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1. GIRIS

Kanser ve inflamasyon arasindaki iligki uzun siiredir bilinmektedir (Vircow,
1863) ve inflamasyon varligi ile gesitli pre-kanser6z lezyonlarin gelisimi arasinda
giiclii korelasyon oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Ornegin, prostatit nedeni
ile prostat kanseri gelisim riskinde %14 (Rothman ve ark., 2004; Nelson ve ark.,
2004; Rosenblatt ve ark., 2001), ilseratif kolit nedeni ile kolorektal kanser gelisimi
riskinde %25 artis oldugu bildirilmistir (Adelstein ve ark., 1979; Loftus, 2006).
Inflamasyonun kanser gelisimine katkida bulunduguna dair &rnekler mevcuttur.
Enfeksiyon ajanlarinin dogrudan kansere neden olabilecegi cesitli arastirmalarla
gosterilmistir. Ornegin; feline leukaemia viriisiin (Beatty, 2014) inflamasyon
olusumuna destek oldugu ve Helicobacter pylori’nin mukoza iligkili lemfoma ya da
gastrik karsinoma neden oldugu (De Falco ve ark., 2015) bildirilmistir.

Inflamasyonda &nemli yolaklardan olan arasidonik asit yolagmi metabolize
eden enzimler ve bunlarn triinleri, inflamatuvar tepkiler, hiicre ¢ogalmasi, hayatta
kalma, anjiyogenez, invazyon ve karsinogenezi tesvik edebilen metastaz dahil olmak
tizere ¢oklu hiicresel siiregleri diizenlemektedir. Klinik galigmalar, hayvan deneyleri
ve hiicre ¢alismalari, arasidonik asit yolu aktivasyonunun inflamasyon ve tiimér
gelisiminde 6nemli rol oynadigina dair kanitlar sunmaktadir (Wang ve Dubois, 2010;
Cuendet ve Pezzuto, 2000; Yarla ve ark., 2015). Bu nedenle arasidonik asit yolagmin
inhibe edilmesi kemopreventif yontemlerden biri olarak gosterilmistir. Bu nedenle,
nonsteroidal antiinflamatuvar etkili bazi1 molekiiller kemopreventif etkileri agisindan

arastirilmistir (Branddo ve ark., 2013; Smalley ve DuBois, 1997).

Kanser ve inflamasyon arasindaki iliskiye dair arastwrmalar devam etmekle
birlikte giiniimiizde, cesitli nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglarm (NSAI) kanser
gelisimini Onlemeye ya da kanserin progresyonunu azaltmaya yardimci oldugu
konusunda in vivo ve in vitro calismalara ait veriler bulunmaktadir. Ilerleyen

arastrmalar, NSAI’lerin  kanser  kemoprevensiyonuna  potansiyel olarak



uygulandigmi gdstermistir. Epidemiyolojik ¢alismalar ile aspirin ve diger NSAI’
lerin kullanimmin kolorektal kanser riskini %40-50 azalttigi (Thun ve ark., 1991;
Giovannucci ve ark., 1995) ve daha az oranda da meme kanseri riskini azalttig1

gosterilmistir (Schreinemachers ve Everson, 1994; Harris ve ark., 1996).

1.1. Kanser

Pek cok kaynaga gore, hiicrelerin kontrolden ¢ikmis bir bicimde cogalarak
saglikli hiicrelerin fonksiyonlarmi yerine getirmesine engel olmasi olarak
tanimlanmaktadir. Kanser viicudun herhangi bir yerinde baslayabilmekte ve anormal
olarak c¢ogalan bu kanser hiicreleri, kan ve lenf sistemleri araciligiyla tasmarak
gittikleri dokuda yayilabilmektedir. Kanserler hastalik olarak bazi ydnlerden
birbirlerine benzeseler de biiyiime ve yayilma profilleri ile birbirlerinden ayrilirlar.
Kanser, anatomik ve molekiiler olarak pek ¢ok alt tiire sahiptir (Ulusal Kanser
Enstitiisii, 2015).

Diinya Saglk Orgiitiiniin yaymlarina gére kanser global agidan ikinci &liim
nedeni olarak 6nem arz etmektedir ve 2018 yilinda kansere bagli 96 milyon 6liim
gerceklestigi  bildirilmistir.  Bu durum, her alti 6limden birinin kanserden
kaynaklandig1 gercegini gozler oniine sermektedir. Diinya genelinde en sik goriilen
kanserler su sekilde siralanmistir: Akciger (2.09 milyon vaka), meme (2.09 milyon
vaka), kolorektal (1.80 milyon vaka), prostat (1.28 milyon vaka), cilt (1.04 milyon
vaka), mide (1.03 milyon vaka). Bunlar arasinda en ¢ok dliime neden olanlar akciger
ve kolorektal kanserlerdir (WHO, 2018). Ayrica yine Diinya Saglk Orgiitiiniin
verilerine gére, 2018 yilinda 18.1 milyon olan kanser insidansinin, 2040 yilinda 29.5

milyona ulasacagi ongoriilmektedir.

Kanser oOliimleri agiwhkli olarak diisik ya da orta gelirli {lkelerde
goriilmektedir. Bu oliimlerin tigte biri beslenme ya da yasam tarzi aligkanliklarindan
kaynaklanmaktadir. Ornegin, tiitiin iiriinleri kullanimi, yiiksek viicut kitle indeksi,

diisiik sebze ve meyve agirlikli beslenme ve hareketsiz yasam bunlar arasindadir.



Ozellikle tiitiin iiriinleri kullanimi kanser nedenleri arasinda once gelmekte ve
Oliimlerin %22’sini olusturmaktadir. Prostat kanseri diinya genelinde erkeklerde en
sik goriilen ikinci kanser tiirii olmakla birlikte kanserden kaynakli 6liimlerde besinci

sirada gelmektedir (GBD 2015 Risk Faktori Ortaklart).

1.2. Prostat Kanseri

1.2.1. Tanim

Prostat, glandula prostatica, mesane ve penis arasinda, rektumun hemen
oniinde yer alan tepesi yuvarlak kestane bigimli bir bezdir. Cok sayida salgi bezinin
bir araya gelmesiyle olusur. Uretra, mesaneden penise dogru prostatin ortasindan
gegerek ulasir ve idrarin disar1 atilmasimi saglar. Prostat, spermi besleyen, koruyan,
spermatozoitlerin hareketliligini uyaric1 ve ersuyu plazmasmin % 15 - 30 kadarm
olusturan berrak ve hafif asitli bir sivi salgilamaktadir. Prostat salgisi enzimler
bakimindan zengin bir salgi olup, igeriginde, albiimin, madeni tuzlar, yaglar ve
nisasta bulunmaktadir. Ejekiilasyon sirasinda bu siviyi iiretraya sikistirir ve sperm ile
birlikte atilir. Yas ilerledikce biiyiikligii degiskenlik gosterir. Ergenlik doneminde
eriskinlik boyutuna ulasan prostat, 50 yas civarinda kii¢iiliir ve salgiladigi madde
miktarinda azalma gozlenir. Orta yaslardan sonra biiyiimeye devam etmesi idrar

yapmay1 zorlastirir.

Prostat bezinde gelisen karsinomatoz lezyonlar, genel olarak prostat
adenokarsinomudur. Prostat kanseri ilk evrelerinde asemptomatik olabilmektedir. En
sik goriilen ilk sikayetler, prostat hiperplazisinden kaynakli olusan idrar yapma
zorlugu, artmis siklik ve nokturi gibi semptomlardir. Erken evrelerinde Benign
Prostat Hiperplazisinden ayirt edilmeleri ¢ok zordur. Hastaligin ileri evrelerinde idrar
retansiyonu ve kemik metastazina uygun bir bolge oldugu i¢in sirt agrilari
goriilebilmektedir. Prostat kanseri, hastaligin hala lokalize oldugu ya da lokal olarak
ilerledigi bir noktada tespit edilirse tedavi edilebilir (Mottet ve ark.,2017). Uzun



asemptomatik erken evreye sahip olmasi nedeni ile, mortaliteyi azaltmak i¢in erken
teshis yontemleri gelistirilmistir (Filella ve ark., 2018). Giiniimiizde kullanilan
Prostat Spesifik Antijen (PSA) Testi erken teshisin yapilabilmesine olanak tanidigi
icin, diinya genelinde prostat kanseri vaka sayisinda artisa neden olmustur (Center ve
ark., 2010). Bununla birlikte erken teshisin yardimiyla prostat kanseri mortalitesinde
miitevazi bir azalmanm gozlenmesine de araci olmustur (Schroder ve ark., 2014,
Gershman ve ark., 2017). 2011 yilinda, Orsted ve arkadaslar1 tarafindan yayinlanan
bir epidemiyolojik ¢alismanin verileri, benign prostat hiperplazi tanisi1 konmus

erkeklerde prostat kanseri goriilme riskinin arttigini bildirmektedir.

PSA, prostatik epitelyum ve periliretral glandlar tarafindan iretilen,
glikoprotein yapisinda, 33 kDa agirliginda bir serin proteazdir. Yarilanma émrii 2-3
giindiir. Seminal sivida ¢ok yiiksek konsantrasyonda (1x10° ng/mL) bulunur. PSA,
1980’li yillarin sonlarinda klinik kullanima girmis olup, giliniimiizde prostat
kanserinin en énemli tiimor belirleyicisidir. Bununla birlikte, PSA kansere spesifik
degildir; ¢iinkii, hem normal hiperplastik (benign prostat hiperplazisi) hem de malign
prostat epitel hiicrelerinde tretilmektedir (Stamey ve ark., 1989). Kanserli olmayan
erkeklerde de PSA’nin yiiksek oldugu tespit edilebildiginden biyopsi ile dogrulama

yapilmasi1 gerekmektedir.

PSA tek basma spesifik olmadigindan segiciligini arttrmak amacli gesitli
parametreler iizerinde ¢alisilmistir. PSA’nin serumda 6lgiilebilen iki farkli molekiiler
formu bulunmaktadir. Serbest PSA (fPSA), serumda 6lgiilebilen PSA’nin % 5-30°
unu olusturur. Yarilanma omrii 2 saattir. Antikimotripsine bagli PSA (PSA-ACT,
kompleks-PSA) serumdaki PSA’nin % 60-95” ini olusturmaktadir. fPSA/total PSA
oraninin  azaldig1 durumlarda prostat kanseri goriilme olasiliginm arttig1

gosterilmistir (Catalona ve ark., 1995).

PSA, tanmnin yanisira, kanser tedavisinin izlenmesi amaci ile de
kullanilmaktadir. Boylece niiksiin erken tespiti miimkiin olabilmektedir (Paryin ve
ark.,1996).



1.2.2. Etiyolojisi

Prostat kanseri etiyolojisi ¢ok sayida ¢alismanin konusu olmustur ve diger
yaygin kanserlere kiyasla tam olarak bilinmemektedir. Iyi bilinen prostat kanseri risk
faktorleri; ileri yas, etnik koken, genetik faktorler ve aile Oykiisiidiir (Bostwick ve
ark., 2004, Pienta ve ark., 1993). Prostat kanseri ile pozitif olarak iliskili diger
faktorler arasinda diyet (doymus hayvansal yag ve kirmizi et tiiketiminin yiiksek;
meyve, sebze, vitamin ve kahve tiiketiminin diisiik olmasi), obezite ve fiziksel
hareketsizlik, inflamasyon, hiperglisemi, enfeksiyonlar, kimyasallara ve iyonlastirict
radyasyona maruz kalma sayilabilir (Bostwick ve ark., 2004; Kolonel ve ark., 2001;
Kolonel ve ark., 2004; Wolk ve ark., 2005; Wilson ve ark., 2012 ve Markozannes ve
ark., 2016).

Diyetin, prostat kanserinin gelismesinde nasil esansiyel bir rol oynadig: ile
ilgili olarak, gelismekte olan tilkelerden, sanayinin gelismis oldugu iilkelere go¢ eden
insanlar iizerinde yapilan ¢alismalar, Batili tarzi beslenme aligkanliginin, prostat
kanseri insidansindaki artis ile iliskili oldugunu ortaya koymustur. Chu ve ark.
(2011), Afrika ile Kkarsilastirildiginda, Amerika’da yasayan Afrika kokenli
Amerikalilarm prostat kanseri insidansmmin 40 kat daha yiliksek oldugunu
gostermiglerdir. Bununla birlikte Cin’de prostat kanseri insidansinin Amerika’da
yasayan Cinlilere kiyasla 16 kat daha ytiksek oldugu da gosterilmistir (Hsing ve ark.,
2000). Bu bulgular, prostat kanserinin goriilmesinde gevresel faktorlerin biyiik rol

oynadigini ortaya koymaktadir.

Yapilan arastirmalar, bazi hiicresel mekanizmalar ve prostat kanseri
gelisiminin iligkili oldugunu bildirmektedir. Androjen sinyalizasyonu, lipit
metabolizmas1 sonucu artmus reaktif oksijen radikalleri diizeyi, artmig l6kotrien ve
prostaglandin seviyeleri, bazal metabolizmanin, insiilin biiyiime faktoriiniin ve timor
proliferasyon faktoriiniin artis1 bu mekanizmalara 6rnektir (Fleshner ve ark., 2007

Hamalainen ve ark., 1984; VVenkateswaran ve ark., 2010).



Misir yagmin, iceriginde en ¢ok bulunan linoleik asit ile kanser biiylimesini
tesvik edebilecegi bildirilmistir. Linoleik asitin metaboliti olan aragidonik asit, baz1
proinflamatuvar prostaglandinlerin olusumunu arttirabilmektedir. Bunlar, hiicre
prolifrasyonunu arttiran prostaglandin E2 ve malign prostat kanserinde
ekspresyonunun arttigi tespit edilen 5-lipoksijenaz aktivitesi ile olusturulan

5-hidroksieikoatetraenoik asittir (Berquin ve ark., 2007).

1.2.3 insidansi

GLOBOCAN 2018 wverilerine gore diinya genelinde erkeklerde akciger
kanserinden sonra ikinci en sik goriilen kanserdir. 2018 yili iginde 1.276.106 yeni
prostat kanseri vakasi rapor edilmis ve 358.989 Gliime neden olmustur. Bu verilere

gore kanser kaynakli 6liimlerin %3.8’ini olusturmaktadir (Bray ve ark., 2018; Ferlay

ve ark., 2019).

Prostat kanserinin insidanst ve mortalitesi yas artis1i ile korele olarak
ilerlemektedir (Ferlay ve ark., 2019). 50 yas altindaki 350 erkekten sadece bir
tanesine prostat kanseri teshisi konulmakta iken (Perdana ve ark., 2003); 50 ile 59
yaglar1 arasindaki erkeklerde goriilme orani her 52 erkekte 1’e yilikselmektedir.
Insidans orami 65 yas iistii erkeklerde %60°dir (Seer Cancer Statistics, 2018).
Afrikan-Amerikan erkeklerde insidansin neredeyse iki kat1 kadar daha yiiksek oldugu
bildirilmis olup, bu durumun, sosyal, c¢evresel ve genetik faktorlerden

kaynaklanabilecegi hipotezi 6ne siiriilmiistiir (Panigrahi ve ark., 2019).

1.3. Inflamasyon

Inflamasyon, travma ya da yaralanmalara kars1, yabanci organizmalar1 ya da
molekiilleri ortadan kaldiran, uzaklastiran ya da notralize eden ilkel bir tepkidir.
Inflamasyon, endojen antiinflamatuvar mekanizmalar1 kapsamakta olup, organizmay1

asirt doku hasarindan korumakta, dokununun yapisinin ve fonksiyonunun



onartlmasmi desteklemektedir. Organizmanin biitiinsel sagligi ve hayatta kalisi,
inflamatuvar mekanizmanin etkinligine ve dengelenmis kontroliine baghdir.
Dogustan gelen inflamatuvar yanit dakikalar iginde baglamaktadir (Lawrence ve
Gilroy, 2007).

Inflamatuvar yanit, yerlesik doku hiicrelerinden pro- ve antiinflamatuvar
mediyatorlerin salimin1 ve lokositlerin kiimelenmesini regiile eden ¢esitli sinyal
yolaklarmin koordinasyonu ile karakterizedir. inflamasyon sirasinda, T lenfositler,
monositler ve makrofajlarin yaralanma bolgesine gitmeleri i¢in sinyal gonderen
sitokinler salimmaktadir. Aktive edilmis immiin hiicreler de, inflamatuvar sitokinler,
kemokinler, hematopoietik sitokinler ve diger biiylime faktdrlerinin iiretimini
arttirmaktadir. Boylece ¢evrelerindeki pek ¢ok sayida hiicreyi uyararak (fibroblast ve
endotel hiicreler) inflamatuvar sitokinlerin iiretimini daha da arttirirlar. Bu ortamda,
inflamatuvar sitokinlerin iiretiminin artirilmasinda iki temel yolak olan niikleer faktor
kappa-B (NFxB) ve JAK1/STAT1 (JANUS Kinase / Sinyal Doniistiiriicii ve
Transkripsiyon Aktivatorii-1) yolaklar1 aktive edilmektedir (Mantovani, 2010;
Mantovani ve ark., 2008; Levy ve Darnell, 2002).

Timor nekroz faktor-o. (TNF-a), zararli uyaranlara maruz kalindiktan sonra
makrofajlar tarafindan iretilen ve diger inflamatuvar tepkileri indiikleyen bir
sitokindir (Sutcliffe ve Pontari, 2016). TNF-o ve Interlokin-1 (IL-1), doku hasar1 ya
da enfeksiyon sirasinda hizlica salinan prototip sitokinleri temsil etmektedir. TLR
(Toll-like reseptorleri), ekstraselliiler alanda mikrobiyal molekiiler yapilari taniyan
ve bu nedenle “yap1 tanima reseptorii” de denilen tip | transmembran proteinleridir.
Ayn1 zamanda, inflamasyon ve antimikrobiyal savunmada rol alan genlerin
transkripsiyonunu aktive eden farkli sinyal molekiillerini de uyarmaktadir. (Chai ve
ark., 2015) .

TLR’ ler birkag ana yolagi aktive etmektedir. Bunlardan en 6nemlisi; c-Jun
NH2- terminal kinase (JNK) (Karin ve Gallagher, 2005), p38 (Zarubin ve Han, 2005)
ve inhibitor kappa B kinazlar1 (IKK) (Ghosh ve Karin, 2002) igeren mitojenle



etkilesen protein kinazlardir (MAPK) (Chang ve Karin, 2001; Kyriakis ve Avruch,
2001). MAPK’lar direkt ya da indirekt olarak gesitli transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu ve fosforilasyonuna onciilik etmektedir (Karin, 1995; Park ve ark.
2005). MAPK’lar ayni zamanda proinflamatuvar gen eckspresyonunu regiile
etmektedir (Winzen ve ark., 2004). IKK’ lar NFkB transkripsyon faktorlerinin
aktivasyonundan sorumludur (Ghos ve Karin, 2002). NFxB inflamatuvar ve immiin
yanitta 6nde gelen diizenleyici molekiildiir (Li ve Verma 2002; Bonizzi ve Karin
2004). IKK ve MAPK yolaklar i¢in hedef genler arasinda inflamatuvar yaniti
giiclendirmek i¢in ileri besleyici mekanizma olusturan IL-1 ve TNF-o bulunur.
Proinflamatuvar sitokinler olan IL-6, IL-12 ve tip | interferonlar (IFN) da IKK ve
MAPK ’lerin hedef genleri arasindadir (O’Shea ve ark., 2002).

Proinflamatuvar sinyal yolaklari, 1L-10 gibi antiinflamatuvar mediyatorlerin
ekspresyonunu da indiikleyecek kapasiteye sahiptir. Son ¢alismalarda, pro- ve
antiinflamatuvar sitokinleri aktive ekmek i¢in TLR’ler tarafindan kullanilan sinyal
yolunun, TRAF3 (TNF receptor associated factor 3) ve TRAF6 gibi adaptor
proteinlerin seviyesine gore farklilastig1 gosterilmistir. Ornegin; 1L-10 ekspresyonu
i¢in kritik olan TRAF3 yoklugunda, TRAF-6 bagimli proinflamatuvar sitokinler olan
IL-6 ve IL-12 dramatik olarak artis gostermektedir (Héacker ve ark., 2006). TRAF3
ve TRAF6 tarafindan iiretilen sinyaller, inflamatuvar yanitin kontroliinde ve
inflamasyonun uygun sekilde dagilip sonlanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir

(Lawrence ve Gilroy, 2007).

Inflamasyona neden olan uyaranlar, arasidonik asitten siklooksijenaz (COX)
enzimi aracihgr ile prostasiklin  ve prostaglandin  sentezini artirirlar.
Siklooksijenazlar, aragidonik asit yolundan tiiretilen prostaglandinlerin sentezinde
yer alan enzimlerdir. Farkli genler tarafindan sentezlenen COX-1 ve COX-2 olmak
tizere iki izoformu oldugu gosterilmistir (Meade ve ark., 1993; DeWitt ve ark.,
1993). Her iki enzim de hiicrelerde membranlara yerlesmistir. Membranda gesitli
faktorlerin etkisiyle fosfolipidlerden koparilan arasidonik asidi metabolize ederler.
COX-1 yapisal bir protein olup, bir¢ok dokuda bulunmakta ve normal doku

homeostazimm korunmasinda rol oynayan prostaglandinleri sentezlemektedir (Smith



ve ark.,1996). COX-2 ise bir gesit reaktif proteindir ve makrofajlar gibi inflamatuvar
hiicreler tarafindan eksprese edilmektedir. COX-2, inflamasyon bélgelerinde iiretilen
prostaglandinlerden sorumludur ve TNF ve epidermal biiyiime faktorii (EGF) gibi
biiyiime faktorleri, sitokinler ve gesitli karsinojenler tarafindan indiiklenmektedir
(Taketo, 1998, Williams ve ark., 1999) Uretildigi hiicrelerde, sentezini stimiile eden
bir uyar1 olmadiginda sentezi durakladigi igin COX-2 uyarilabilen bir enzimdir.
COX-2, ayrica, apoptozis (Ding ve ark., 2000; Li ve ark., 2001), invazivlik (Sheng
ve ark., 2001), adezyon (Chen ve ark., 2001) ve anjiyogenezis (Masferrer ve ark.,
2000) gibi karsinogenezis mekanizmalari ile iligkilidir. COX-2 aktivitesi ile olusan
prostaglandinler, eikosanoidler olarak bilinen bir grup 20-karbonlu lipit bilesigi
grubuna aittir. Prostaglandinler, viicutta pek c¢ok fizyolojik fonksiyon ile iligkili
sekilde yaygin olarak bulunan inflamasyon aracilaridir. Prostaglandin sentezi,
aragidonik asit tireten membran fosfolipidleri tizerindeki fosfolipaz A;'nin enzimatik
etkisi ile baslar. Arasidonik asit daha sonra iki adimda COX-2 ile prostaglandinlere
metabolize edilir. Ik &nce, bir dioksijenaz aktivitesi ile prostaglandin G, (PGG,),
daha sonra bir peroksidaz aktivitesi ile prostaglandin H. (PGH>) olusur. Ote yandan,
dokuya 6zgii sentezler, PGH,' den, PGE;, PGD,, PGF,,, PGI; ve tromboksan A;

(TXAy) ' nin sentezlenmesine yardimci olur (Sekil 1.3.1.).
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Sekil 1.3.1. Arasidonik asit yolagindan prostaglandinlerin olusumu. NSAI’ lerin etki
bolgeleri (Hussain ve ark., 2003).

Genellikle tehdit edici unsurlar uzaklastirildiginda, akut inflamasyon, hizli bir
sekilde ¢oziliir. Coziilme basarisiz oldugunda ise kaginilmaz olarak kontrolsiiz
inflamatuvar reaksiyonlara yol agan asir1 sitokin, kemokin ve biiyiime faktorleri
tiretimi nedeni ile kronik bir inflamasyon durumu ortaya ¢ikar (Sethi ve ark., 2012)
(Sekil 1.3.2.). Coussens ve Werb (2002)’e gore inflamasyonun kanser baslatabilecegi
mekanizmalar olmakla birlikte genellikle akut inflamasyondan kronik inflamasyona

bir gecis gerekmektedir.
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Sekil 1.3.2. Inflamasyonun ¢éziiliip dagilmasmnin basarili olmamasi sonucu kronik
inflamasyon i¢in uygun ortam olugsmas: ve bu ortamda rol olan molekiiller (Raposo ve

ark.,2015).

COX-2 aracilig1 ile olusan PGD,, akut inflamasyonun ¢o6ziilmesinde rol

oynamaktadir (Gilroy ve ark., 1999). Bunun yaninda NFxkB kompleksleri de lokosit

apoptozisini indiikleyerek akut inflamasyonun ¢oziilmesinde rol oynamaktadir.

(Lawrance ve ark., 2001; Gilroy ve ark., 2003). Kronik inflamasyondan kansere

gecis, NF-kB ve IL-6’y1 igeren hem inflamasyon, hem de kanserle iliskili ¢ok yonlii

molekiiller araciligi ile olmaktadir (Coussens ve Werb, 2002).
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1.4. inflamasyon ve Kanser iliskisi

Kronik inflamasyon ve kanser arasindaki iliski ilk olarak 1863'te Virchow
tarafindan ortaya atilmistir. Kronik inflamasyon bdlgelerinin kanserin kokeni
oldugunu ve doku tahribatinin ve bazi tahris edici maddelerin neden oldugu

inflamasyonun hiicre ¢ogalmasmi tesvik ettigi gosterilmistir (Vircow, 1863).

Kronik yaralarin neoplastik gelisme i¢in risk faktorii oldugu 1993 yilinda
Baldursson ve ark. tarafindan gosterilmistir. Arastirmacilar, inflamasyon, fibroplazi
ve anjiyogenezin yara onarimi ile yakindan baglantili temel olaylar oldugunu, bu
nedenle iyilesmeyen yaranin kronik inflamatuvar mikro ortaminin malign

transformasyon igin risk faktorii olabilecegini bildirmislerdir.

Tiimor hiicresinin mikrogevresi, 6zellikle timor stromasi, timor hiicreleri ve
etrafindaki dokular arasindaki dinamik etkilesimler araciligi ile neoplastik
ilerlemenin kontroliinde 6nemli bir rol oynamaktadir. (Bissell ve Radisky, 2001).
Timor stromasindaki, fibroplazi ve anjiyogenez ile yakindan baglantili olan
enflamatuvar yanitin karsinogenezde kritik bir rol oynadigi disiiniilmektedir.
(Balkwill ve Mantovani, 2001; Coussens ve Werb, 2002).

Inflamatuvar hiicreler tarafindan reaktif oksijen radikalleri (ROS) ve reaktif
nitrojen tiirleri (RNT) olusturulmaktadir. Bu ajanlar, hiicrelerdeki mutasyon oranini
ve genomik instabiliteyi arttirmakta ve DNA hasarmi indiiklemektedir (Waris ve
Ahsan, 2006). Pozitif bir feedback dongilisinde DNA hasari, tiimor olusumunu
destekleyen bir inflamasyona da neden olabilmektedir (Ohnishi ve ark., 2013).
Apoptoz, hiicre gogalmasi ve anjiyogenezdeki birgok molekiiler hedef ve sinyal yolu
hem iltihaplanma hem de kanserojenezde yaygindir. Kronik inflamasyon sirasinda bu
sinyal yolaklarmin diizensizligi, siklikla malign transformasyonda rol oynayan

proinflamatuvar genlerin anormal ekspresyonuna yol agar (Landskron ve ark., 2014).
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Tiimor gelisimi sirasinda pek ¢ok sitokin, tiimér mikrogevresine bagl olarak
iki yonlii etki gosterebilmektedir. Antitiimor etki gosteren bazi sitokinlerin, kronik
inflamasyon sirasinda hiicre transformasyonu ve maligniteyi indiikleyebildikleri
gosterilmistir (Zamarron ve Chen, 2011). Kronik inflamasyon bdlgelerinde iiretilen
kemokinler, sitokinler ve biiyiime faktorlerinin de, DNA hasarin1 ve kromozomal
instabiliteyi indiikleyerek, konakg¢ida kansere neden olabilecegi bildirilmistir (Sethi
ve ark., 2012). inflamasyon ve kanser arasindaki baglanti i¢in intrinsik ve ekstrinsik
yolak omak tizere iki farkli paradigma s6z konusudur (Kundu ve Surh, 2012).
Intrinsik yolakta, DNA hasari, kromozomal instabilite ve epigenetik degisiklikler,
uygunsuz gen ekspresyonuna yol agmaktadir. Ekstrinsik yolak ise, enfeksiyonlardan
gelen inflamatuvar sinyaller ve otoimmiin hastaliklar gibi kanser gelisimini
destekleyen inflamatuvar kosullar1 kapsamaktadir. Bu iki yolak, l6kositleri timor
mikrogevresine toplayan transkripsiyon faktoérleri (6rn. NF-«B), sitokinler (6rn.
TNF-a) ve kemokinler (6rn. IL-8) tarafindan bir araya getirilmistir (Sica ve ark.,
2008; Ang ve Tergaonkar, 2007). Bu pro-inflamatuvar kaskadlar, hiicre
proliferasyonu, apoptotik kagmnma, invazyon, metastaz ve anjiyogenez gibi kanser
belirtilerini olusturmaktadir (Chai ve ark., 2015).

Kronik inflamasyon sirasinda, sayisiz hiicre i¢i sinyal yolunun regiilasyonu
bozulmaktadir. Ornegin; JAK ve MAPK gibi kinazlarm inflamasyon odakli de-
regiilasyonu. Ayrica, STAT3, NF-kB ve HIF-1a (hipoksi-indiiklenebilir faktor-1a)
gibi ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin inflamasyonla indiiklenen anormal
aktivasyonunun siklikla onkojenezde rol oynadigi belirtilmistir (Sethi ve ark., 2012;
Kundu ve Surh, 2012; Ang ve Tergaonkar, 2007). Transkripsiyon faktorlerinin
anormal aktivasyonu ile kinazlarmm de-regiilasyonu, onkojenik geg¢isin meydana
gelmesinde Onemli bir rol oynayan g¢ok sayida inflamatuvar mediyatoriin asir

ekspresyonuna yol agmaktadir.

Inflamasyonun %60 oraninda prostat kanseri ile iliskili oldugu bildirilmistir
(Gerstenbluthve ark., 2002). Inflamasyonu prostat kanseri ile baglayan lezyona
“Proliferatif inflamatuvar Atrofi (PIA)” denilmektedir. Prostatik atrofinin ¢ogu

bolgesi stabil olsa da, inflamasyonun yakinindaki atrofi alanlarmin proliferatif
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oldugu tespit edilmistir. PIA olarak adlandirilan bu alanlarin, dogrudan ya da dolayli
olarak prostatik epitel i¢ci neoplasiye (PIN) ilerleyerek prostat kanserinin habercisi
oldugu oOne siiriilmistir (Davidsson ve ark., 2011; Platz ve De Marzo, 2004).
Morfolojik ¢alismalar PIA’dan PIN’e ve PIA’dan kansere geg¢isi raporlamistir (Wang
ve ark., 2009). PIA lezyonlarinda bulunan bazi biyokimyasal degisiklikler ayni
zamanda PIN ve prostat kanserinde de bulunmustur (De Marzo ve ark., 2007). Cesitli
sitokin ve inflamatuvar mediyatorlerin prostat kanserinin gelisiminde rol oynadigi
gosterilmistir. TNF-a, reaktif radikaller, COX-2, vaskiiler endoteliyal biiyiime
faktori (VEGF) bunlar arasindadir (Balkwill ve Mantovani, 2001). Normal veya
hiperplastik prostat ile kiyaslandiginda, COX-2’ nin prostat kanseri ve PIN’de asir1
eksprese edildigi bildirilmistir (Pruthi ve ark., 2003; Aparicio ve ark., 2007). In vitro
COX-2 inhibitdrlerinin prostat kanseri biiyiimesini inhibe ettigi ve prostat kanseri
hiicre hatlarinda apoptozu arttirdigi gésterilmistir (Kirschenbaum ve ark., 2001).

COX-2 'min prostat kanseri gelisimi ve ilerlemesinde rol oynayabilecegi ¢ok
sayida mekanizma bulunmaktadir (Kirschenbaum ve ark., 2001). Bu mekanizmalarin
sayisinin, prostaglandin sentezinde COX-2' nin neden oldugu bir artistan
kaynaklanmasi muhtemeldir. Artan prostaglandin sentezinin hem biiylimeyi
destekledigine, hem de prostat kanserinde olumlu feedback etkilerine dair kanitlar
bulunmustur. Prostat kanseri hiicreleri PC-3' iin ekzojen PGE; ile tedavisinin artmis
mitogenez ve COX-2 up-regiilasyonu ile sonu¢landig1 gosterilmistir (Tjandrawinata
ve ark., 1997).

Ayrica, PC-3 hiicrelerinin ekzojen PGE; varliginda flurbiprofen ile tedavisinin
COX-2 mRNA'nin upregiilasyonunu ve hiicre biiylimesini inhibe etti§i sonucuna
ulasilmistir (Tjandrawinata ve ark., 1997). Baska bir ¢alisma, PGE; nin I1L-6 / GP130
sinyal donistiiriiciilerin ve STAT-3 sinyal yolu uyaricilarmin aktivasyonu yolu ile
prostatik epitel i¢ci neoplazi hiicresi biiyiimesini uyardigi gosterilmistir (Liu ve ark.,
2002). Bu calisma, artan COX-2 / PGE; ekspresyonunun, IL-6 sinyal yolunun
aktivasyonu araciligi ile prostat kanseri gelisimine ve ilerlemesine katkida

bulunduguna dair 6nemli kanitlar sunmaktadir.
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Sekil 1.4.1. Kanser baslamasi ve gelisimi sirasinda inflamatuvar aracilar arasindaki
potensiyel ¢apraz iliskinin sematik gosterimi. Strese ya da enfeksiyona bagli inflamasyon
kronik hale geldiginde, Tiimér iliskili Makrofajlarin (TAM) inflamatuvar durumunu devam
ettirebilir. Kontrolsiiz bir sekilde oksidatif uyaricilar, proinflamatuvar sitokinler, matriks
metalloproteinazlar (MMP), kemokinler ve biiylime faktorlerinin {iretimi, kanserin hem
baslatilmasina, hem de ilerlemesine neden olabilir (Chai ve ark., 2015).
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Sekil 1.4.2. Karsinogenezde sitokinlerin roliiniin sematik gosterimi. (2) Doku hasar1 ya da
enfeksiyon sirasinda immiin yanit, TNF-a, IL-6, IL-8 gibi proinflamatuvar aracilarin
makrofajlardan ve nétrofillerden salinimini aktive eder. Bu sitokinler epiteliyal bariyeri
parcalar Reaktif Oksijen ve Nitrojen Ajanlarm1 (RONS) indiikler ve diger inflamatuvar
hiicrelerin  infiltrasyonunu destekler.(b) Kronik inflamasyon sirasinda, TNF-a gibi
proinflamatuvar sitokinler, RONS araciligiyla DNA hasarini indiiklerler. Bu da tiimoriin
baslamasina onciiliikk eder. Doniistiiriicii biiytime faktori-f (Transforming Growth Factor-f3)
(TGF-B), epitelyal-mezankimal gecisin aktivasyonu yoluyla malign transformasyonu
destekler. Lenfositlerden tiiretilen IFN-y, IL-10 ve IL-17 gibi sitokin tiirevleri sirasi ile
epitelyal bariyerin bozulmasi, makrofajlarm M2 fenotipik ge¢isi ve anjiyogeneze
katilabilirler. (c) timor biiylimesi ve invazyon da proinflamatuvar sitokinler tarafindan
desteklenir. Hiicre proliferasyonunu stimiile ederler, apoptozu rediiklerler, epitelyal-
mezankimal gecis ve anjiyogenezi gelistirirler. Anjiyogenez VEGF ve IL-8 ile kolaylastirilir.
Anti-inflamatuvar sitokinler olan IL-10 ve TGF-f ise tiimériin immiin kaginmasina katkida
bulunur. (d) TAM, tiimér infiltre edici lenfositler (TIL) ve kanser aracili fibroblastlar (CAF),
immiin baskilayici ortami korurken, tiimor bilylimesine ve metastazina katkida bulunan
cesitli faktorler salgilarlar (Landskron ve ark., 2014).
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1.5. Kanser Tedavisinde inflamasyona Yénelme

Kansere baglh inflamasyon gelisimi ile miicadelede kesfedilen bazi hedefler
arasinda COX, NF-kB, sitokinler / kemokinler ve reseptorleri, fibroblast biiyiime
faktorii (FGF) ve reseptorii ile VEGF bulunmaktadir (Rayburn ve ark., 2009).

Son birkag on yilda COX’un pankreas (Molina ve ark., 1999), prostat (Kamijo
ve ark., 2001), rahim agz1 (Kulkami, 2001), meme, akciger ve kolon (Soslow ve ark.,
2000) kanseri gibi gesitli kanserlerde asir1 eksprese edildigine yapilan galigmalar
bulunmaktadir. COX'un asir1 ekspresyonunun, yayilma ve metastazda anahtar bir
adim olan anjiyogenezi uyardigi bulunmustur (Leahy ve ark., 2002). Bir baska
calismada da COX'un asir1 ekspresyonunun kanser hiicrelerinin apoptoza karsi
direncini artrrarak kanser Onciilii oldugu bildirilmistir (Tsujii ve Dubois, 1995).
PGE;’nin kanser hiicrelerinde arttigi, kanser hiicresi proliferasyonunu ve metastazini
uyarabildigi gosterilmistir (Roberts ve ark., 2011). COX-2/PGE, sinyal yolunun
kolorektal tiimor gelisiminde de onemli rol oynadigi bildirilmistir. Arastirmalar,
COX-2 ve PGE;' nin ekspresyonundaki bir artisin, 6zellikle glukozdan yoksun bir
timor mikrogevresinde, kolorektal kanser hiicresi sag kalimmi destekledigini
gostermektedir (Roberts ve ark., 2011). PGE; gibi COX aktivitesine bagl tiriinlerin
timor gelisiminde rol oynadigmin gosterilmesi sonucu, kanser tedavisinde COX

inhibisyonunun iyi bir strateji olabilecegi ongoriilmektedir.
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1.6. Nonsteroidal Antiinflamatuvar Ilaclar

NSAI' ler, diinya capinda en yaygm regete edilen ilaglar arasmdadir.
Antipiretik, analjezik ve anti-inflamatuvar o&zellikleri nedeni ile ates, agri ve
enflamasyonda kullanilan bir grup bilesikten olusmaktadir (Taketo, 1998). Klinik
olarak, menstriiel ve postoperatif agridan artritik agriya kadar bircok durumda
agrinin giderilmesinde kullanilmaktadir. Bu ilaglar iyi bilinen antiinflamatuvar
ajanlardir ve etkilerini COX enzimini bloke ederek prostaglandin sentezinin
inhibisyonu yolu ile uygularlar (Smith ve ark., 2000). Bu ilaglarin kimyasal olarak
benzerlikleri fazla olmasa da COX ya da prostaglandin endoperoksit H sentaz

(PGHS) enzimlerini bloke etme yetenekleri bulunmaktadir.

1.7. Kanser Tedavisinde Nonsteroidal Antiinflamatuvar Kullanim

Aragtirmalar, bircok kanserin inflamasyon ile baglantii oldugunu
gosterdiginden en yaygm kullanilan antiinflamatuvar ilaglardan olan NSAI’lere

yonelim, 6ngoriilebilen bir gergektir (S. Rakoff-Nahoum, 2006).

Bu ilaglarm kanser kemoprevensiyonundaki 6nemi, diizenli olarak aspirin veya
diger NSAI' leri kullanan kisilerde, o6zellikle kolorektal ve meme gibi bazi
kanserlerin azalmis riskini gosteren bircok epidemiyolojik ve deneysel caligsmalarla
desteklenmistir (Moran, 2002; Xu, 2002). Diizenli olarak aspirin verildikten sonra
prostat kanseri riskinin azalmasi yoniinde bir egilim oldugu bildirilmistir (Norrish ve
ark., 1998). Nelson ve Harris (2000) ayrica giinlik ibuprofen ya da aspirin
uygulamasmm, prostat kanseri riskinde %66k bir azalma ile korele oldugunu
gdstermistir. Bir diger ¢aliymada, NSAI tiiketen 60 yas iistii beyaz erkeklerde, bu
yastaki genel popiilasyona kiyasla prostat kanseri insidansmin daha diisiik oldugu

bildirilmistir (Roberts ve ark., 2002).
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NSAl’lerin antiinflamatuvar 6zelliklerinin yanisira; apoptozu indiikleme,
anjiyogenezi inhibe etme ve hiicresel immiin yanitlar1 arttirma gibi antikanser
etkilerinde rol oynayabilecek bazi olasi mekanizmalar bulunmaktadir (Thun ve ark.,
2002).

PGE; gibi baz1 eikosanoidlerin (Bennett ve ark., 1975) ve COX-2 diizeylerinin
cesitli tiimor dokularinda yiikselmis oldugu (Oshima ve ark., 1996) ve tiimor
hiicresinin ¢ogalmasini uyarabildiginin (Qiao ve ark., 1995) calismalarda ortaya
konulmus olmasi, COX-2’nin énemli bir hedef olmasina yol agnustir. NSAI’lerin
kullanilmasmin baslica nedeni COX inhibisyonu olmasma ragmen, farkli birgok
calisma da bu ilaglarin kemopreventif etkilerinin COX bagimsiz mekanizmalarla
gerceklesebilecegine dair kamitlar ortaya koymaktadir. Ornegin, in vitro ¢alismalar
NSATI’lerin COX-1 ya da COX-2 ekspresyonundan bagimsiz olarak, farkli kokenlere
sahip coklu tiimor hiicre hatlarinda proliferasyonu onledigini ve/veya apoptozu
indiikledigini gostermistir (Vogt ve ark., 2001). Ayrica, NSAI’lerin tiimor
biiyiimesini inhibe edici etkisinin prostaglandin ilavesi ile tersine ¢evrilemedigi

gosterilmistir. (Hanif ve ark. 1996).

1.8. Piroksikam

Romatoid artrit ve osteoartrit tedavisinde kullanimi iyice yerlesmis olmakla
birlikte kas ve iskelet sistemi rahatsizliklari, dismenore ve ameliyat sonrasi agri

tedavisinde kullanilan COX inhibitorii nonsteroidal antiinflamatuvar bir ilagtir.

Piroksikam mevcut durumda iilkemizde 11 adet beseri tibbi iiriinde
kullanilmakta olup, bunlar intramiiskiiler enjektabl ampul, topikal jel, kapsiil, tablet

ve suppozituvar farmasotik formlara sahiptir.
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1.8.1. Piroksikam’ 1n Yapisi
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Sekil 1.8.1.1. Piroksikamin kimyasal yapist (4-Hidroksi -2-metil-N-(2-piridil)-2H-1,2-
benzotiyazin-3-karboksamit-1,1-dioksit, Molekiil agirligi: 331,4) (Wishart ve ark., 2017).

Fiziksel olarak, beyazdan agik sariya degisen renkte, kokusuz, kristal yapili bir
tozdur. Ingiliz Farmakopesine gdre pratik olarak suda ¢oziinmez, alkolde c¢ok az,
metilen kloriirde iyi ¢oziniir. 15-30 °C’de hava gegirmeyen kapali kaplarda

saklanmali ve 1s1ktan korunmalidir.
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1.8.2. Etki mekanizmasi

Enolik bir benzotiyazin olan piroksikamm, COX-1 ve COX-2 sentezini inhibe
ettigi, prostaglandin ve tromboksan {iretimini azalttigi, poliamin tiretimini 6nledigi ve
timor gelisiminde en goze garpan proteinaz aliesi iiyesi olan MMP ekspresyonunu
baskiladig1 bildirilmistir (Sekil 1.8.2.1) (Campione ve ark., 2015; Jetter ve ark,
2018).

Piroksikamin antiinflamatuvar etkisi COX’u geri doniisiimlii olarak inhibe
etmesinden ileri gelmekte olup, bu durumda, prostaglandin sentezinin periferal
inhibisyonuna neden olmaktadir. Piroksikamin analjezik etkisinin, prostaglandinlerin
sentezini inhibe etmesine bagl oldugu diistiniilmektedir. Prostaglandinler COX-1
enzimleri tarafindan tretilmektedir. Piroksikamin COX-1 enzimini inhibe etmesi
nedeni ile PG sentezlenemez. Piroksikam ayni zamanda lokotrienlerin inflamasyon
bolgesine gogiinii inhibe etmekte ve tromboksan A2’ nin, plateletler araciligi ile
olusumunu 6nlemektedir. Genel fonksiyonu prostaglandin-endoperoksidaz aktivitesi
olan Prostaglandin G/H sentaz-1 (PTGS1) ve Prostaglandin G/H sentaz-2 (PTGS2)
yi de inhibe etmektedir (Wishart ve ark., 2017).
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Sekil 1.8.2.1. Piroksikamuin COX-1 ve COX-2 iizerine etkisinin sematik gosterimi.
Piroksikam, prostaglandin (PGH2, PGE2, PGI2 ve TXAZ2) biyosentezinin down regiilasyonu
ve up regiile edilmis 15-hidroksiprostaglandin dehidrogenaz inhibisyonu ile COX-1 ve
COX-2 aktivitesini inhibe eder (Elena ve ark., 2015).

PTGS1/2, prostanoidlerin sentezinde kararl bir adim olan arasidonat1 PGH;’ye
dontistiirmektedir. PGH,, 6zellikle mide ve plateletlerde prostanoidlerin tiretiminde
rol oynamakta olup, gastrik epitel hiicrelerdeki hiicresel korumada onemli bir role

sahip olan PGE; gibi prostaglandinlerin tiretilmesinde 6nemli bir ara basamaktir.

PTGS2, fizyolojik sartlarda, endotel, bobrek ve beyin gibi bazi dokularda ve
kanser gibi patolojik kosullarda eksprese olmaktadwr. PTGS2, inflamatuvar
prostaglandinlerin iiretiminden sorumludur. PTGS2'nin upregiilasyonu ayrica hiicre
adezyonu, fenotipik degisiklikler, apoptoza diren¢ ve tiimor anjiyogenezi ile de
iligkilidir. PTGS2 kanser hiicrelerinde; motilite, proliferasyon ve apoptoza direng
modiilasyonunda 6nemli rol oynayan PGE: iiretiminde énemli bir aracidir (Wishart

ve ark., 2017).
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Piroksikam, oral yoldan kullanildiginda hizli bir sekilde absorbe edilir.
Besinlerle ya da antiasitlerle birlikte alindiginda biyoyararlanimi degismez. Plazma
proteinlerine %99 oraninda baglanir. Eliminasyon yar1 6mrii 50 saattir. Eliminasyonu
karacigerde gerceklesir. Yaklasik % 50°si hidroksilasyonla metabolize olur ve
glukuronik asitle konjuge edilir. Piroksikam ve biyotransormasyon iiriinlerine biiyiik
oranda idrarda ve bir miktar feceste rastlanir. Uygulanan dozun yaklagik %5’1

degigsmeden atilir. (Verbeeck ve ark., 1986; Drugs.com)

Bu tez calismasinda, nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglardan olan ve
siklooksijenaz-1 (COX-1) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimlerini inhibe eden
piroksikam etkin maddesinin insan prostat kanseri hiicre hatlarindaki antikanser etki
mekanizmalarinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu kapsamda PC-3 prostat kanseri
hiicre hatt1 kullanilmis olup, piroksikamin s6z konusu hiicrelerde hiicre canlilig1 ve
hiicre dongilisii tizerine etkileri arastirilmistir.  Piroksikamim antiproliferatif
etkinliginin belirlenmesini takiben, s6z konusu bilesigin hiicrelerde apoptotik

etkinligi de cesitli analiz yontemleri ile degerlendirilmistir.

23



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Gerecler

2.1.1. Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre (Thermo Scientific, Multiscan Go Microplate, Almanya)
Hiicre Kiiltiirii Kabini (Thermo Scientific)

Canli hiicre sayiminda kullanilan hiicre sayim cihazi (Bio-Rad California, USA)
Santrifiij cihazi (Sigma-Aldrich USA)

Spektrofotometrik dlgiimde kullanilan Multiskan GO Microplate spektrofotometre
cihazi1 (Thomas Scientific USA)

Etiiv (Thermo Scientific USA)
Muse Analyzer cihazi (Merck Millipore Darmstadt, Almanya)

Vorteks Cihaz1 (Scilogex MX-S)

2.1.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

PC-3 hiicre hatt1 (ATCC, Almanya)
Piroksikam maddesi (Abdi ibrahim Firmas1)
Tripsin/EDTA solusyonu (Lonza (Isvigre))
MTT ajan1 (Sigma-Aldrich USA)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) besiyeri (Sigma-Aldrich USA)
(DMEM besiyerine haricen, %10 FBS (fotal sigir serumu), %1 oraninda antibiyotik

(penisilin-streptomisin) ve %1 oraninda L-glutamin eklenmistir.
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Tripan mavisi (Bio-Rad California, USA)
Annexin V Assay kit (Merck Millipore Darmstadt, Almanya)
Cell Cycle Assay kit (Merck Millipore Darmstadt, Almanya)

Multi-Caspase Assay kit (Merck Millipore Darmstadt, Almanya)

Piroksikam +4 °C’ de muhafaza edilmistir. Piroksikam, %10 DMSO igerisinde
coziilerek diliisyonlar hazirlanmis ve hazirlanan diliisyonlar +4 °C’ de muhafaza

edilmistir.

2.2. Hucre Kilturua

PC-3 hiicreleri 25 cm?’ lik flasklarda %10 FBS ve %1 antibiyotik (penisilin-
streptomisin) ve %1 L-glutamin iceren DMEM besiyeri ortaminda 37 °C, % 5 CO2’ li
etiivde inkiibe edildi. Flask yiizeyini %90-95 oraninda kaplamis hiicreler pasajlandi.
Hiicreler yeterli yogunluga ulasinca, etiivdev ¢ikarilarak steril hiicre kiiltiir kabinine
almdi. Her bir flaska 2.5 mL tripsin eklenerek hiicrelerin ylizeyden kaldirilmasi
sagland1. Elde edilen hiicre siispansiyonlar1 flakonlara alinarak 3000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi ve ¢oktiiriildii. Tripsin uzaklastirildiktan sonra yeterli miktar besiyeri
ile homojenize edildi. Bu hiicrelerden 96 kuyucuklu plaklara ekim yapilmak {izere
10 pL Tripan mavisi kullanilarak hiicre sayimmi cihazinda canli hiicre sayisi
hesaplandi. Canli hiicre sayis1 tizerinden hesaplanarak, mililitresinde 5x10* hiicre/mL
olacak sekilde yeterli miktarda DMEM besiyeri ile homojenize bir hiicre
stispansiyonu hazirlandi. Bu siispansiyondan plaklara her bir kuyucuga 180 pL ekim

yapildiktan sonra etiivde 24 saat inkiibasyona birakild.

25



2.3. Hiicre Canhhk Testi

Hiicreler etiivden ¢ikarilmadan oOnce yeterli miktar ve konsantrasyonda
piroksikam ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun i¢in piroksikam DMSQO’da ¢oziilerek 10
mM’lik 5 mL piroksikam ¢ozeltisi hazirlandi. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda
etivden alinan plaklar steril hiicre kiiltiir kabinine alindi. Kuyucuklara son
konsantrasyonu 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750 ve 1000 uM olacak sekilde 20 pL
piroksikam ¢ozeltisi uygulandi. Plaklar, biri 24 saat, digeri 48 saat olmak {izere
inkiibasyona birakildi. Belirtilen siireler sonunda inkiibasyondan alman plaklara
MTT testi uygulandi. Bunun i¢in dncelikle 5 mg/mL MTT (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-
il]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) maddesi tartildi ve DMEM besiyerinde ¢oziildii.
Etiivden c¢ikarilan plaklardan eski besiyeri uzaklastirildiktan sonra her bir kuyucuga
180 uLL DMEM besiyeri ve 20 uL MTT soliisyonu uygulandi. Plaklar tekrar etiivde 2
saat inkiibasyona birakildi. 2 saat sonunda plaklardaki MTT soliisyonu aspire edildi
ve 100 uL DMSO soliisyonu uygularak 540 nm dalga boyunda spektrofotometre

cihazinda 6l¢tim yapildi.

2.4. Hiicre Dongiisii Analizi

PC-3 hiicrelerinde degisik konsantrasyonlardaki piroksikamin hiicre dongiisiinii
hangi asamada etkilediginin arastirilmasi amaci ile Cell Cycle Assay uygulandi. 12
kuyucuklu plaklara 2x10° hiicre/ kuyucuk olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. 37 °C,
%5 CO2’li etiivde 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra Kkuyucuklara son
konsantrasyonlar; 25, 50, 100 ve 250 uM olacak sekilde piroksikam ¢ozeltisi eklendi.
Kontrol grubu kuyucuklarina DMSO (%0.01) eklendi. Etiivde 48 saat inkiibasyona
birakildi. 48 saat sonra etiivden ¢ikarilan plaktan besiyeri aspire edildikten sonra
hiicreler 1.5 mL’ lik eppendorf tiiplere alind1. 5 dakika 300xg’de santrifiij edildi ve
¢oktiiriildii. Siipernatant atilarak tripsin uzaklastirildi. Uzerlerine 500 uL %70’lik
soguk etanol eklendi. -20 °C’ de 3 saat inkiibe edildi. 3 saatin sonunda tekrar santrifiij
edildi ve siipernatant atildi. Uzerlerine 200 pL cell cycle ajam eklendi ve
vortekslendi. Ardindan 30 dk boyunca oda sicakliginda ve karanlik ortamda
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inkiibasyona birakild1. Inkiibasyonun ardindan Muse Cell Analyzer cihazi ile dlg¢iim

yapildi.

2.5. Annexin V Baglanma Analizi

PC-3 hiicrelerinde degisik konsantrasyonlardaki piroksikamin apoptoz
tizerindeki etkilerinin arastirilmasinda Annexin V baglama analizi yapildi. Bunun
icin 12 kuyucuklu plaklara 2x10° hiicre/ kuyucuk olacak sekilde hiicre ekimi yapildi.
24 saat inkiibe edildikten sonra besiyeri wuzaklastirildi Kuyucuklara son
konsantrasyonlar 25, 50, 100 ve 250 uM olacak sekilde piroksikam ¢ozeltisi eklendi.
Kontrol grubu kuyucuklarina DMSO (%0.01) eklendi. Etiivde 48 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler 1,5 mL’ lik eppendorf tiiplere alindi. 5
dakika 300 x g’ de santrifiij edildi ve ¢oktiiriildii. Tripsin uzaklastirildiktan sonra her
bir eppendorfa 1 mL DMEM besiyeri eklenerek vorteks yardimiyla homojenize
edildi. Elde edilen homojenatlarin herbirinden 100 uL ayr1 birer eppendorf tiiplere
alinarak tizerlerine 100 uL. Annexin V ajanmi eklenerek diisiik hizda vortekslendi ve
20 dakika karanlikta bekletildi. Bu siire sonunda her bir ornek i¢in Muse Cell

Analyzer cihazinda 6l¢iim yapildi.

2.6. Total Kaspaz Diizeyinin Tayini

Piroksikam maddesinin farkli konsantrasyonlarda, PC-3 hiicrelerinde kaspaz
diizeylerine olan etkisinin incelenmesi i¢in Multi Caspase Assay uygulandi. Bunun
igin 12 kuyucuklu bir plaga 2x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde PC-3 hiicre ekimi
yapildi. Etiivde 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra besiyerleri uzaklastirildi.
Kuyucuklara son konsantrasyonlar 25, 50, 100 ve 250 pM olacak sekilde piroksikam
cozeltisi eklendi. Kontrol grubu kuyucuklarma DMSO (%0.01) eklendi. 48 saat
inkiibasyonun ardindan, hiicreler eppendorflara alindi. 300 X g’de 5 dk santrifiij
edildi. Stipernatant aspire edildi. Santrifijden sonra Kit iceriginde bulunan Caspase

Buffer soliisyonundan (1x) 500 pL eklenerek hiicreler homojen bir sekilde siispande
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edildi. Bu homojenatlardan 50’ser pL yeni eppendorflara alindiktan sonra, Kitte
bulunan MC-Reagent‘den 5 pL ilave edilerek diisiik hizda vortexlendi. Daha sonra
30 dakika 37 °C’de karanlikta inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda her bir
eppendorfa 150 pL kitte bulunan 7-aminoaktinomisin D (7-AAD) soliisyonu eklendi
ve Muse Cell Analyzer cihazinda 6l¢iim yapildi.

2.7. Mitokondriyal Membran Potansiyeli Analizi

Piroksikamin farkli konsantrasyonlarda mitokondri membran potansiyeli
tizerine etkisinin incelenmesi amaci ile mitopotential assay uygulandi. Bunun igin 12
kuyucuklu bir plaga 2x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde PC-3 hiicre ekimi yapildu.
Etiivde 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra besiyerleri uzaklastirildi.
Kuyucuklara son konsantrasyonlar 25, 50, 100 ve 250 uM olacak sekilde piroksikam
cozeltisi eklendi. Kontrol grubu kuyucuklarma DMSO (%0.01) eklendi Etiivde 48
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra hiicre homojenatlari iizerine 95 pL
mitopotential boyasi eklendi ve 20 dakika 37 °C’ de karanlikta inkiibasyona birakildi.
20 dakika sonunda tiiplere 5 uL. 7-AAD soliisyonu ilave edildi. 5 dakika karanlikta

bekletildikten sonra Muse Cell Analyzer cihazinda 6lgiim yapildi.

2.8. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizlerinde GraphPad Prism Version 6.0. programi

kullanilmis ve gruplar arasi karsilastirmalar, one-way ANOVA testi ile yapilmastir.
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3. BULGULAR

3.1. Hiicre Canhhik Testi

Piroksikamin hiicre canlilig1 {izerine etkisinin incelenmesi amact ile PC-3
hiicrelerine son konsantrasyonu 10 -1000 uM arasinda degisen piroksikam ¢ozeltisi
uygulanmig ve 24. ve 48. saatlerde hiicre canliliginin inhibisyonu MTT testi ile
belirlenmistir. Elde edilen verilere goére, PC-3 hiicrelerine piroksikam
uygulamasindan 24 saat sonra hiicre canliligt 500 pM uygulanan grupta
%78.94+2.22 (p=0,0252), 750 uM uygulanan grupta 76,86+3,73 (p=0,0050) ve 1000
uM uygulanan grupta 66,73+3,10 (p<0,0001) olarak belirlenmistir (Sekil 3.1.1.,
Cizelge 3.1.1.).

48 saat inkiibasyona birakilan PC-3 hiicrelerinde ise hiicre canliligi 50 uM
uygulanan grupta 86,52+5,21 (p=0,0096), 100 uM uygulanan grupta 85,03+7,16
(p=0,0030), 250 uM uygulanan grupta 72,54+5,62 (p<0,0001), 500 uM uygulanan
grupta 62,31+3,19 (p<0,0001), 750 uM uygulanan grupta 43,73+3,64 (p=<0,0001),
ve 1000 uM uygulanan grupta 29,87+4,99 (p<0,0001) olarak belirlenmistir (Sekil
3.1.2., Cizelge 3.1.1.).
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Sekil 3.1.1. Piroksikamin 24 saat inkiibasyon sonrasit PC-3 hiicre canlilig1 iizerine etkisi. (*
p <0,05; **p <0,01; *** p <0,001; # p < 0,0001, kontrole gore anlamlilik)
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Sekil 3.1.2. Piroksikamin 48 saat inkiibasyon sonrasi PC-3 hiicre canlilig1 iizerine etkisi.
(** p <0,01; # p <0,0001, kontrole gore anlamlilik)
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Cizelge 3.1.1. Piroksikamin farkli konsantrasyonlarda 24 saat ve 48 saat inkiibasyonun
ardindan PC-3 hiicre canliligi iizerine etki sonuglari ortalamatstandart sapma olarak
verilmistir. (p degerleri kontrole goére belirlenmistir).

Hiicre canlilign p degerleri

24.saat 48.saat 24 .saat 48.saat
Kontrol 100,0+8,78 99,94+3,54
10 uM 100,80+3,33 91,09+2,60 ns ns
25 uM 98,55+3,65 89,64+1,90 ns ns
50 uM 97,96+6,5 86,52+5,21 ns 0,0096
100 uM 84,73+0,34 85,03+7,16 ns 0,0030
250 uM 84,66+5,34 72,54+5,62 ns <0,0001
500 uM 78,94+2.22 62,31+3,19 0,0252 <0,0001
750 uM 76,86+3,73 43,73+3,64 0,0050 <0,0001
1000 uM 66,73+3,10 29,87+4,99 <0,0001 <0,0001

Elde edilen hiicre canlilig1 analizi verilerine gore, piroksikam ¢ozeltisinin 48.
saatte daha yiiksek etkinlik gosterdigi saptanmistir. Bu nedenle, sonraki analizler i¢in

hiicreler 48 saat inkiibe edilmistir.

3.2. Hiicre Dongiisii Analizi

Piroksikamimn hiicre dongiisii {izerine olan etkisini incelemek amaci ile Cell
Cycle Assay Kit kullanildi ve PC-3 hiicrelerinde 25-uM arasinda degisen
konsantrasyonlarda piroksikam ¢6zeltisi uygulandi. Elde edilen verilere gore, GO/G1
evresindeki hiicre populasyonu yiizdesi kontrol grubunda % 36,05+0,0 iken, 25, 50,
100 ve 250 uM uygulanan gruplarda sirasiyla % 26,442,1 (p=0,0032), % 30,6+1,70
(p=0,0210), % 28,4+5,37 (p=0,0045) ve % 23,2+4,67 (p=0,002) olarak saptandi
(Cizelge 3.3.1., Sekil 3.3.1.). S evresindeki hiicre populasyonu yiizdesi, kontrol
grubunda %28,65+0,0 iken, 25, 100 ve 250 uM piroksikam ¢ozeltisi uygulanan
gruplarda sirastyla % 37,05+0,5 (p=0,0116), % 37,8+1,98 (p=0,0069), % 42,5+4,81
(p=0,0003) olarak saptandi (Cizelge 3.3.1., Sekil 3.3.1.). G2/M evresindeki hiicre
popiilasyonu yiizdesi kontrol grubunda %35,05+0,0 olarak tespit edildi; ancak,
piroksikam ¢ozeltisi uygulanan gruplar ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark

saptanmadi. Elde edilen verilere gore, piroksikam c¢ozeltisinin PC-3 hiicrelerinde
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hiicre siklusunu S evresinde durdurdugu belirlendi (Sekil 3.2.2., Sekil 3.2.3., Sekil
3.2.4., Sekil 3.2.5., Sekil 3.2.6.).
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Sekil 3.2.1. Piroksikamin PC-3 hiicrelerinde hiicre dongiisii tizerine etkisi (* p < 0,05; ** p <
0,01, kontrole goére anlamlilik)

Cizelge 3.2.1. Piroksikam c¢ozeltisinin 48 saat inkiibasyonun ardindan PC-3 hiicreleri
iizerinde hiicre dongiisii lizerine etki sonuglar1 ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

p p p
GO/G1 Degerleri S Degerleri G2IM Degerleri

Kontrol 36,05+0,0 28,65+0,0 35,05+0,0

25 uM 26,4+2,1 0,0032 37,05+0,5 0,0116 36,4+1,6 0,9834
50 uM 30,6+1,70 0,0210 34,1+1,56 0,0885 35,05+0,21 0,9999
100 uM  28,445,37 0,0045 37,8+1,98 0,0069 33,5543,61 >0,9999
250 uM  23,2+4,67 0,002 42,544 .81 0,0003 34,10£0,14  >0,9999
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Sekil 3.2.2. Piroksikamin PC-3 hiicreleri tizerinde hiicre dongiisii analizi kontrol grubu

sonuglari.

DMA CONTENT PRCFILE
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S36.7
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Sekil 3.2.3. 25 uM piroksikamin PC-3 hiicreleri tizerinde hiicre dongiisii analizi sonuglari.
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Sekil 3.2.4. 50 uM piroksikamin PC-3 hiicreleri lizerinde hiicre dongiisii analizi sonuglar.

100 DA CONTENT PROFILE
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T
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Sekil 3.2.5. 100 uM piroksikamin PC-3 hiicreleri iizerinde hiicre dongiisii analizi sonuglart.
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Sekil 3.2.6. 250 uM piroksikamin PC-3 hiicreleri iizerinde hiicre dongiisii analizi sonuglari

3.3. Annexin V Baglanma Analizi

Piroksikamimn 25, 50, 100 ve 250 uM’ lik konsantrasyonlarmin PC-3 hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkileri Annexin V testi ile arastirildi. Annexin V baglanma
testinden elde edilen verilere gore, kontrol grubunda % 17,37+1,38 erken apoptoz ve
% 2,20+0,03 geg¢ apoptoz goriiliirken 25, 50, 100 ve 250 uM uygulanan hiicrelerde
sirastyla; % 25,45+0,99 (p<0,0001), % 20,03+£3,22 (p=0,6883), % 24,83+1,31
(p=0,0003) ve % 28,45+0,42 (p<0,0001) erken apoptoz goriilerek istatistiksel olarak
anlamli sonu¢ elde edilmistir (Cizelge 3.3.1., Sekil 3.3.1). Kontrol grubuyla
kiyaslanan higbir konsantrasyonda ge¢ apoptoz ve 6lii apoptoz oranlarinda anlamli
bir sonu¢ gorilmemistir (Cizelge 3.3.1., Sekil 3.3.1). Elde edilen verilere gore
piroksikamin uygulanan konsantrasyonlarda PC-3 hiicrelerini apoptoza yonlendirdigi

sonucuna ulasild1 (Sekil 3.3.2., Sekil 3.3.3., Sekil 3.3.4., Sekil 3.3.5., Sekil 3.3.6.).
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Sekil 3.3.1. Piroksikamin PC-3 hiicrelerinde apoptotik etkisi. (** p < 0,01; *** p < 0,001; #
p < 0,0001; kontrole gore anlamlilik)

Cizelge 3.3.1. Piroksikamin PC-3 hiicreleri {izerinde

ortalamatstandart sapma olarak verilmistir.

Annexin V testi sonuglari

Canli Erken Apoptotik Geg Apoptotik Olii
Kontrol 80,35+1,33 17,37+1,38 2,20+0,03 0,09+0,02
25 uM 72,68+0,88 25,45+0,99 1,80+0,14 0,08+0,03
50 uM 76,00+2,47 20,03+3,22 3,58+0,39 0,4+0,35
100 uM 72,10+1,06 24,83+1,31 2,98+0,18 0,1+0,07
250 uM 69,23+0,6 28,45+0,42 2,18+0,25 0,15+0,07

Cizelge 3.3.2. Piroksikamin PC-3 hiicreleri lizerinde Annexin V testi sonuglarmin kontrol

grubuna kiyasla p degerleri.

Canli Erken Apoptotik Geg Apoptotik Olii
Kontrol
25 uM 0,0002 <0,0001 >0,9999 >0,9999
50 uM 0,0741 0,6883 >0,9999 >0,9999
100 uM <0,0001 0,0003 >0,9999 >0,9999
250 uM <0,0001 <0,0001 >0,9999 >0,9999
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Sekil 3.3.2. Piroksikamin PC-3 hiicrelerinde Annexin V baglanma testi kontrol grubu
sonuglart. Sekilde goriilen dort bolgeden; sol alt bolge apoptotik olmayan, 7-AAD negatif
canli hiicre popiilasyonunu, sol iist bolge apoptotik olmayan, 7-AAD pozitif 6li hiicre
popiilasyonunu, sag alt bolge apoptotik, 7-AAD negatif canli hiicre popiilasyonunu, sag iist

bolge apoptotik, 7-AAD pozitif 6lii hiicre popiilasyonunu gostermektedir.
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Sekil 3.3.3. 25 uM piroksikamin PC-3 hiicrelerinde Annexin V baglanma testi sonuglari.
Sekilde goriilen dort bolgeden; sol alt bolge apoptotik olmayan, 7-AAD negatif canli hiicre
popiilasyonunu, sol iist bolge apoptotik olmayan, 7-AAD pozitif 6li hiicre popiilasyonunu,
sag alt bolge apoptotik, 7-AAD negatif canli hiicre popiilasyonunu, sag iist bolge apoptotik,
7-AAD pozitif 6lii hiicre popiilasyonunu gostermektedir.
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Sekil 3.3.4. 50 uM piroksikamin PC-3 hiicrelerinde Annexin V baglanma testi sonuglari.

Sekilde goriilen dort bolgeden; sol alt bolge apoptotik olmayan, 7-AAD negatif canli hiicre

popiilasyonunu, sol {ist bolge apoptotik olmayan, 7-AAD pozitif 6li hiicre popiilasyonunu,

sag alt bolge apoptotik, 7-AAD negatif canli hiicre popiilasyonunu, sag iist bolge apoptotik,

7-AAD pozitif 6lii hiicre popiilasyonunu gostermektedir.
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Sekil 3.3.5. 100 uM piroksikamin PC-3 hiicrelerinde Annexin V baglanma testi sonuglari.
Sekilde goriilen dort bolgeden; sol alt bolge apoptotik olmayan, 7-AAD negatif canlt hiicre
popiilasyonunu, sol {ist bolge apoptotik olmayan, 7-AAD pozitif 6li hiicre popiilasyonunu,
sag alt bolge apoptotik, 7-AAD negatif canli hiicre popiilasyonunu, sag iist bolge apoptotik,
7-AAD pozitif 6lii hiicre popiilasyonunu gostermektedir.
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Sekil 3.3.6. 250 uM piroksikamin PC-3 hiicrelerinde Annexin V baglanma testi sonuglari.
Sekilde goriilen dort bolgeden; sol alt bolge apoptotik olmayan, 7-AAD negatif canli hiicre
popiilasyonunu, sol {ist bolge apoptotik olmayan, 7-AAD pozitif 6li hiicre popiilasyonunu,
sag alt bolge apoptotik, 7-AAD negatif canli hiicre popiilasyonunu, sag iist bolge apoptotik,
7-AAD pozitif 6l hiicre popiilasyonunu gostermektedir.

3.4. Total Kaspaz Diizeyinin Tayini

Piroksikamm 25,50,100 ve 250 upuM konsantrasyonlarda PC-3 hiicreleri
iizerinde apoptotik etkisinin incelenmesi amaciyla kaspaz diizeyleri 6l¢iilmiistiir. 48
saat piroksikama maruz birakilan hiicrelerde elde edilen verilere gore, Kontrol
grubunda Total Kaspaz % 24,08+3,73 iken; 25 pM uygulanmasida Total Kaspaz %
40,55+1,70 (p<0,0001), 50 uM uygulanmasinda % 32,88+0,60 (p=0,0236), 100 uM
uygulanmasinda % 35,13+£3,43 (p=0,0032) ve 250 uM uygulanmasmnda %
34,05+1,13 (p=0,0082) sonuglar1 elde edilmistir (Cizelge 3.4.1, Sekil 3.4.1). Yapilan
test sonucunda elde edilen verilere gore piroksikam PC-3 hiicrelerinde total kaspaz
diizeylerini arttirmaktadir (Sekil 3.4.2., Sekil 3.4.3., Sekil 3.4.4., Sekil 3.4.5., Sekil
3.4.6.).
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Sekil 3.4.1. Piroksikamin PC-3 hiicrelerinde kaspaz diizeyi lizerine etkisi. (* p <0,05; **p <
0,01; # p <0,0001; kontrole gére anlamlilik)

Cizelge 3.4.1. Piroksikamin PC-3 hiicreleri tizerinde total kaspaz diizeyine etkisi ve kontrol
grubuna kiyasla p degerleri (sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir).

p Total p . p
Canl Degerleri Kaspaz Degerleri Ol Degerleri
Kontrol 75,44+332 24,08+3,73 0,49+0,4
25uM 58,65+1,70 <0,0001 40,55+1,70 <0,0001 0,8+0,0 =0,9999
50puM 65,3+0,35 0,0071 32,88+0,60 0,0236 1,83+0,95 =0,9999
100 yM 64,1543,68 0,0026 35,13+343 0,0032 0,72+0,25 =0,9999
250 puM 65,184046 0,0063 3405+1,13 0,0082 0,78+0,67 =0,9999
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MULTICASPASE PROFILE
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Sekil 3.4.2. Piroksikamin PC-3 hiicreleri tizerinde Multikaspaz testi kontrol grubu sonuglari.
Sekilde goriilen dort bolgeden; sol alt bolge apoptotik olmayan, kaspaz negatif canli hiicre
popiilasyonunu, sol iist bolge apoptotik olmayan, kaspaz negatif 6li hiicre popiilasyonunu,
sag alt bolge apoptotik, kaspaz pozitif canli hiicre popiilasyonunu, sag iist bolge apoptotik,
kaspaz pozitif 6lii hiicre popiilasyonunu géstermektedir.

MULTICASPASE PROFILE
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Sekil 3.4.3. 25 uM Piroksikamin PC-3 hiicreleri tizerinde Multikaspaz testi sonuglari.
Sekilde goriilen dort bolgeden; sol alt bolge apoptotik olmayan, kaspaz negatif canli hiicre
popiilasyonunu, sol iist bdlge apoptotik olmayan, kaspaz negatif 6lii hiicre popiilasyonunu,
sag alt bolge apoptotik, kaspaz pozitif canli hiicre popiilasyonunu, sag iist bolge apoptotik,
kaspaz pozitif 6lii hiicre popiilasyonunu gostermektedir.
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Sekil 3.4.4. 50 uM Piroksikamun PC-3 hiicreleri iizerinde Multikaspaz testi sonuglari.
Sekilde goriilen dort bolgeden; sol alt bolge apoptotik olmayan, kaspaz negatif canli hiicre
popiilasyonunu, sol iist bolge apoptotik olmayan, kaspaz negatif 6lii hiicre popiilasyonunu,
sag alt bolge apoptotik, kaspaz pozitif canli hiicre popiilasyonunu, sag iist bolge apoptotik,
kaspaz pozitif 6li hiicre popiilasyonunu gostermektedir.
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Sekil 3.4.5. 100 uM Piroksikamin PC-3 hiicreleri lizerinde Multikaspaz testi sonuglari.
Sekilde goriilen dort bolgeden; sol alt bolge apoptotik olmayan, kaspaz negatif canli hiicre
popiilasyonunu, sol iist bolge apoptotik olmayan, kaspaz negatif 6lii hiicre popiilasyonunu,
sag alt bolge apoptotik, kaspaz pozitif canli hiicre popiilasyonunu, sag iist bolge apoptotik,
kaspaz pozitif 6lii hiicre popiilasyonunu gostermektedir.
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Sekil 3.4.6. 250 uM Piroksikamin PC-3 hiicreleri tizerinde Multikaspaz testi sonuglari.
Sekilde goriilen dort bolgeden; sol alt bolge apoptotik olmayan, kaspaz negatif canli hiicre
popiilasyonunu, sol iist bolge apoptotik olmayan, kaspaz negatif 6lii hiicre popiilasyonunu,
sag alt bolge apoptotik, kaspaz pozitif canli hiicre popiilasyonunu, sag iist bolge apoptotik,
kaspaz pozitif 6l hiicre popiilasyonunu gostermektedir.

3.5. Mitokondriyal Membran Potansiyelinin Tayini

Piroksikamm 25, 50, 100 ve 250 uM’ lik konsantrasyonlarinn PC-3
hiicreleriyle 48 saat inkiibasyonunun ardindan mitokondri membran depolarizayonu
tizerine etkisinin incelenmesinde Mitopotential Assay yapildi. Elde edilen verilere
gore kontrol grubunda canlt hiicre popiilasyonu % 65,10+0,0 olarak tespit edilirken;
25, 50, 100 ve 250 puM uygulanmasinin ardindan istatistiksel olarak anlamli olarak
sirastyla % 47,33+0,67 (p=0,0002), % 45,18+0,39 (p<0,0001), % 48,48+2,02
(p=0,0004) ve % 49,80+8,56 (p=0,0011) sonuglar1 elde edilmistir. Depolarize/Canli
hiicre popiilasyonu kontrol grubunda % 8,85 tespit edilirken 25 pM icin %
24,40+1,77 (p=0,0009), 50 uM igin % 27,03+0,25 (p=0,0001); 100 uM igin %
28,08+2,37 (p<0,0001) ve 250 uM igin % 27,93+4,14 (p < 0,0001) sonuglar1 elde
edilmistir. Depolarize/Canli hiicre popiilasyonu sonuglar1 istatistiksel olarak anlamli

iken Depolarize/Olii ve Olii hiicre popiilasyonlar1 i¢in elde edilen sonuglar istatisiksel
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olarak anlamli bulunmamistir. Elde edilen verilere gore piroksikamm mitokondri

membran potansiyeli lizerine etkisi oldugu sonucuna ulagilmistir (Sekil 3.5.2., Sekil

3.5.3., Sekil 3.5.4., Sekil 3.5.5., Sekil 3.5.6.).
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Sekil 3.5.1. Piroksikamin PC-3 hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyeli {izerine
etkisi. ( *** p < 0,001; # p < 0,0001; kontrole gore anlamlilik)

Cizelge 3.5.1. Piroksikamin PC-3 hiicreleri tizerinde mitokondriyal membran potansiyeli
iizerine etki sonuglar1 ortalama+standart sapma olarak verilmistir..

Canh Depolarize/Canl Depolarize/Olii Olii
Kontrol 65,10+0,0 8,85+0,0 2,43+0,0 23,63+0,0
25 uM 47,33+0,67 24,40+1,77 4,13+0,53 24,15+1,63
50 uM 45,18+0,39 27,03+0,25 5,03+0,74 22,78+1,38
100 uM 48,48+2,02 28,08+2,37 2,50+0,64 20,95+3,75
250 uM 49,80+8,56 27,93+4,14 2,60+0,92 19,68+3,5
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Cizelge 3.5.2. Piroksikamin PC-3 hiicreleri iizerinde mitokondriyal membran potansiyeli
tizerine etki sonuglar1 kontrol grubuna kiyasla p degerleri.

Canli Depolarize/Canl1 Depolarize/Olii Olii
Kontrol
25 uM 0,0002 0,0009 > (0,9999 0,9860
50 uM < 0,0001 0,0001 > (0,9999 0,9999
100 uM 0,0004 < 0,0001 > (0,9999 > (0,9999
250 uM 0,0011 < 0,0001 > (0,9999 > (0,9999
CELL HEALTH PROFILE
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Sekil 3.5.2. Piroksikamin PC-3 hiicreleri iizerinde mitokondriyal membran potansiyeli
iizerine etkisi kontrol grubu sonuglari. Sekilde goriilen dort bolgeden; sol alt bolge
depolarize canli hiicre popiilasyonunu, sol iist bolge depolarize 6lii hiicre popiilasyonunu, sag
alt bolge Depolarize olmayan canli hiicre popiilasyonunu, sag iist bolge Depolarize olmayan
olii hiicre popiilasyonunu gostermektedir.
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Sekil 3.5.3. 25 uM piroksikamin PC-3 hiicreleri iizerinde mitokondriyal membran
potansiyeli {izerine etki sonuc¢lari. Sekilde goriilen dort bolgeden; sol alt bolge depolarize
canli hiicre popiilasyonunu, sol iist bolge depolarize 6lii hiicre popiilasyonunu, sag alt bolge
Depolarize olmayan canli hiicre popiilasyonunu, sag iist bolge Depolarize olmayan 6lii hiicre
popiilasyonunu gostermektedir.
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Sekil 3.5.4. 50 puM piroksikamin PC-3 hiicreleri tizerinde mitokondriyal membran
potansiyeli {lizerine etki sonuglar1. Sekilde goriilen dort bolgeden; sol alt bolge depolarize
canli hiicre popiilasyonunu, sol iist bolge depolarize 6lii hiicre popiilasyonunu, sag alt bolge
Depolarize olmayan canli hiicre popiilasyonunu, sag iist bolge Depolarize olmayan 6lii hiicre
popiilasyonunu gostermektedir.
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CELL HEALTH PROFILE
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Sekil 3.5.5. 100 uM piroksikamin PC-3 hiicreleri tizerinde mitokondriyal membran

potansiyeli {izerine etki sonuc¢lari. Sekilde goriilen dort bdlgeden; sol alt bolge depolarize
canl1 hiicre popiilasyonunu, sol iist bolge depolarize 6lii hiicre popiilasyonunu, sag alt bolge
Depolarize olmayan canli hiicre popiilasyonunu, sag iist bolge Depolarize olmayan 6lii hiicre
popiilasyonunu gostermektedir.
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Sekil 3.5.6. 250 uM piroksikamin PC-3 hiicreleri lizerinde mitokondriyal membran
potansiyeli lizerine etki sonuglar1. Sekilde goriilen dort bolgeden; sol alt bolge depolarize
canl1 hiicre popiilasyonunu, sol iist bolge depolarize 6lii hiicre popiilasyonunu, sag alt bolge
Depolarize olmayan canli hiicre popiilasyonunu, sag iist bolge Depolarize olmayan 6lii hiicre
popiilasyonunu gostermektedir.
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4. TARTISMA

Inflamasyon ve kanser arasmndaki iliski uzun zamandir bilinmektedir. Bu
nedenle Kkanser tedavisinde, gelisen inflamasyonun da tedavi edilmesi ve
antiinflamatuvar ajanlarin kullanilmasi, arastirmacilarin uzun yillardan beri ilgi odagi
olmustur (Balkwill ve Mantovani, 2001). Ayrica inflamatuvar ajanlarin hiicre
cogalmast ve apoptoz tizerindeki etkilerinin yanisira, kanserli dokularda artis
gosterdiginin tespit edilmesi de, tedavide hedef olarak kullanilabilecek molekiillerin

belirlenmesinde aract olmustur (Balkwill ve Mantovani, 2001).

Inflamasyonun mekanizmasinda onemli rol oynayan COX-1 ve COX-2
enzimleri ve metabolitleri kanser tedavisindeki hedefler arasinda yer almaktadir
(Rayburn ve ark., 2009). COX-2 indiiklenebilen bir enzimdir ve meme, pankreas,
prostat, akciger, servikal, intestinal ve cilt gibi baz1 kanser tiirlerinde patofizyolojik
islemlerde hayati rollere sahiptir (Joanne ve Raymond, 2004; Zha ve ark., 2004; Jiao
ve ark., 2014; Wang ve ark., 2014; Wu ve ark., 2015). COX-2 ekspresyonu
inflamasyon, hiicre sagkalimi, proliferasyon, anjiyogenezis, invazyon ve metastaz ile
iligkilidir (Wang ve ark., 2015; Qu ve Liu, 2015; Li ve ark., 2015; Misron ve ark.,
2015). COX-2 diizeyinin artigi, timor proliferasyonu igin prostaglandin ve VEGF
iretiminde O6nemli bir rol oynamaktadir (Park ve ark., 1996). COX-2 inhibe edici
etkisi nedeni ile, kanser tedavisi ve kemoproventif etkileri iizerine c¢aligmalar
yapilmig ¢esitli molekiiller bulunmaktadir. Apigenin (Tong ve ark., 2014; Byun ve
ark., 2013), polifenol (Seeram ve ark., 2006), 6janol (Kim ve ark., 2003), tirsolik asit
(Tian ve ark., 2006) ve kafeik asit (Kang ve ark., 2009; Kuo ve ark., 2015)
kemoprentif etkisi COX-2 inhibibisyonundan ileri geldigi 6ne siiriilen dogal kaynakl1

molekillerden bazilaridir.

Bu baglamda antiinflamatuvar etkiye sahip popiiler ilag gruplarindan olan
NSAT’ler de biiyiik ilgi gormektedir. Pek ¢ok deneysel calisma NSAT'lerin antikanser

etkilerinin altinda yatan mekanizmalar1 ya hiicre dizileri ya da hayvan modelleri
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kullanarak arastirmaktadir. Kolorektal kanser disindaki kanserler {izerine daha az
epidemiyolojik ¢alisma olmasina ragmen, NSAI’lerin uzun siireli kullanimlar: ile
meme (Sharpe ve ark. 2000, Khuder ve ark. 2001), akciger (Muscat ve ark. 2003),
prostat (Norrish ve ark. 1998), over (Cramer ve ark. 1998), yemek borusu ve mide
(Thun ve ark. 1993) timdr insidansi arasinda ters bir korelasyon oldugu

bildirilmistir.

NSAI' lerin kanser gelistirme riskini azalttigini bildiren epidemiyolojik
calismalar, meme ve diger kanser tiirleri lizerinde yapilan deneysel hayvan modelli
calismalarla da desteklenmistir. Rodentler iizerinde yapilan NSAl'lerin antikanser
aktivitesinin ilk c¢aligmalar1 arasinda Pollard ve Luckert (1980); Narisawa ve ark.
(1981) yaptig1 cgalismalar yer alr. Bu arastirmacilar, indometazinin intestinal
timorler tizerindeki inhibitor etkilerini incelemisler ve indometasin uygulanan
sicanlarmn uygulanmayanlara gore tiimor insidansmin anlamh gekilde diistik

oldugunu ortaya koymuslardir.

Yapilan arastirmalarda, selekoksib (Alshafie ve ark., 2000) ve laproksen
sodyumun (Yao ve ark., 2005) kanser Onleyici etkileri oldugu gosterilmistir. Sigan
meme modeli kullanilan in vivo bir ¢alismada selekoksibin %90 oraninda tiimér
gerilemesine ve elle tutulur timorlerin sayisinda %25 oraninda azalmaya neden
oldugu gosterilmistir (Alshafie ve ark., 2000). Baska bir ¢aligmada, fare ve insan
kolorektal kanser hiicre proliferasyonunun ibuprofen ile inhibe edildigi bildirilmistir.
Ayrica, loksoprofenin farelerde implante Lewis akciger karsinomasinin biiyiimesini
inhibe ettigi gosterilmistir. Bu ilagla tedavi edilen farelerde intratiimoral vesikiillerin
dansitesinin daha diisik oldugu ve VEGF mRNA ekpresyonunun rediikte oldugu
goriilmiistiir. Ayni ¢calismada bir hafta boyunca loksoprofen ile tedavi edilmis (120
mg/giin) kiiclik hiicreli akciger kanseri olan hastalarm VEGF plazma seviyelerinde
azalma oldugu gosterilmistir. Calismada anjiyogenezisin inhibisyonunun VEGF

inhibisyonundan kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Kanda ve ark., 2009).
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Aspirinin doksurubisin ile kombine edildigi bir diger ¢alismada, hem in vivo
hem de in vitro olarak HepG2 insan hepatoseliiler karsinoma hiicreleri iizerinde
sinerjik antikanser etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. iki ila¢ kombine olarak
kullanildiginda hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda, biiylimenin inhibe edilmesinde
ve apoptozda in vitro giiglii sinerjizm gosterirken; nude farelerde HepG2 hiicre

ksenografisinde sinerjik antitiimor aktivite gozlenmistir (Hossain ve ark., 2012).

2019 yilinda aktinik keratozis hastalarinda piroksikam kullanilarak yapilan bir
calismada, piroksikam ve giines kremi ile tedavi edilen hastalarda ciltte goriilen
dermoskopik ozelliklerde azalma ve yok olma goriildiigii; ayrica, cilt kanserinde
onemli rol oynadig1 kanitlanan MMP’lerin ekspresyonunu azalttigi1 rapor edilmistir
(Diluvio ve ark., 2019).

Piroksikama kimyasal yap1 olarak olduk¢a benzeyen lornoksikamin intravendz
kullanim1 sonrasinda TLR-2 ve TLR-4 ekpresyonunu ve proinflamatuvar sitokinlerin
iretimini diisiirdiigli saptanmistir (Gorsky ve ark., 2015). Bir bagka calismada da
lornoksikamin kronik inflamasyon ile iliskisi olan kemotaktik proteinlerin
ekpresyonunu azalttig1 gosterilmis ve s6z konusu bilesigin immiin fonksiyonlarin

stabil hale getirilmesinde kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Jiao ve Ren, 2009).

Piroksikam, diklofenak ve deksametazonun fibrokarsinom hiicre hatt1 iizerinde
apoptoz ve MMP-2 aktivitesi tlizerine olan etkileri incelenmistir. Piroksikamin
MMP-2 aktivitesini durdurdugu ve apoptozu indiikledigi sonucuna varilmastir.
Ayrica piroksikamin, diklofenak ve deksametazon ile karsilastirildiginda daha iyi

tolere edildigi gosterilmistir (Mirshafiey ve ark., 2004).

Polard ve Luckert (1986) piroksikam ile tedavi edilen, transplante edilebilir
sican prostat adenokarsinomu III hiicrelerinde, timor biiylimesi, metastaz ve kemik
dejenerasyonunun baskilandigini gostermislerdir. Bir baska calismada, kimyasal
olarak indiiklenmis ve indometazin ile takviye edilmis prostat karsinomu F344 sican

modelinde, tiimor baskilayic1 etki ve PGE; seviyesinde anlamli bir diisiis rapor
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edilmistir. Indometazin, tromboksan sentaz inhibitdrii ve nafazatron ile tedavi edilen
prostat kanseri sigan modelinde, kontrol grubuna kiyasla daha az metastaz
gerceklestigi bildirilmistir (Kawabe ve ark., 1997). Gupta ve arkadaslar1 (2002)
selekoksib uygulanan farelerde, prostat kanseri hacminin 6nemli 6lgiide distiiglini
ve kontrol grubuna kiyasla daha az akciger ve lenf nodu metastaz1 gorildiigiini

bildirmistir.

2015 yilinda Rai ve ark. tarafindan yapilan bir arastirmada, piroksikamin,
MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri {izerindeki etkinligi incelenmistir.
Arastirmacilar, piroksikamin hiicre canliligim azalttigimni ve hiicrelerde intraseliiler

reaktif oksijen radikallerini arttirarak apoptozu indiikledini bildirmislerdir.
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5. SONUC ve ONERILER

Prostat kanseri, her yil yaklasik 1,5 milyon vaka ile erkeklerde 6nde gelen
kanser tiirleri arasinda yer almakta ve insidasi artarak devam etmektedir. Erken
donemde belirti gostermemesinin yaninda erken teshis ve Onleyici tedavi rejimleri
onem arz etmektedir. Hastaligin gelisimi ve ilerlemesinde inflamasyonun ve
inflamatuvar ajanlarin etkilerini kanitlayan caligmalar bulunmaktadir. Ancak
hastaligin ilerlemesini yavaslatici ya da durdurucu tedavi yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Son yillarda, bazi NSAI’ lerin antiinflamatuvar etkisinin yaninda

kanserde proliferasyonu inhibe ettigi bildirilmistir.

Bu tez calismasinda, NSAI olan ve COX-1 ve COX-2 enzimlerini inhibe eden
piroksikam etkin maddesinin insan prostat kanseri hiicre hatlarindaki antikanser etki
mekanizmalarinin arastirilmistir. Bu kapsamda PC-3 prostat kanseri hiicre hatti
kullanilmis olup, piroksikamin s6z konusu hiicrelerde hiicre canliligi ve hiicre

dongiisii lizerine etkileri arastirilmagtir.

Piroksikamin PC-3 hiicrelerinin 24 saat ve 48 saat sonunda hiicre canliligi
tizerine etkisi MTT testi ile belirlenmis ve 48 saatin sonunda hiicre canlihigmi etkili
bir sekilde inhibe ettigi sonucuna ulasilmistir. Bu bulgular 1s1§inda hiicre
dongiisliniin hangi asamasinda etki gdsterdiginin belirlenebilmesi amaciyla Cell
Cycle Assay kiti kullanilmistir. Piroksikamin PC-3 hiicrelerinde hiicre dongiisiinii S

evresinde durdurdugu belirlenmistir.

Piroksikamin antiproliferatif etkinliginin belirlenmesini takiben, s6z konusu
bilesigin hiicrelerde apoptotik etkinligi de c¢esitli analiz yontemleri ile
degerlendirilmistir. Bu amagla Annexin V baglanma yontemi kullanilmis ve erken
apoptotik hiicre popiilasyonunun anlamli olarak arttig1 sonucuna ulasilmistir.
Annexin V baglanmasindan elde edilen ge¢ apoptotik ve 6lii hiicre popiilasyonunda

kontrol grubuna kiyasla anlamli bir veri elde edilememistir.
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Piroksikamin PC-3 hiicrelerinde apoptotik etki gosterdiginin gdriilmesinin
ardindan  apoptotik  etkinin  detaylandirilabilmesi  amaciyla  hiicrelerdeki
mitokondriyel potansiyel degisiklikleri ve apoptoza bagli olarak arttig1 bilinen kaspaz
diizeyleri tayin edilmistir. Analizde elde edilen verilerde, hiicrelerde total kaspaz

diizeyinin istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 goriilmiistiir.

Piroksikamin s6z konusu hiicreler iizerinde mitokondri membran potansiyeli
tizerine etkisinin arastirilmasi amact ile Mitopotential Assay Kiti kullanilmistir.
Piroksikam ile muamele edilmis PC-3 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla
depolarize/canl hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli artis goriilmiistiir. Bunun
yaninda depolarize/6lii ve Olii hiicre popiilasyonlar1 ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunamamaistir. Bu analiz sonucuna gore,
piroksikamin PC-3 hiicrelerinde mitokondri membrani iizerinde depolarize edici

etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

Yapilan ¢alismalar ve elde edilen veriler dogrultusunda piroksikamin PC-3
hiicreleri iizerinde antikanser etkisi oldugu sonucuna ulasilmistir. Bu noktada yeni
arastirmalar i¢in umut vadedici bir bilesik olarak goriilmekle birlikte; yapilabilecek
farkli ¢alismalar i¢in Oncii olabilecegi diistiniilmektedir. Piroksikamin prostat kanseri

iizerindeki roliiniin daha iyi aydinlatilmasi i¢in ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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OZET

Piroksikam’in Insan Prostat Kanseri Hiicrelerinde Antikanser Etkinliginin
Degerlendirilmesi

Kanser ve inflamasyon arasmdaki iligki yillardir bilinmekle birlikte prostat kanseri ile
inflamasyon ve inflamatuvar ajanlar arasindaki iligki son zamanlarda yapilan ¢aligmalarla
ortaya konulmustur. Arastirmalar, inflamasyon tedavisinde etkin olan nonsteroidal
antiinflamatuvar ilaclarm (NSAI), prostaglandin sentezini ya siklooksijenaz aktivitesini
inhibe etme yetenekleri sayesinde ya da bu mekanizmalardan bagimsiz olarak, bazi kanser
tirlerinde de tedaviye yardimci olabilecegini gostermistir. Bununla birlikte son yillarda
yapilan galigmlar, bazi NSAI’lerin diizenli kullanimla prostat kanseri riskini azalttig1 ya da
onledigini ortaya koymustur.

Bu tez calismasinda, NSAI grubundan bir ilag olan piroksikamin, insan prostat kanser
hiicreleri tizerindeki antikanser etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmig ve bu kapsamda,
androjen bagimsiz PC-3 insan prostat kanser hiicreleri lizerinde ¢alisilmistir. Calismada,
piroksikamin  hiicreler  iizerindeki  sitotoksik  etkisi  3-(4,5-dimetiltriazol-2-il).2,5-
difeniltetrazolium bromiir (MTT) testi ile saptanmustir. Sitotoksik etkinin gozlendigi
konsantrasyonlarda, s6z konusu hiicrelerde, hiicre dongiisii ve c¢esitli apoptotik etki
mekanizmalarinin degerlendirimesi ¢aligmalar1 ger¢eklestirilmistir.

Hiicreler tizerinde yapilan MTT testi sonucunda, piroksikamin PC-3 hiicrelerinde 48.
saatte sitotoksik etki gosterdigi saptanmis ve tespit edilen konsantrasyonlarla yapilan hiicre
dongiisii analiziyle, hiicre dongiisiinii S evresinde durdurdugu tespit edilmistir. Piroksikamin
s0z konusu hiicreler iizerindeki apoptotik etkisinin tespiti amaciyla Annexin V baglanma
testi yapilmig ve kontrol grubuna kiyasla elde edilen verilerde erken apoptotik hiicre
sayisinda istatistiksel olarak anlamli artis tespit edilmistir.

Piroksikamin PC-3 hiicrelerinde apoptotik etkisinin saptanmasinin ardindan apoptotik
etkinin detaylandirilabilmesi amaci ile hiicrelerdeki kaspaz diizeyleri ve mitokondriyel
potansiyel degisiklikleri tayin edilmistir. Piroksikamin bahsi gecen hiicreler iizerinde total
kaspaz diizeylerini ve mitokondri membran depolarizasyonunu anlamli olarak arttirdigi
sonuglari elde edilmistir.

Calismanin sonuglari, bir nonsteroidal antiinflamatuvar bilesik olan piroksikamin,

PC-3 hiicrelerinde sitotostik ve apoptotik etki gosterdigini ve prostat kanserinde umut
vadedici bir bilesik olabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar sozciikler: Apoptoz, Nonsteroidal Antiinflamatuvar ilaglar, PC-3, Piroksikam,
Sitotoksisite.
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SUMMARY

The Evaluation of Anticancer Efficiency of Piroxicam in Human Prostate Cancer Cells

Although the relationship between cancer and inflammation has been known since
decades, this relationship has been discovered with recent studies. Studies have shown that
nonsteroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs) can assist chemotherapy in certain cancer
types, with or without affecting prostaglandin biosynthesis or cyclooxygenase activity.
Additionally, recent studies have proven that regular usage of some NSAIDs may prevent
prostate cancer or decrease the risk.

In this thesis study, the purpose mainly consists of the assessment the anticancer
activity of piroxicam, a member of NSAIDs, against human prostate cancer cells. In this
context, androgen-independent PC-3 human prostate cancer cells were used. 3-(4,5-
dimethyltriazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) test was implemented to
determine cytotoxic activity of piroxicam. At these cells, evaluations of cell cycle and
various apoptotic mechanisms were conducted at cytotoxic concentrations.

As a result of MTT analysis on cells, cytotoxic activity of piroxicam in PC-3 cells was
determined after 48 hours. Via cell cycle analysis at certain detected concentrations, it has
been proven that this compound halts cell cycle at S phase. To determine apoptotic activity
of this compound against this cell line, Annexin V test was used. According to the data
collected by comparing to the control group, a statistically significant increase has been
found.

After evidencing apoptotic activity of piroxicam in PC-3 cells, to add further detail on
this activity, caspase levels and mitochondrial potential changes have been analyzed. As a
result of these tests, a significant increase of total caspase levels and mitochondrial membran
depolarization has been found.

The results of this study shows that piroxicam, which is a nonsteroidal

antiinflammatory drug exhibits cytotoxic and apoptotic activity in PC-3 cells and may be a
promising drug against prostate cancer.

Keywords: Apoptozis, Nonsteroidal Antiinflammatory Drugs, PC-3, Piroxicam,
Cytotoxicity.
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