boyunca 5,
10, 20 ve 40 uM rutaekarpin uygulanan PC-3 hiicrelerinde uygulanan doz ve siire
arttikca canlilik oraninin kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi saptanmistir.
48 saat boyunca 20 ve 40 uM rutackarpin uygulanan hiicrelerde canlilik orani
sirasiyla %068.56+0.23 ve %54.23+1.47 olarak belirlenmistir.

Sonuglarimiz ile literatiirde etkin dozlar arasinda bazi farklar bulunmaktadir. Bu
farkin c¢aligmada kullanilan hiicre hattinin tipinin 6zelliklerinden, ruteakarpinin
tiirevlerinin biyokimyasal yapisindan ve bitkisel kokenli izolasyon ile elde
edilmesinden ve ilag uygulama siirelerindeki farkliliklardan kaynaklanabilecegini
diisiiniiyoruz.

Ching ve ark.(78), evodiamin ve rutaekarpinin SKOV3 over kanseri hiicre hattinda
sitotoksik ve apoptotik etkilerini incelemislerdir. iki maddenin de MTT analizinde
doza bagli olarak sitotoksik etki gdsterdigini saptamislardir. Ayni ¢alismada hem
evodiamin hem de ruteakarpinin anneksin V testi kullanilarak 48 ve 72 saate
SKOV3 hiicre biiyiimesini inhibe ederek, hiicre apoptozunu indiikledigini ifade
etmiglerdir. Zhang ve ark.(79) ise gastrik kanser SGC-7901hiicre hatti lizerinde
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ruteakarpinin hem MTT analizi ile sitotoksik etki yaptigin1 hemde kaspaz-3'i aktive
ederek apoptozu giiclii bir sekilde indiikledigini gostermistir.

Ruteakarpinin antitiimor etkisinin yaninda serabral iskemi reperfiizyonda
neoprotektif etkisi (80), miyokardiyal hiicre hatti H9¢2'de hipoksi-reoksijenasyon
(H-R) hasarina karsi NADPH oksidaz - ROS yolaginin inhibisyonuna bagl
antiapoptotik etkisi oldugu (81), insan hepatom (Hepa-1clc7) hiicrelerinde hidrojen
peroksite bagli DNA hasarin1 6nledigi de (82) ifade edilmistir. Bu ¢alismalar timor
dis1 dokularda ruteakarpinin protektif etkisinin de olabilecegini gostermektedir. Yine
Park ve ark. (83) insan benign prostat hiperplazi epitel hiicre hatt1 (BPH-1) {izerine E.
rutaecarpa (rutaevin,evodiamin, rutaecarpine igeren) nin alkol ekstresini (EEER)
hazirlayarak 24 ve 48 saat boyunca uyguladiklari ¢alismalarinda prostat timor dist
dokuda apoptotik etki de gosterebilecegini ifade etmislerdir.

Liao ve ark (20) insan prostat epitel hiicre hattt (WPMY-1); androjen reseptorii(AR)
pozitif (LNCaP, C4-2 ve 22Rv1); ve AR-negatif prostat kanseri hiicre hatlarinda (
PC3 ve DU145) 0-20 uM dozlarinda rutaekarpin AR pozitif hiicre hatlarinda canlilig:
azalttigi, normal prostat ve AR negatif hiicre hatlarinm ise 0 -20 puM
konsantrasyonda tedaviye duyarli olmadigim1i saptamiglardir. Ayni c¢alisma
kapsaminda AR pozitif hiicrelerle (22Rv1) farelerde olusturduklar ksenograft timor
dokusunda intraperitoneal rutaekarpin tedavisinin timor boyutlart ve tiimor
agirliklarini 6nemli Olgiide azalttigini saptamuglardir. Ayrica antiandrojentedaviye
ragmen AR anormal aktivasyon goOsteren prostat kanseri hastalarinda androjen
duyarliligini arttirdig1 i¢in kombine tedavide timit verici oldugunu ifade etmislerdir.
Calismamizda PC-3 hiicrelerinde rutackarpinin apoptotik etkisi Annexin V ile
incelendiginde, kontrol grubunda toplam apoptotik hiicre ylizdesi %7.25+0.62 iken,
20 puM rutaekarpin uygulanan hiicrelerde erken ve ge¢ apoptoz orani sirasiyla
%21.49+0.87 ve 9%9.69+0.46 olarak tespit edilmis ve 40 pM rutaekarpin
uygulandiginda ise bu oranlarin sirasiyla %31.96+1.65 ve %14.06+1.54’e arttig1
saptanmigtir. Apoptozu saptamak igin kaspaz-3 protein miktarna ELISA ile
bakildiginda ise rutackarpin uygulanan PC-3 hiicre hattinda kaspaz-3 protein seviyesi
kontrol grubunda 0.105 ng/ml iken; 20 ve 40 uM rutaekarpin dozlar1 uygulandiginda
sirastyla 0.461 ve 0.651 ng/ml olarak belirlenmistir kontrole gore anlamh artig

gosterdigi  saptanmistir. Sonuglarimiz ruteakarpinin farkli tiimor hiicrelerinde
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apoptotik etkisi konusunda daha once yapilan galismalart (78, 79) desteklemektedir.
Ancak Liao ve ark. (20) tarafindan 0-20 uM doz araliginda ruteakarpinin PC-3
hiicrelerinde antiproliferatif etkisinin sinirli oldugu belirtilmistir. Bu nedenle mevcut
tez caligmasinda 40 uM rutaekarpinin de hiicrelerde etkisi analiz edilmis ve kontrol
gurubuna gore canlilik oraninda anlamli azalisa neden oldugu tespit edilmistir.
Ayrica PC-3 hiicrelerinde rutackarpinin apoptotik etkisi artan kaspaz 3 diizeyi ve
hiicre morfolojisinde apoptotik morfolojik degisimlerle de desteklenmistir. Bu
nedenle rutaekarpinin PC-3 metastatik prostat kanseri hiicrelerinde hem sitotoksik
hemde apoptotik etkiye neden oldugu belirlenmistir.

Ancak, bu c¢alismada rutaekarpinin hiicrelerde neden oldugu apoptotik Oliimiin
molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi gerekmektedir. Ayrica, kanser hiicreleri ile
karsilastirmali olarak saglikli ve hiperplazik prostat hiicrelerinde ruteakarpinin
etkisinin arastirilmasiyla metastatik prostat kanseri tedavisinde hormonal tedaviye
destek ve kombin yeni tedavilere 6ncii olabilecegini diistiniiyoruz.

Sonug olarak, calismamizda ruteakarpinin PC 3 hiicrelerinde in vitro olarak
sitotoksik ve apoptotik etkileri incelenmistir. Sonuglarimizin in vivo calismalarla
desteklenmesi gerektigini diisiiniiyoruz. In vivo ¢alismalar sonucunda antitimor
etkinin saptanmast durumunda tek ya da rutin kemoterapdtik ajanlarla kombine
kullaniminin tedaviyi destekleyecegini ongoriiyoruz. Ayrica PC-3 hiicrelerinde
rutaekarpin ve tiirevlerinin etkisinin hem saglikli hem de kanser hiicreleri {izerine
degisen doz ve siirelerde uygulamayla daha kapsamli bir sekilde incelenmesi

gerektigi kanaatindeyiz.
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