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OZET:

Kanser, genetik ve gevresel kosullar ile hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ve ¢ogalmasiyla ortaya ¢ikan ¢ok
basamakli 6liimciil bir hastaliktir. Prostat kanseri, erkekleri etkileyen ve kiiresel olarak erkeklerde artan
Olim oranlarina 6nemli Sl¢lide katkida bulunan malignitelerden biridir. Prostat kanserinde, uzun bir
hastalik gegmisi, genetik-fenotipik ¢esitlilik ve hastalarin klinik ilerlemesindeki belirsizlik nedeniyle yeni
yaklagimlarin gelistirilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Kalkonlar, bitkilerde bulunan, farmakolojik
aktifbilesiklerdir. Dogal ya da sentetik kalkon tiirevlerinin kanser hiicrelerinde anti-kanser aktiviteye sahip
oldugu gozlenmistir. Mevcut ¢alismada, sentezi ve karakterizasyonu yapilmus iki kalkon tiirevinin (Bilesik
1 ve Bilesik 2) anti-kanser ve anti-proliferatif etkileri insan prostat kanseri hiicre soylarinda (LNCaP ve
PC-3) arastirildi. Bilesiklerin hiicre canlilify iizerindeki anti-proliferatif etkisi 48 saatlik tedavi sonrasi
SRB canlilik analizi ile degerlendirildi. Kalkon bilesiklerinin sitotoksik etkilerinden sorumlu hiicre 6liim
modunu belirlemek amactyla floresan boyama (Hoechst 33342+Anneksin-V+Propidyum iyodiir) yontemi
ve gen ekspresyonlarinda meydana getirdigi degisiklikleri saptamak i¢in de RT-PCR analizi
gerceklestirildi. Bilesiklerin, LNCaP ve PC-3 hiicrelerinde doza ve zamana bagli olarak anti-proliferatif
etkileri saptandi. Uglii floresan boyama sonucu ile bilesiklerin LNCaP ve PC-3 hiicrelerinde sekonder
apoptozisi tegvik ettigi tespit edildi. Hiicre 6liimii yolak genleri BCL-2, MLKL, FAS ve PARP ekspresyon
seviyelerinde anlamli artiglar belirlendi. Elde edilen sonuglarin 1s1ginda, Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin prostat
kanserinde anti-proliferatif etki gosterdigi ve nekroptozisi indiikledigi sonucuna varildu.
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ABSTRACT:

Cancer is a multistage fatal disease that occurs with genetic and environmental conditions and uncontrolled
division and proliferation of cells. Prostate cancer is one of the malignancies that affects men and
contributes significantly to the increasing mortality rates in men globally. Due to a long disease history,
genetic-phenotypic diversity, and uncertainty in the clinical progression of patients in prostate cancer, the
necessity of developing new approaches arises. Chalcones are pharmacologically active compounds found
in plants. It has been observed that natural or synthetic chalcone derivatives have anti-cancer activity in
cancer cells. In the current study, the anti-cancer and anti-proliferative effects of two synthesized and
characterized chalcone derivatives (Compound 1 and Compound 2) were investigated in human prostate
cancer cell lines (LNCaP and PC-3). The anti-proliferative effect of the compounds on cell viability was
assessed by SRB viability assay after 48 hours of treatment. Fluorescent staining (Hoechst
33342+Annexin-V+Propidium iodide) method was used to determine the cell death mode responsible for
the cytotoxic effects of chalcone compounds, and RT-PCR analysis was performed to determine the
changes in gene expressions. Anti-proliferative effects of the compounds were detected in LNCaP and PC-
3 cells in a dose- and time-dependent manner. It was determined by triple fluorescent staining that the
compounds induced secondary apoptosis in LNCaP and PC-3 cells. Significant increases in expression
levels of cell death pathway genes BCL-2, MLKL, FAS and PARP were determined. In the light of the
results obtained, it was concluded that Compound 1 and Compound 2 showed anti-proliferative effect and
induced necroptosis in prostate cancer.
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GIRIS

Kanser, diinya ¢apinda 6nemli bir halk sagligi sorunudur ve Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)'nde ikinci 6nde gelen 6liim nedenidir. 2023 yilinda ABD'de 1.958.310 yeni kanser vakasi ve
609.820 kanser 6liimiiniin meydana gelecegi tahmin edilmektedir. Prostat kanseri i¢in kanser insidansi,
kadinlara kiyasla erkeklerde daha olumlu iken yirmi yillik diististin ardindan 2014'ten 2019'a kadar yilda
%3 artmustir ve bu da 99.000 yeni vaka daha anlamina gelmektedir (Siegel ve ark., 2023). 200’den fazla
¢esidi oldugu bilinen kansere karsi etkin tedavi stratejilerinin agia ¢ikarilmasi icin, kanserin temel
ozelliklerinin bilinmesi gereklidir. Hanahan ve Weinberg, 2022 yilina kadar kanserin ayirt edici ve
etkinlestirici 6zelliklerini, yaptiklari ¢aligmalarinda ortaya koymuslardir (Hanahan ve Weinberg, 2011,
Hanahan, 2022).

Prostat kanseri, 45 ila 60 yaslar1 arasindaki orta yasli erkekleri etkiler ve bati iilkelerinde kansere
bagli 6liimlerin en yliksek nedenidir (Chen ve ark., 2013). Prostat kanseri hem epidemiyoloji hem de
genetik olarak heterojen bir hastaliktir. Prostat kanserli bircok erkege prostat biyopsisi ve analizi,
prostata 6zgii antijen (PSA) testi, dijital rektal muayene, manyetik rezonans goriintiileme (MRI) veya
saglik taramasi ile teshis konmaktadir. Bununla birlikte, bu kanser tiirli i¢in mevcut tedavi segenekleri
aktif gozetim, kemoterapi, radyasyon tedavisi, hormonal tedavi, cerrahi ve kriyoterapidir (Bach ve ark.,
2014). Ancak, mevcut tedavi segenekleri pahalidir ve ciddi yan etkilere neden olmaktadir. Bu nedenle,
cok daha az yan etkisi olan veya hi¢ yan etkisi olmayan ve daha yiiksek etkinligi olan yeni, uygun
maliyetli kemoterapétik ajanlarin kesfi gereklidir (Termini ve ark., 2020).

Diinyada 6liime neden olan en yaygin ikinci hastalik olan kanserin tedavisi i¢in anti-kanser ilaglar
gelistirilirken, DNA'nin diizensiz replikasyonu ve hastalikta, hiicrelerin kontrolsiiz g¢ogalmasi ve
biiyiimesi dikkate alinarak, DNA yikimma neden olacak ve bdliinen hiicreleri hizla 6ldiirecek
molekiillerin tasarlanmasi son yillarda dikkat ¢ekmektedir (Beytur ve ark., 2022). Flavonoidler,
bitkilerden elde edilen dogal biyoaktif iiriinlerin en 6nemli ve en genis sinifin1 olusturur ve en bilinen alt
smifi, "agik zincirli flavonoidler" olarak da adlandirilan kalkonlardir (Panche ve ark., 2016). Kalkonlar,
geleneksel tipta bir¢ok hastaligi tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir (Zhuang ve ark., 2017). Enon sistemi
ile kimyasal olarak birbirine bagli iki aromatik halka kalkonlarin temel iskelet yapisini olusturur (Ducki,
2010) (Sekil 1).

O

‘ g
Sekil 1. Kalkon yapisi. (Ducki, 2010)

Kalkonlar ve bunlarin sentetik tiirevleri, anti-hipertansif, anti-diyabetik, anti-retroviral, anti-
histamin, anti-inflamatuar, anti-oksidan, anti-tiiberkiiloz, anti-fungal, anti-iilser ve anti-kanser gibi genis
bir biyoaktivite spektrumuna sahiptir (Wan ve ark., 2014; Coskun ve ark., 2016; Zhuang ve ark., 2017,
Ozen ve ark., 2018; Arif ve ark., 2020). Literatiirde kalkon tiirevlerinin biyolojik &zelliklerinin
arastirilmasina yonelik birgok ¢alisma bulunmaktadir. Buna ragmen, ¢ok ¢esitli biyolojik ozelliklere
sahip olan bu bilesiklerin yeni tlirevlerinin sentezlenmesine hala ihtiyag¢ oldugu aciktir.

Buradan yola ¢ikarak mevcut ¢alismada, sentezi ve karakterizasyonu yapilmis olan iki yeni kalkon
tirevinin (Bilesik 1 (Sekil 2A) ve Bilesik 2 (Sekil 2B)) anti-kanser etkileri, prostat kanseri hiicrelerinde
(LNCaP ve PC- 3) incelenmistir.
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Sekil 2. Bilesik 1 ve Bilesik 2 yapilari. A) Bilesik 1; [(4)-((1E)-3-(1)-benzofuran-2-il)-3-oksoprop-1 -en-1 -il]-2-
metoksifenil kloroasetat), B) Bilesik 2; [3-[(1E)-3-(1-benzofuran-2-il)-3-oksoprop-1 -en-1-il)]fenil kloroasetat) (Coskun ve
Ahmedzade, 2014)

MATERYAL VE METOD

Kimyasal ve Hiicre Kiiltiirii

Coskun ve ark. tarafindan sentezlenen ve karakterizasyonlar1 yapilan kalkon bilesiklerinin (Bilesik
1 ve Bilesik 2) 50 mM ana stok ¢ozeltileri Dimetil siilfoksit (DMSO (Sigma, Almanya)) ile hazirlandi
(Alioglu ve ark., 2023). Bilesiklerin stok soliisyonlar1 boliindii ve -20°C'de saklandi. Ardindan bilesikler,
seri dillisyon i¢in en yiiksek doz olan 100 uM konsantrasyonunda, DMSO oran1 %0,01°1 gegmeyecek
sekilde, ¢oziinerek hazirland1. Insan prostat kanseri hiicresi LNCaP androjen reseptdrii pozitif olmastyla
PC-3 hiicre soyundan farklidir. PC-3 hiicre soyu androjene yanit vermemektedir. Bu iki hiicre soyu %1
penisilin (100 U/ml)-streptomisin (100 pg/ml) (Gibco, USA) ve %10 fetal sigir serum (Gibco, ABD)
iceren Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640 (Lonza)) besiyeri yerinde 37°C’de, %5 CO2’li
ortamda kiiltiire edildi.

Sulforhodamine B (SRB) Canlilik Testi

SRB metodu i¢in, LNCaP ve PC-3 hiicreleri 2500-7500 aras1 degisen yogunlukta, kuyucuk basina
100 pl olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Sentezlenmis kalkon bilesiklerinden
belirli konsantrasyonlarda (100-1.56 uM) eklendi. 48 saat inkiibasyon sonunda, SRB testi ve hiicre
canliliginin hesaplanmasi daha once tarif edilen yontemle gergeklestirildi (Erturk ve ark., 2023). Optik
yogunluk (absorbans) spektrofometrede (FLASHScan S12, Analytik Jena, Almanya) 570 nm dalga
boyunda okundu. Hiicre canlilig1 asagidaki formiille hesaplandi:

Hiicre canliligi (%) = [100 x (Ornek absorbans) / (Kontrol absorbans)].

Floresan Boyama Yontemi

Bilesik 1 ve Bilesik 2 uygulamasi ile PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde hiicre dliimiiniin fenotipik
ozellikleri floresan boyama yontemi ile arastirildi. Apoptoz/nekroz i¢in Hoechst, Propidyum iyodiir (PI)
ve Annexin-V boyamalar1 (Anneksin-V-FLUOS Staining Kit (Roche, Manheim, Germany)) yapildi.
Hoechst 33342, DNA'ya baglanabilen ve canli veya 6lii (apoptotik/nekrotik) hiicrelerin ¢ekirdeklerini
boyamak i¢in kullanilan hiicre gegirgen bir boyadir. PI, yalnizca birincil nekrotik ve ge¢ apoptotik
(ikincil nekroz) hiicreleri etiketleyerek sadece hasarli zarlardan gegebilir. Erken apoptozu tespit etmek
i¢in ise Annexin-V boyasi kullanilir (Ulukaya ve ark., 2011). Bilesik 1 ve Bilesik 2 tedavisi prostat
kanseri hiicrelerine 6.25, 12.5 ve 25 uM dozlarinda uygulandi. 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda,
PC-3 ve LNCaP hiicreleri, 3 ng/ml Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich), 1 pg/ml PI (Sigma-Aldrich) ve 3
ug/ml Annexin-V (Sigma-Aldrich) boyalarindan olusan bir ¢alisma soliisyonu ile boyandi. Hiicreler
floresan mikroskop altinda degerlendirildi.
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Gercek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-gPCR) Analizi

48 saatlik Bilesik 1 ve Bilesik 2 uygulamasindan sonra, RNA izolasyonu i¢in PC-3 ve LNCaP
hiicreleri toplandi. Hiicresel RNA izolasyonu i¢in PureLink™ RNA Mini Kit (ThermoFisher, ABD) ile
tiretici yonergeleri izlenerek RNA izolasyonu yapildi. Ardindan High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (ThermoFisher, ABD) kullanilarak izolasyonu yapilan ve konsantrasyonu olgiilen
RNA’lar, cDNA’ya doniistiiriildii. Cizelge 1'de gosterilen primerler kullanilarak Applied Biosystems
Step One Plus Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific) cihazinda RT-qPCR analizi yapildi.

Cizelge 1. RT-qPCR i¢in kullanilan primer setleri

Gen Forward Primer Reverse Primer

BCL-2 5 ATGTGTGTGGAGACCCGTCAA 3! 5" GCCGTACAGTTCCACAAAGG 3'

MLKL 5 GCTGAGTGATGTCTGGAAGG 3' 5 CTTTGGAATCGTCCTCTGGG 3

FAS 5'GACCCAGAATACCAAGTGCAG 3' 5 GTTCTGCTGTGTCTTGGACATTGTC 3

PARP-1 5' CTCAGGGGAGGGTCTGATGA 3' 5 CTTTGACACTGTGCTTGCCC 3
Istatistiksel Analiz

Tilim istatistiksel analizler Graphpad v9.0 bilgisayar paket programi kullanilarak yapildi. Yiizde
canlilik degerleri, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak hesaplandi ve anlamlilik farkliysa,
fark gruplari Honest Meaning Test (HSD) ile belirlendi. Analizler, 3 tekrarli olarak gergeklestirildi ve
veriler ortalama ve standart sapma ile sunuldu. Sonuglar, p<0.05 anlamlilik diizeyinde degerlendirildi.
Hiicrelerin %50'sini 6ldiiren doz (ICso) degerleri Graphpad v9.0 veri tabanindan yararlanilarak
hesaplandi.

BULGULAR VE TARTISMA

Prostat kanseri, ABD'de erkekler arasinda en sik goriilen kati organ malignitesidir ve bu
popiilasyonda kansere bagli 6liimlerin ikinci 6nde gelen nedeni olmaya devam etmektedir. Bununla
birlikte, 2023'te ABD'de yaklagik 288300 yeni prostat kanseri teshisi ve 34700 61iim tahmin edilmektedir
(Sung ve ark., 2021). Prostat kanserinde androjen yoksunlugu uygulamasi ilk tercih edilen tedavi
yontemlerinden birisidir. Ancak hastalarin biiylik ¢ogunlugu bir ila {i¢ y1l igerisinde androjen yoksunlugu
tedavisine direng gelistirebilmektedir. Kanser tedavisinde uygulanan ve olumsuz yan etkileri olan
bilimsel tedavilerin yani sira son yillarda kanser tedavisinde bitkisel veya diger dogal tirtinlerin kullanimi
giderek 6nem kazanmaya baslamistir (Sezgin, 2010; Hussain ve ark., 2019). Son zamanlarda ¢ok sik
calisilan sentetik kalkon tiirevlerinin antikanser, antimikrobiyal, anjiyogenez inhibisyonu, antioksidan,
anti-inflamatuar ve anti-proliferatif gibi biyolojik aktiviteleri dikkatleri bu bilesiklerin {izerine ¢ekmistir
(Coskun ve ark., 2017). Bu bilgiler dogrultusunda mevcut c¢alismamizda, sentezlenmis ve
karakterizasyonlar1 yapilmis kalkon tiirevlerinin (Bilesik 1 ve Bilesik 2) sitotoksik etkileri insan prostat
kanseri (LNCaP ve PC-3) hiicrelerinde arastirildi. Bu bilesikler, 3-(siibstitiie aril)-1-benzofuril-2-
propenonlar iizerine yapilan galismalarin bir tiriiniidiir. Kalkon yapisini igeren a-haloesterlerin sentezi
sonucu meydana gelmislerdir. Kalkon yapisini igeren a-haloesterler, siibstitiie hidroksil kalkonlarin
kloroasetil kloriir ile EtsN varliginda reaksiyonuyla sentezlenmistir (Coskun ve Ahmedzade, 2014).

Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin doza bagh sitotoksik aktivitesi LNCaP ve PC-3 hiicrelerinde SRB
canlilik testi ile degerlendirildi. LNCaP ve PC-3 hiicreleri 1.56-100 uM'lik doz araliginda 48 saat
boyunca Bilesik 1 ve Bilesik 2 ile tedavi edildi. Benzofuran halkali kalkon bilesiklerinin konsantrasyon
artisina bagl olarak uygulandiklari hiicrelerde canliligi diistirdiigii tespit edildi. Bilesik 1’in 48 saat
boyunca, 3.12-100 uM dozlarinda, LNCaP hiicrelerine uygulanmasi sonucu kontrole oranla istatistiksel
olarak hiicre canliliginda anlamli bir azalma meydana getirdigi saptandi (*p<0.05, **p<0.01,
##%p<(0.001). Ozellikle Bilesik 1’in 12.5 pM ve artan dozlarini LNCaP hiicrelerinde hiicre canlilig
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yiizdesini 6nemli dl¢iide azalttigi gézlendi. Bilesik 2’nin LNCaP hiicrelerine 48 saatlik uygulanmast
sonucu ise hiicre canliligindaki anlamli azalmalarin 12.5-100 pM doz araligindan itibaren basladigi
belirlendi (***p<0.001) (Sekil 3A).

Bilesik 1’in 48 saat boyunca uygulanmasini takiben PC-3 hiicrelerine etkisi degerlendirildiginde;
6.25-100 uM doz araligindan itibaren kontrol hiicrelerine gére anlamli bir azalma meydana getirdigi
saptand1 (**p<0.01, ***p<0.001). Bilesik 2’nin, PC-3 hiicreleri iizerindeki etkisi degerlendirildiginde
ise; sadece 25, 50 ve 100 uM dozlarinda, hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli azalmalar
gozlendi (***p<0.001) (Sekil 3B).
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Sekil 3. Bilesik 1 ve Bilesik 2 ile 48 saat boyunca muamele edilen LNCaP (A) ve PC-3 (B) hiicrelerinin SRB canlilik
analizine gore ylizde canlilik grafikleri. Her bir veri noktas1 3 bagimsiz kuyunun ortalamasini gostermektedir. ¥Dozlar
kontrole gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig ifade etmektedir (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

ICs0 degerleri, 48 saatlik Bilesik 1 ve Bilesik 2 tedavisinden sonra LNCaP ve PC-3 hiicrelerinde
SRB analizi sonuglarina gore hesaplandi (Cizelge 2). Yapilan canlilik analizinde, LNCaP ve PC-3
hiicrelerinde Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin 25-100 uM dozlarmin gii¢lii biiylime karsit1 etkiler sergiledigi
gozlemlendi. Belirtilen dozlardan itibaren prostat kanseri hiicre hatlarinda olusturdugu anti-proliferatif
etki, bu iki ajanin, prostat kanseri tedavisi ve izleminde etkili olabilecegini gdstermektedir.

Cizelge 2. Bilesik 1 ve Bilesik 2 uygulanan prostat kanseri hiicrelerinin 48 saat tedavi siiresindeki ICso degerleri

Bilesik Hiicre 1Cs0 (uM)
Bilesik 1 LNCaP 14.88 uM
PC-3 19.49 uM
Bilesik 2 LNCaP 15.09 uM
PC-3 22.50 uM

Bugiine kadar literatiirde dogal veya sentetik farkli kalkon tiirevlerinin kanseri 6nleyici etkinlikleri
arastirilmistir. Sharma ve arkadaslar1 2013 yilinda gerceklestirdikleri ¢alismalarinda, B-iyonon tiirevli
kalkon bilesiklerinin insan prostat (PC-3), meme (MCF-7), serviks (HeLa), karaciger ve noroblastom
(IMR-32) hiicreleri iizerindeki sitotoksik aktivitelerini gostermislerdir (Sharma ve ark., 2013). 2017
yilinda grubumuzun yaptigi bir diger ¢alismada, yeni sentezi gerceklestirilen 7-etoksi-1-benzofuran-2-
il kalkon tiirevlerinin antikanser aktivitesi degerlendirilmistir. Kalkon tiirevli bilesiklerin anti-biiytime
etkisi meme (MCF-7), kii¢iik hiicreli akciger (A549) ve prostat (PC-3) kanser hiicrelerinde SRB hiicre
canliligi analizleriyle incelenmistir. Calismada, bilesiklerin PC-3 hiicre soyunda en fazla biiyiime
Onleyici etkiye neden oldugu goriilmiistiir (Coskun ve ark., 2017). Hussaini ve arkadaslarinin (2016), 1,
2, 3-triazole bagli pirazolin kalkon tiirevleri tlizerine yaptiklari ¢alismalarinda ise pirazolin ve kalkon
tiirevlerinin insan karaciger (HepG2) ve prostat (DU145) kanseri hiicrelerinde yiiksek sitotoksik etkiye
sahip oldugu belirlenmistir (Hussaini ve ark., 2016).
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Hiicre 6liim modunu arastirmak i¢in LNCaP ve PC-3 hiicrelerine Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin 6.25,
12.5 ve 25 uM dozlart uygulandi. 48 saatlik Bilesik 1 ve Bilesik 2'nin uygulanmasini takiben tiglii
boyama yontemi (Hoechst 33342+Anneksin-V+PI) ile floresan mikroskobu altinda degerlendirmeler
yapildi. Bilesik 1 ve Bilesik 2 ile 48 saat sliren tedavi sonrasinda LNCaP hiicrelerinde, hiicre
yogunlugunun canlilik sonuglariyla paralel olarak kontrole gore azaldig1 gozlemlendi. Hoechst boyamasi
sonucu apoptozise 6zgii olan piknozis morfolojisine sahip hiicrelerin sayisinin kontrole kiyasla arttigi

saptandi. Bilesiklerin, belirtilen konsantrasyonlarda 48 saat siireyle uygulanmasini takiben hiicrelerde
Anneksin-V pozitif/ PI pozitif sinyallerin arttig1 belirlendi. Bu durum hiicrelerde geg¢ apoptozis/sekonder
nekrozis olustugunu ifade etmektedir (Sekil 4).

LNCaP Bilesik 1 LNCaP Bilesik 2

NK &

6251M M

12,5 M

25 M

Sekil 4. Bilesik (1; [(4)-((1E)-3-(1)-benzofuran-2-il)-3-oksoprop-1 -en-1 - |I] -2-metoksifenil kloroasetat), Bilesik 2 ([3-
[(1E)-3-(1-benzofuran-2-il)-3-oksoprop-1 -en-1-il)]fenil kloroasetat) tedavisinin (6.25, 12.5 ve 25 pM) 48 saat uygulanmasi
sonucu LNCaP hiicrelerinde floresan mikroskop goriintiileri

PC-3 hiicrelerinde 48 saatlik Bilesik 1 tedavisi sonras1 6.25 uM dozundan baslanarak Anneksin
V-pozitif/Pl-pozitif hiicrelerin sayisinda bir artig oldugu tespit edildi. Buna ek olarak hiicre
yogunlugunun kontrole goére azaldigi ve hiicrelerde apoptozise 6zgii piknotik cekirdek morfolojisi
gbzlemlendi. Bu durum hiicrelerde ge¢ apoptozis/sekonder nekrozis gelistigini ifade etmektedir. Bilesik
2’nin PC-3 hiicrelerinde 48 saat uygulanmasi sonucunda ise 6.25 uM dozunda 6zellikle Anneksin-V
pozitif hiicrelerin varligi goriildi. Bilesik 2’nin 6.25 pM dozunda uygulanmasi hiicrelerin heniiz
apoptozisin erken asamasinda oldugunu gosterdi. Bilesik 2’nin 12.5 uM dozunda ise Anneksin-V
pozitif/PI pozitif alanlarda artis belirlendi. Bu durum Bilesik 2’nin 12.5 uM dozundan itibaren
hiicrelerde ge¢ apoptozis/sekonder nekrozis gelistigini géstermektedir (Sekil 5).

Bu durum kalkon bilesiklerinin hiicrelerde membran hasarina bagli olarak hiicre Slimiinii
indiikledigini gostermektedir. Abou-Zied ve arkadaslar1 (2019), insan pankreas kanseri hiicrelerinde
(PANC-1), 20 farkli ksantin/kalkon tiirevli bilesikleri sitotoksik etkileriyle degerlendirmislerdir. Bu
bilesikler icinden 1,3-dimetil Ksantin, 0.3 uM ICso dozuyla en giiglii bilesik olarak goriilmiistiir. Bu
bilesigin hiicre dongiisii lizerindeki etkisi, apoptotik ve sitotoksik ¢alismalar ile incelenmis ve 1,3-
dimetil ksantin’in apoptozisi indiikledigi ortaya konmustur (Abou-Zied ve ark., 2019).
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Sekil 5. Bilesik (1; [(4)-((1E)-3-(1)-benzofuran-2-il)-3-oksoprop-1 -en-1 -il]-2-metoksifenil kloroasetat), Bilesik 2 ([3-
[(1E)-3-(1-benzofuran-2-il)-3-oksoprop-1 -en-1-il)]fenil kloroasetat) tedavisinin (6.25, 12.5 ve 25 uM) 48 saat uygulanmasi
sonucu PC-3 hiicrelerinde floresan mikroskop goriintiileri

Bagka bir calismada, aromatik bir keton olan kalkonun, insan hepatik (HEPG2) ve akciger kanseri
(H460) hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi ve kanser hiicresi gociinli inhibe ettigi goézlemlenmistir
(Dong ve ark., 2018).

Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin LNCaP ve PC-3 hiicrelerinde 48 saatlik tedavisi sonrasi bazi hiicre 6liim
genlerinin (BCL-2, MLKL, FAS, PARP) ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar, RT- gPCR analizi ile
degerlendirildi. Elde edilen gen ekspresyon analizi sonuglarina gére, LNCaP hiicrelerinde Bilesik 1’in
uygulamasmi takiben (12.5 pM; 48 saat) BCL-2, MLKL, FAS ve PARP gen ekspresyonlarinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 belirlendi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 4 gen (BCL-
2, MLKL, FAS, PARP1) 48 saatlik Bilesik 1 tedavisi sonrasinda 1.5 ila 3.6 kata kadar yukar1 regiile
edildi. LNCaP hiicrelerinde Bilesik 2’nin uygulanmasi (12.5 uM; 48 saat) sonrasi ise sadece MLKL gen
ekspresyonunun istatiksel olarak arttigi (***p<0.001); FAS ve PARP genlerinin ekspresyonlarinin
azaldigi tespit edildi (¥*p<0.05). MLKL geni, 48 saatlik Bilesik 2 tedavisi sonrasinda 3.4 kat yukar1 regiile
edildi. Ayrica FAS ve PARP1 genleri, 1.4 ila 1.6 kat arasinda asagi regiilasyon gosterdi. Devaminda,
PC-3 hiicrelerinde Bilesik 1’in uygulamasini takiben (12.5 uM; 48 saat) BCL-2, FAS ve PARP
genlerinin ekspresyonlarinda istatiksel olarak anlamli bir artig oldugu (*p<0.05, ***p<0.001), MLKL
gen ekspresyonunun ise azaldigi saptand1 (***p<0.001). BCL-2, FAS ve PARP1 genlerinde, 48 saatlik
Bilesik 1 tedavisi sonrasi 1.1 ila 2.8 araliginda katlik artis belirlendi. Ayrica MLKL geni, 1.9 katlik azalis
gosterdi. PC-3 hiicrelerinde Bilesik 2’nin uygulanmasi sonucu ise (12.5 uM; 48 saat) Bilesik 1’den farkli
olarak BCL-2, MLKL ve FAS genlerinin ekspresyon diizeylerinin arttigi (**p<0.01); PARP geninin
ekspresyon diizeyinde ise istatiksel olarak anlamli bir azalmanin meydana geldigi belirlendi
(***p<0.001) (Sekil 6). BCL-2, FAS ve MLKL genlerinde, 48 saatlik Bilesik 1 tedavisi sonrasinda 1.5
ila 1.9 araliginda katlik artis gozlendi. Ayrica PARP geni de 2.5 kat asag1 regiilasyon gosterdi.

Nekroptozis sirasinda aktiflesen RIPK3, MLKL’yi fosforile ederek MLKL'nin oligomerlesmesini
yonlendirir. Bu sayede MLKL'nin plazma zarlarina ve organellerine niifuz etmesini saglar (Kim ve Li,
2013). Mevcut ¢calismada RT-qPCR sonuglarina gore, artan MLKL gen diizeyleri, hem Bilesik 1 hem de
Bilesik 2 tedavisinin LNCAP hiicrelerinde nekroptozis hiicre 6liimiinii uyardigini gostermektedir.
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Sekil 6. LNCaP ve PC-3 hiicrelerinde Bilesik 1 ve Bilesik 2’nin 48 saatlik tedavisi sonrasi gen ekspresyon bulgulari.
Sonuglar 2"22CT formiilii ile hesapland1. Grafiksel gosterim katlik artis olarak gosterildi ve 2/-2 arasindaki degerler disinda
kalan sonuclar anlamli kabul edilerek yorumlandi. *Ayni zaman periyodu i¢inde kontrole gore karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamliligi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001) ifade etmektedir.

Bilesik 1’in, Bilesik 2’den farkli olarak, FAS geninde meydana getirdigi ekspresyon seviyesindeki
artigin, 6liimiin apoptozisin digsal yolagindan ilerlemis olabilecegini gostermektedir. PC-3 hiicrelerinde
ise Bilesik 1’de MLKL gen ekspresyonunun azalmasi ve PARP ekspresyon diizeyinde artis meydana
gelmesi apoptozisin uyarildigi sonucunu gostermektedir.

Bilesik 2 ile tedavide, anti apoptotik bir gen olan BCL-2’nin ekspresyonundaki artis ve PARP
ekspresyon seviyesindeki azalig, apoptozisin baskilandigini ve hiicrelerin farkli bir 6liim yolunu tercih
ettigini belirtmektedir. Bu 6liim yolu, MLKL’nin ekspresyon diizeyinde meydana gelen artma sonucu
nekroptozis olabilme ihtimalini diisindiirtmektedir. Mevcut bulgular1 destekler nitelikte olan bir bagka
caligmada, yeni bir kalkon tiirevi olan kalkon-24 (Chal-24) kullanilarak, otofaji aracili nekroptozis
(RIP1- ve RIP3'e bagli nekroz) yoluyla yeni bir antikanser mekanizmasi tanimlanmistir (He ve ark.,
2014). Escobar ve arkadaslar1 2019 yilinda, 4,2'.4'-trihidroksikalkon bilesiginin insan néroblastoma
hiicresi SH-SY5Y’de antiproliferatif ve sitoksik etkilerini arastirmistir. Elde edilen verilerde 4,2'4'-
trihidroksikalkon bilesiginin nekroptozis yoluyla noroblastoma hiicrelerinde nekrotik hiicre dlimiinii
arttirdig1 goriilmistir (Escobar ve ark., 2019).

SONUC

Sonu¢ olarak mevcut calismada, sentezi ve karakterizasyonlar1 gerceklestirilmis olan kalkon
tiirevli bilesiklerin prostat kanseri hiicrelerinde sitotoksik aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Prostat
kanseri hiicrelerinde meydana gelen sitotoksik aktivitenin indiikledigi hiicre 6liim modu hem floresan
boyama hem de RT-qPCR metodu ile tespit edilmistir. Hiicrelerin bilyiikk ¢cogunlugunun Anneksin-V
pozitif/PI pozitif boyanmis olmasi Oliim modunun sekonder nekrozis/ge¢ apoptoz oldugunu
gostermektedir. Gen analizi sonuglarinda artan MLKL ekspresyonu da floresan boyama sonuglarini
destekler niteliktedir. Bu durum hiicrelerde kalkon bilesiklerinin membran hasarina bagl olarak hiicre
oliimiini indiikledigini isaret etmektedir. Sonug olarak, in-vitro yapilan bu ¢alismanin umut vaad edici
neticelerden Otiirii daha ileri analizlerle molekiiler etkilerinin degerlendirilmesi gerektigi sonucuna
varilmistir. Boylece ileriki ¢alismalarda anlamli bulgularin elde edilmesi ile prostat kanseri, rutin tedavi
edilebilir, iyilesme orani yiiksek, 6liim orani diisiik bir hastalik haline gelebilir.

Cikar Catismasi
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir ¢ikar catismasi olmadigint beyan ederler.
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