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ONSOz
Prostat kanserinde immin cevap; timor olusumu, radyasyon terapisi ve kemoterapide
onemli bir rol oynamaktadir. Klinik éncesi ve klinik ¢calismalar prostat kanserine karsi TLR'leri
hedefleyen tedavi gelistirme potansiyelinin bulundugunu gdstermistir. Bu nedenle TLR’ler ve
dogal bagisikligin roliniin go6sterilmesi, prostat kanserinin molekiler mekanizmasini
anlamamiza yardimci olacaktir. Prostat kanserine karsi kemoterapi ve radyoterapiyi de icine
alan tedaviler, hayatta kalma sansini arttirmaktadir. Ancak ¢ogu hasta 6limle sonuclanan
metastaz ve ataklara dayanmak zorunda kalmaktadir. Bu tedaviler kanser hiicreleri gibi ayni
zamanda normal hiicreleri de tahrip etmektedir. Bu nedenle daha etkili ve daha az yan etkiye
sahip yeni tedavilerin kesfine ihtiyag vardir. immuinoterapinin kanser gelisiminin énlenmesi ve
iyilestiriimesi icin kullanilabilecek umut vadeden bir tedavidir. immiin yaniti arttirabilmesi ama
daha az yan etkisinin olmasi TLR’leri kanser tedavisi i¢in iyi bir hedef yapmaktadir. Nobiletin
turuncggil kabuklarinda bulunan bir O-metillenmis flavonoiddir. Yapilan galismalar Nobiletin
flavonoidinin anti-inflamatuar ve timor invazyonunu, proliferasyonunu ve metastazini
engelleyici etkiye sahip oldugunu gostermistir. Bu proje ile Nobiletin flavonoidinin TLR4 ve
TLR9 aracili sinyal tzerindeki etkinligi arastiriimis, prostat kanserinde 6énemli rol oynayan
tumor inhibisyonu ve matriks metalloproteinazlarin analizi ile metastaz igin bir tedavi
gelistirme potansiyeli (zerinde durulmustur. Sonrasinda bu calisma ile tedavi yaklasimlar
konusunda laboratuvar dizeyinde elde edilen verilerin daha ileri ¢calismalari desteklemesi
beklenmektedir. Projeden elde edilen bulgular ile mevcut durumdaki tedavi stratejilerine ek
olarak Nobiletinin yeni tedavi molekillu olarak belirlenme potansiyeli TLR4 ve TLR9 aracili
baslayan immun yanit icin ilk defa degerlendiriimistir ve kanserde immunoterapinin etkinligi

ile ilgili veriler elde edilmistir.

Projemizi “1002-Hizli Destek Programi” kapsaminda “116S102” proje numarasli ile maddi
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OZET

Toll-benzeri reseptorler (TLR'ler) epitelyal, immin ve kanser hiicrelerinde eksprese edilen iyi
bilinen bir patern tanima reseptéri ailesidir. Nobiletin, kanser karsiti zelliklere sahip ve
prostat kanseri riskini azalttigi bildirilen bir O-metillenmis flavonoiddir. Bu c¢alismada
Nobiletinin etkileri TLR4 ve TLR9 Uzerinde PC-3, LNCaP ve HUVEC hicre hatlarinda
arastinimigtir. LPS (lipopolisakkarit) ve CpG-ODN (CpG oligodeoksinikleotid) sirasiyla TLR4
ve TLR9 situmilasyonu igin kullaniimistir. Hicre canhhdr WST-1 ile analiz edilmigtir.
Nobiletinin inhibe edici konsantrasyonu (ICsq) LNCaP icin 20 uM, PC-3 ve HUVEC i¢in 40 uM
olarak bulunmustur (p<0.05). JElatinaz aktivitesi ve protein ekspresyonu sirasiyla zimografi
ve western blot ile analiz edilmigtir. MMP-2 ve MMP-9 jelatinaz aktivitesi PC-3 ve LNCaP igin
dusik bulunmustur. MMP-2 aktivitesi HUVEC igin yiksek bulunmasina ragmen, MMP-9
aktivitesi gozlenmemistir (p<0.05). Ayni zamanda Nobiletinin TLR4 ve IRF3 protein miktarini
azalttigr bulunmustur (p<0.05). TLR4 ve TLR9 gen ekspresyonu Gergek Zamanh Kantitatif
Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) ile analiz edilmistir. Nobiletin'in
TLR4 ve TLR9 gen ekspresyonunu azalttigi LNCaP hicrelerinde g6zlenmistir (p<0.05).
Sitokinler (INF-a ve INF-B) Enzim bagh imminosorbent deneyi (ELISA) ile analiz edilmistir.
Nobiletinin INF-a ve INF- miktarini LNCaP hucrelerinde azalttigi bunmustur (p<0.05). TLR4
ve TLR9 sinyal yolaklarini Nobiletinin ¢zellikle LNCaP hicrelerinde baskiladigi gozlenmistir.
Tum sonuglar birlikte degerlendirildiginde, Nobiletinin etkisinin AR- bagimhdir ve TLR4 ve
TLR9 sinyal yolaklari Uzerinde baskilayici bir etki gdstermektedir. Arastirmamiz blyuk
potansiyeli olan TLR4 ve TLR9 sinyal yolaklarinin yeni tedavi yaklasimlari igin dnemli
oldugunu gdstermistir ve calismamiz yeni projeler icin prostat kanseri, Nobiletin ve TLR’ler

arasindaki iliskide molekuler mekanizmanin varligini géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Prostat Kanseri, TLR4, TLR9, Flavonoid, Nobiletin
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ABSTRACT

Toll-like receptors (TLRs) are a well-known family of pattern recognition receptors that
expressed in epithelial, immune and cancer cells. Nobiletin is an O-methylated flavonoid that
possesses anti-cancer properties and has been reported to reduce the risk of prostate
cancer. In this study we investigated the effects of nobiletin on TLR4 and TLR9 in LNCaP,
PC-3 and HUVEC cell lines. Lipopolysaccharide (LPS) and CpG-ODN (CpG-oligodinukleotid)
were used for TLR4 and TLR9 stimulation, respectively. Cell viability was analyzed with
WST-1 assay. Inhibitory concentrations (ICso) of Nobiletin were found 20 puM for LNCaP and
40 puM for PC-3 and HUVEC (p<0.05). Gelatinase activity and protein expression were
examined by zymography and western blotting, respectively. Gelatinase activity of MMP-9
and MMP-2 was found low in PC-3 and LNCaP, although there was high MMP-2 activity in
HUVEC, MMP-9 activity was not observed (p<0.05). Also it was found that Nobiletin reduced
TLR4 and IRF3 protein levels in LNCaP and PC-3 (p<0.05). TLR4 and TLR9 gene
expression was examined by Real-Time Quantitative Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction (QRT-PCR). It was observed that Nobiletin decreased TLR4 and TLR9 gene
expression in LNCaP (p<0.05). Cytokines (INF-a and INF-B) were analyzed with Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA). It was found that Nobiletin reduced the amount of
INF-a and INF-f in LNCaP (p<0.05). It is observed that TLR4 and TLR9 signaling pathway is
suppressed by Nobiletin especially LNCaP cells. When all the results are evaluated together;
the effect of Nobiletin is AR-dependent and shows a reducing effect on TLR4 and TLR9
signaling pathway. Our research showed that TLR4 and TLR9-dependent signaling pathway
with great potential is important for new therapeutic approaches and our research
demonstrated that molecular mechanism of the relationship between prostate cancer,
Nobiletin and TLRs for prospective projects.

Keywords: Prostate Cancer, TLR4, TLR9, Flavonoides, Nobiletin
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1. GIRIiS

Prostat kanserine karsi kemoterapi ve radyoterapiyi de icine alan tedaviler, hayatta kalma
sansini arttirmaktadir. Ancak ¢ogu hasta 6limle sonuglanan metastaz ve ataklara dayanmak
zorunda kalmaktadir. Bu tedaviler kanser hiicreleri gibi ayni zamanda normal hiicreleri de
tahrip etmektedir. Bu nedenle daha etkili ve daha az yan etkiye sahip yeni tedavilerin kesfine
ihtiyag vardir.

immiinoterapinin kanser gelisiminin énlenmesi ve iyilestirimesi igin kullanilabilecek umut
vadeden bir tedavi olabilecegi dustunulmektedir. Kanser hicreleri ¢ok c¢esitli mekanizmalar
yoluyla bagisiklik sistemi hicrelerinin saldirisindan kacgabilmektedir. Tehlikede olan bir
immiin sistem ve kronik inflamasyon kanser gelisim insidansini arttirmaktadir. inflamasyon
kanserin yedinci ayirt edici 6zelligi olarak onerilmektedir. Kanserle miicadele i¢in konakg¢inin
immuin sistemini kullanan immunoterapi, 6zgunligi, daha az yan etkisinin bulunmasi ve
daha az diren¢ olusturmasi gibi bazi avantajlariyla son zamanlarda ortaya c¢ikmistir.
Immiinoterapi yonteminde; kanser hiicrelerine saldirmak icin immin sistemi uyarma ya da
kanserde immun sistemin inhibitor araclarini uzaklastirmak hedeflenmektedir.

Immiin sistemi dizenlemek icin potansiyel bir yaklasim olarak; aralarinda cok iyi
calisiimis olan TLR'leri de iceren dogal bagisiklik sistemindeki PRR’leri hedeflemek
Onerilmektedir. Yakin zamanda yapilan calismalar, timoérlerde TLR'lerin asiri eksprese
edildiklerini ve fonksiyonel olarak gorev aldiklarini gostermistir. Tumor hicrelerinde asiri
eksprese edilen TLR'lerin gerek timoér hicre proliferasyonuna gerekse apoptozise direnci
arttirdi1 gosterilmistir. TLR'ler ayni zamanda timoér metastazini da arttirirlar. Bu nedenle,
TLR'ler kanser tedavisinde 6nemli hedefler olarak gorulmektedirler. Ayrica immuin yaniti
arttirabilmesi ama daha az yan etkisinin olmasi TLR'leri kanser tedavisi icin iyi bir hedef
yapmaktadir.

TLR’ler timoér progresyonunda iki zit gorev Ustlenmektedirler. Bir yandan timor
buyumesini ve epitel hiicrelerin malignant transformasyonunu tesvik ederken; diger yandan
apoptozisi indukleyip timor gelisimini baskilamaktadirlar. Bu durum TLR’lerin aktivasyonu ve
tumor mikrogevresiyle tetiklenen kompleks sinyal yollarina bagl olmaktadir. Bu nedenle

TLR’lerin aktive olmasi timor progresyonunda “iki ucu keskin kihg” seklinde ifade
edilmektedir. Bu Ozellikleri g6z 6nine alindijinda, TLR’ler Uzerine immunoterap6tik bir
molekil olma potansiyeli olan molekdllerin etkinliginin arastiriimasi énem kazanmaktadir.
Nobiletin, antikanser, antiviral ve anti-inflamatuvar aktiviteye sahip olan turuncgillerden bir
polimetoksi flavanoiddir. Son bulgular, nobiletini bir hicre farklilasmasi modulatéri olarak
belirlemistir. Hiicre farklilasmasi anjiyogenezde ¢ok 6nemli bir adimdir ve bu ytzden de

nobiletinin tumdr bliyumesi ve metastazi etkileyebilme potansiyeli bulunmaktadir.



Bu projede TLR sinyal vyolaginda Nobiletin flavonoidinin etkinligi ilk defa
degerlendiriimistir. Ozellikle TLR4'Un baslattigi sinyal ile hem timor buyumesine hem de
tumor inhibisyonuna katki saglandigi gibi bir ikili goériis mevcuttur. Bu proje ile birlikte bu
gorusu netlestirecek veriler elde edilmesi ve TLR4 aracili baslayan sinyal (zerine
immunoterapotik bir molekil olma potansiyeli olan Nobiletin flavonoidinin etkisi arastiriimistir.
TLR4 ligandiyla uyarildiktan sonra ya MyD88 adaptor proteini bagimli yolu ya da TRIF
adaptor proteini bagimh yolu izlemektedir. TRIF bagimli yolu izlediginde aktiflesen sinyal yolu
sonunda Tip 1 interferonlarin transkripsiyonu gergceklesmektedir. MyD88 bagimli yol yapilan
arastirmalarda ¢ok fazla incelenmistir. Bu projede ise TLR4 icin daha az ¢ahlsiimis olan TRIF
bagimli yol Gzerinde analizler gerceklestirilmis ve literatirde bulunan bu eksikligin giderilmesi
amagclanmmustir.

Nobiletinin prostat kanseri riskini azalttigi rapor edilmistir ancak mekanizmasi hentiz tam
olarak anlasiimamistir. Bu projede Nobiletin flavonoidinin TLR9 aracili sinyal tzerindeki
etkinligi arastiriimis, prostat kanserinde dnemli rol oynayan metastaz icin bir tedavi gelistirme
potansiyeli Gizerinde durulmustur.

Bu projeyle birlikte hem prostat kanserinde TLR4 ve TLR9 reseptérlerinin rolleri, hem de
bu rol Gizerinde tedaviye yonelik olarak immunoterap6tik bir molektl olma potansiyeline sahip
Nobiletin flavonoidinin etkinligi degerlendirilmistir. Sonrasinda tedavi yaklasimlari konusunda
laboratuvar duzeyinde edinilen verilerin daha ileri calismalari desteklemesi beklenmektedir.
Elde edilen bulgular ile mevcut durumdaki tedavi stratejilerine ek olarak Nobiletin’in yeni
tedavi molekill olarak belirlenme potansiyeli TLR4 ve TLR9 aracili baslayan immiin yanit
icin ilk defa degerlendiriimis ve kanserde immunoterapinin etkinligi ile ilgili veriler elde

edilmistir.



2. LITERATUR OZETI

Prostat kanseri erkeklerde akciger kanserinden sonra kansere bagli 6lumlerin ikinci
buyik nedeni olmaktadir. Meta-analizler de dahil olmak Uzere cgesitli c¢alismalar,
inflamasyonun prostat kanseri patogenezinde ©Onemli bir rol oynamakta oldugunu
goOstermektedir (Mishina vd., 1985; Dennis ve Dawson, 2002; Dennis vd., 2002; Roberts vd.,
2004; Platz ve Marzo, 2004). Birgok vaka-kontrollii galisma cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar
ile prostat kanseri arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iliski oldugunu belirtmektedir (Patel
vd., 2005; Fernandez vd., 2005). ilerlemis ve hormana dayanikli prostat kanserine sahip
erkeklerle yapilan ¢alismalarda, IL-6, IL-8, IL-1 gibi inflamatuvar sitokinlerin, timor nekroz
faktér a (TNF-a)nin ve interferon gamma (IFN-y)'nin yiksek plazma duzeyi rapor
edilmektedir (Maggio vd., 2006; Wise vd., 2000). Prostatitise neden olan
mikroorganizmalarin  kronik inflamasyon araciliiyla hicresel hasara, huicresel
hiperproliferasyona ve sitokinlerin  yapiminin artmasina sebep olarak hicreleri
kanserlesmeye tesvik ettigi ortaya konulmaktadir (Coussens ve Werb, 2002). Sitokinler
hasarli hicreleri, anjiyogenez ve doku onarimini degistirerek doku hasarini sinirlamak icin
gerekli olsa da, kontrolstiz sitokin yaniti iyi huylu prostatitisten intraepitelyal neoplazi (PIN) ve
kansere gelisimi tesvik etmektedir (De Marzo vd., 1999; Putzi ve Marzo, 2000). Bu nedenle
inflamasyonun 6nlenmesi veya azaltilmasi prostat kanserinin kimyasal olarak 6nlenmesinde
ilgi cekici bir mekanizma olarak hizmet edecgi dusunulmektedir.

Prostat kanseri riski ve yasam tarzi arasindaki iliskiyi gosteren calismalar son 10 yildir
prostat kanseri vaka sayisinin artmasindan dolay son yillarda daha yaygin hale gelmektedir
(Mohile ve Shelke, 2011). Ancak bu hastaliga neden olan 6zel bir karsinojen bilinmedigi igin
prostat kanseri etiyolojisi hala acik degildir. (Bosland, 2000). Arastirmalarda gelismekte olan
prostat kanseri olasiligi ile iliskili; artan yas, etnik kbken ve pozitif aile hikayesi gibi bazi risk
faktorleri oldugu bulunmustur (Crawford, 2003). Ancak arastirmalar prostat kanserinin
sadece genetik faktorlere bagli olmadigini, ayni zamanda yasam tarzi, beslenme ve cevresel
faktorlerle de iliskili oldugunu géstermektedir (Crawford,2003; Gronberg, 2003; Whittemore
vd., 1995). Suanda bitin kanserlerin  %90-95'ine yasam tarzinin neden oldugu
dusinulmektedir (Gupta vd., 2010).

Flavonoidler, meyvelerde, sebzelerde, ¢ayda ve sarapta bulunan fitokimyasallardir.
Flavonoidler in vitro sartlarda anti-karsinojenik karakter sergilerler ve cinsiyet hormonlarinin
seviyesini degistirerek, hicreleri oksidasyon ya da inflamasyondan koruyarak, anjiyogenezi
ya da hiicre cogalmasini azaltarak ve apoptozisi diizenleyerek kanser riskini azaltmaktadirlar
(Gates vd., 2009). Turuncgillerden gelen flavonoidler bakimindan zengin dogal Urinlerin
beslenme ile aliminin kanserinin 6nlenmesinde rol oynayabileceg@i ileri sirulmektedir

(Meiyanto vd., 2012). Tangeretin, nobiletin, hesperetin, hesperidin, naringenin, and naringin



kemoterapdtik ajan olarak kullanilma potansiyeline sahip turuncgil flavonoidlerinden sadece
birka¢ tanesidir. Arastirmalar bu flavonoidlerin gesitli mekanizmalar yoluyla bazi kanser
hicrelerinin bayimesini engelleyici etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Meiyanto vd.,
2012).

Yiyecek kaynaklarimizda 400’den fazla flavonoid bulunmaktadir (McCann vd., 2003).
Nobiletin turuncgil kabuklarinda bulunan C;H2.0s kimyasal formuline ve 402.39 kd
molekuler agirligina sahip bir O-metillenmis flavonoiddir (Bernini vd., 2011). Yapilan
calismalar nobiletin flavonoidinin  anti-inflamatuar etkiye ve tumoOr invazyonunu,
proliferasyonunu ve metastazini engelleyici etkiye sahip oldugunu géstermektedir (Knekt vd.,
1997; Li vd., 2006). Daha 0Ozel olarak ise, son bulgular, nobiletini bir hicre farklilagsmasi
duzenleyicisi olarak Dbelirtiimektedir. Hicre farklilasmasi anjiyogenezde ¢ok o6nemli bir
adimdir ve bu ylzden de timor blytmesi ve metastazi etkileyebilmektedir (Kunimasa vd.,
2010). Arastirmalar ayni zamanda flavonoidlerce zengin bir beslenmenin bazi kanserlerde
onemli bir baslangic asamasi olan DNA'ya karsi oksidatif stresi bloklayarak azalttigini
gostermektedir. Bu bulgular nobiletinin inflamasyon iliskili timér olusumunda fonksiyonel
olarak essiz ve muhtemel bir kemopreventif ajan olma dnerisini desteklemektedir (Murakami
vd., 2000).

Toll-benzeri reseptorler (TLR) dogdal bagisiklikta anahtar rol oynayan bir transmembran
reseptdr ailesidir. TLR’ler dodal immiin sistemde, patern taniyan reseptérler (PRR) olarak
gOrev yapan bir reseptor ailesidir. Bu reseptorler yiuksek olarak korunmus yapilar olan
bakteri, viriis, mantar ve parazit gibi patojen ile iliskili molekiler yapilari (PAMP) tanir ve bir
dizi hicre ici sinyal basamag! olusturarak immun sistemi aktive etmektedirler (Takeda vd.,
2003). Ayrica farkh bozukluklar ve kanser gibi hastaliklarda endojenik olarak olusan hasar-
iliskili molekuler yapilart da (DAMPs) taniyabilmektedirler (Takeda vd., 2003). Gunumuzde
insanda 10 TLR tanimlanmaktadir. TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 ve TLR6 hiicre ylzeyinde ifade
edilmektedir ancak TLR3, TLR7, TLR8 ve TLR9 endozomal reseptorler olarak bulunmaktadir
(Sekil 1). Farkh TLR’ler ligandlarini tanimak igin 6zgunlik gostermektedir. TLR2 bakteriyal
lipopolisakkaritleri, TLR3 gift zincirli RNA/ Poly (I:C), TLR4 bakteriyal lipopolisakkaritleri
(LPS), TLRS5 flajellini, TLR7 tek zincirli RNA'y1, ve TLR9 DNA’daki metillenmemis CpG’leri
(CpG-ODN) tanimaktadir (Poltorak vd., 1998; Aliprantis vd., 1999; Hemmi vd., 2000;
Alexopoulou vd., 2001; Hayashi vd., 2001; Heil vd., 2004).

TLR'lerin aktivasyonunu takiben sinyalin bir ya da daha fazla adaptor protein (MyD88,
TICAM1, TIRAP ve TICAM2) aracihgiyla aktarimi gerceklesmektedir. Tum TLR’ler (TLR3
hari¢) ve IL-1 resepttr ailesi Uyeleri MyD88 aracilifiyla sinyali aktarmaktadir. TLR3 sinyali
TRIF yolagiyla aktarir. TLR4 ise hem MyD88 hem de TRIF yolagini kullanarak sinyal iletimini

gerceklestirmektedir (Takeda vd., 2003). TLR’lerin uyariimas! inflamatuvar sitokinlerin

4



yapimiyla sonuclanan NF-kB, MAPK’lar, Jun N-terminal kinazlar (JNKs), p38, ERK ve
interferon dizenleyici faktorler (IRF3, IRF5, and IRF7) sinyal yolaklarinin aktivasyonu ile
sonuglanmaktadir (Lee ve Kim, 2007). Antijen sunan hiicrelerde (APC) TLR’lerin aktivasyonu
kazaniimis bagisikligl da tetikleyebilmektedir. TLR’lerin hlcre 6luminid dizenledigi ve anti
apoptotik proteinler olan Bcl- 2-iligkili protein A1 (BCL2A1), clAP1, clAP2, XIAP ve Bcl-2
ailesi yelerinin ifadelenmesini arttirdigi gosterilmektedir (Salaun vd., 2007).
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Sekil 1. Toll-benzeri reseptorler ve TLR-aracilikli sinyal yolagi (Luke vd., 2013)

Toll-benzeri reseptorler agirlikli olarak dentritik hucreler, makrofajlar ve dogal
oldurucu hicreler (NK) gibi dogal bagisiklik hiicrelerinde ifade edilmektedirler. TLR’lerin bu
hiicrelerde aktive olmasi dogal bagisikligin aktivasyonuna sebep olmaktadir ve pro-
inflamatuvar  sitokinlerin,  kemokinlerin  ve  adhezyon molekullerinin  yapimiyla
sonuglanmaktadir  ve  sonrasinda da kazanimis  bagisikhdin  aktivasyonunu
kolaylastirmaktadir (Iwasaki ve Medzhitov, 2004). Artan kanitlar TLR’lerin tumor hicrelerinde
de ifade edildigini gdstermektedir. Timor hiicrelerinde TLR’lerin aktive olmasi ve tipik dogal

bagisiklik hicrelerinin timo6r mikrocevresinde aktive olmalari kompleks bir senaryoyla
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sonuclanmaktadir (Sekil 2). Bu yuzden TLR’lerin aktive olmasi timoér progresyonunda “iki
ucu keskin kili¢” roli oynamaktadir. TLR’lerin dentritik hiicreler, makrofajlar ve B hiicreleri
gibi antijen sunan huicrelerde aktive olmasi ya Thl ve T sitotoksik yanitla ya da Th2 ve Treg
yanitla sonuclanmaktadir. Prostat kanserinde ise TLR2, TLR4 ve TLR9 aktivasyonunun
tumor bldyimesini tesvik ettigi, ancak TLR3, TLR4, TLR5 ve TLR7'nin aktivasyonunun
prostat kanserini inhibe etmekte oldugu gozikmektedir (Sekil 2).
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Sekil 2. Toll-benzeri reseptorler ve prostat kanseri arasindaki iliski (Zhao vd., 2014)

TLR4'Un DU145 hicrelerinde LPS ile uyariimasi MyD88-bagimli yolak aracilhigiyla
pro-inflamatuar sitokinlerin yapimiyla sonuclanan NF-kB sinyal yolagini aktiflestirmektedir
(Gatti vd., 2009). Buna ek olarak PC3 hiicrelerinde TLR4 aktivasyonu tumoér gelismesini
tesvik eden VEGF ve TGF-B'nin ekspresyonunu arttirmaktadir (Pei vd., 2008). Ayni zamanda
PC3 hucrelerinde siRNA kullanilarak TLR4’Un inaktiflestiriimesi timor hicrelerinin goglni ve
invazyonunu azaltmaktadir (Hua vd., 2009). TLR9'un CpG-ODN ile uyariimasi prostat
kanseri invazyonunda 6nemli rol oynamaktadir (Di vd., 2010). Prostat kanseri hicrelerinde
TLR9 ekspresyonunun benzer olarak invazifligi MMP-9'U indukleme yoluyla arttirdigi in vitro
olarak da goOsterilmektedir (llvesaro vd., 2007). Her iki calismada da CpG-ODN
situmulasyonu TLR9 sinyalinin kanser progresyonu ve metastazda rol oynadigini gésterecek
sekilde hicresel proliferasyona etki etmedigi anlasiimaktadir.

Bu projede prostat kanserinde inflamasyonun roliini degerlendirmek ve kemoterapétik bir
ajan olarak Nobiletin’in kullanim potansiyelini belirlemek Uuzere; TLR4 ve TLR9un
ifadelenmesi, reseptor proteinlerin miktari, baslattiklar sinyal yolagindaki bazi proteinlerdeki

degisimler, sinyal yolaginin sonunda yapimi gerceklesen pro-inflamatuvar sitokinlerin miktari



ve ayrica tumor invazyonundaki roll Uzerindeki etkilerinin belirlenmesi icin matriks
metalloproteinazlarin miktarindaki degisimler prostat kanseri hiicre hatlari LNCaP ve PC3 ve
kontrol hiicre hatti olan HUVEC hicre hattinda incelenmistir.

3. GEREG VE YONTEM
3.1 Huicrelerin Kiiltiire Edilmesi ve Optimizasyonu

Prostat kanseri hiicre hatlari olarak LNCaP (p53 fonksiyonel, AR bagimli), PC-3 (p53
null, AR bagimsiz) ve kontrol hiucre hatti olarak HUVEC (insan umbilikal ven endotel
hicreleri) kullanilmistir.  Hicre kultiri calismalari Kocaeli Universitesi Deneysel ve Klinik
Arastirma Merkezi (DEKART)‘nde gergeklestirilmistir.

Hucre kaltura steril laminar hava akimli kabinde gerceklestirilmistir. Sivi azot tankinda
depolanan hiicreler calisma sirasinda bu tanklaradan alinarak 37 °C su banyosunda
¢cozilerek, hicre dondurma solisyonundan arindirildiktan sonra uygun besiyeri bulunan 60
mm hicre kaltori petri kaplarina ekilmistir. Maksimum miktarda hiicre elde etmek icin
hiicreler 60 mm petri kabinda ¢ogaltildiktan sonra 100 mm petri kaplarina aktariimistir ve bu
islem yaklasik 5-6 pasaj olacak sekilde uygulanmistir.

LNCaP ve PC-3 hicre hatlar petri kaplarinda %10 FBS iceren RPMI 1640 (Roswell
Park Memorial Institute Medium), kontrol grubu olan HUVEC hicre hattt ECGM (Endothelial
Cell Growth Medium with Low Serum Growth Supplement)_besiyerinde 2 mM L-glutamin, 50
IU/mL penisilin ve 50 mg/mL streptomisin eklendikten sonra 37°C’ de (% 5 COy) kdltire
edildi.

TLR4 hicre ylzeyinde eksprese olup bakteriyal LPS'yi tanirken, TLR9 hiicre ici
veziklllerde bulunur ve metillenmemis CpG dintkleotid motifleri iceren omurgali ve bakteriyal
DNA'y! tanir. LNCaP, PC3 ve HUVEC hicre hatlarina uygun hicre kiltart sartlari altinda
TLR4 reseptor uyarimi igin LPS (Lipopolisakkarit), TLR9 reseptdr uyarimi icin CpG-ODN
muamelesi yapilmis ve bunu takiben belirli doz (ICso) ve saatlerde (6 ve 24 saat) Nobiletin
flavanoidiyle muamele edilmistir.

LPS, CpG-ODN ve Nobiletin flavanoidi saf halde ticari olarak temin edilmistir.
Analizlerin yapilmasi asamasinda kullanilmak Uzere hucreler PBS ile yikandiktan sonra
trypsin-EDTA (% 0.25 trypsin/ 1ImM EDTA) soliisyonu kullanilarak hicrelerin flasklardan
kaldinimalari saglanmigtir.

Hucreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hicre
suispansiyonundan 20 pul alinarak ependorf tipe alinmistir ve Gzerine esit miktarda tripan
mavisi boyasi konarak iyice karismasi saglanmistir. Bu karisimdan 12 pl alinarak Thoma
lamina (Marienfeld, Almanya) konmus ve yavasca sayim alanina pipetle verilmistir. Binokuler
Isik mikroskobuna Thoma lami yerlestirildikten sonra mikroskobun 10x objektifinde renksiz

(canh) ve renkli (6l4) hiicreler ayri ayri saylimistir.


http://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-culture/classical-media-salts/dmem.html

3.2 WST-1 Hiicre Canlilik Testi

Nobiletin flavonoidinin ICs, (inhibe edici konsantrasyon) degeri WST-1 (Roche Applied
Science) testi ile belirlenmistir. PC-3, LNCaP ve HUVEC hicre hatlarn igin 96 kuyulu
mikroplakaya her kuyuya 100 pl besiyeri ile 5x 102 hiicre ekilerek 100 pl besiyeri ile 24 saat
inklibasyona tabi tutulmustur ve %80 konfluent hale gelmesi saglanmistir. Phenol redsiz
besiyeri ile besiyeri yenilenerek farkli konsantrasyonlarda Nobiletin flavonoidi (0-5-10-20-40-
80-160 pM) eklenerek 6, 24 ve 72 saat inkiibasyona birakilmistir.

LPS ve CpG-ODN'nin hicre canlihgina etkisini gorebilmek icin ayni sekilde WST-1
testi ile PC-3, LNCaP ve HUVEC hicre hatlari icin 96 kuyulu mikroplakaya her kuyuya 100 pl
besiyeri ile 5x 10° hiicre ekilerek 24 saat inkiibasyona tabi tutulmustur ve %80 konfluent hale
gelmesi saglanmistir. Phenol redsiz besiyeri ile kuyular yenilenerek farkli konsantrasyonlarda
LPS ve CpG-ODN (1 ve 5 pM) eklenerek 6, 24 ve 72 saat inkiibasyona birakilmistir.

inkiibasyon siireleri sonunda 10 pl WST-1 boyasi her kuyuya eklenerek 4 saat
beklenmistir. 4 saat sonunda ELISA okuyucuda (Thermo Scientific Multiskan™ FC
Microplate Photometer) 450 nm'de spektrofotometrik olarak olcuim yapilmistir. Olgumler
sonucunda her hicre hatti igin ayri olarak ortalama ICso, degerleri belirlenmistir. Bu degerler
g6z o6nune alinarak belirli zaman araliklarinda hicre hatlarina Nobiletin ve/veya ligand

uygulamasi sonrasinda diger molekuler analizler gerceklestirilmistir.

3.3 Ligand velveya Nobiletin’in Hiicrelere Muamelesi

TLR4 hicre yuzeyinde eksprese olup bakteriyal LPS'yi tanirken, TLR9 hiicre ici
veziklllerde bulunur ve metillenmemis CpG dintkleotid motifleri iceren omurgali ve bakteriyal
DNA'y! tanir. PC-3, LNCaP ve HUVEC hicre hatlarina uygun hiicre kiltiira sartlari altinda
molekiler analizler 6ncesinde TLR4 reseptor uyarimi igin LPS, TLR9 reseptdr uyarimi igin
CpG-ODN muamelesi yapiimistir. TLR4 ve TLR9 reseptorlerinin ligandlarina 6zgil olmasi,
calismamizin sonugclarinin 6zgunliginu arttirmasi beklendigi igin kiltur sartlarinda hiicreler
blydutulirken TLR4 reseptdr uyarimi icin ortama sadece LPS, TLR9 reseptdr uyarimi icin
ortama sadece CpG-ODN eklenmistir ve sonuclar degerlendirilmistir. Boylelikle diger TLR
reseptorlerinin uyarimi ile sinyal yolunun aktiflesmesinin engellenmesi hedeflenmistir.
Reseptdr stimilasyonuna takiben Nobiletin flavonoidinin gesitli kombinasyonlarda muamelesi

birlikte veya yalniz olarak yapilmistir.



3.4 Hiicrelerden Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi
3.4.1 RNA izolasyonu

TLR4 ve TLR9 reseptorinin gen ekspresyon seviyesini belirlemek icin PC-3, LNCaP

ve HUVEC hiicre hatlari 10mm hticre kilttrti petri kaplarina 1x10° hiicre/petri olacak sekilde

ekim yapildiktan sonra 24 saat inkilbe edilmistir. inkilbasyon sonrasi Phenol redsiz ve

serumsuz besiyeri ile degistirilerek 24 saat ligand muamelesini takiben her hiicre hatti igin

belirlenen doz ve surelerde cesitli ligand ve Nobiletin kombinasyonlari uygulanmigtir.

Uygulama sureleri sonrasinda total RNA, RNA izolasyon kiti (Vivantis, GF-1) kullanilarak

uretici firmanin 6nerdigi protokole gore izole edilmistir. Elde edilen RNA’lar her hiicre hatt

icin spektrofotometrede (Thermo Scientific, NanoDrop 3300) 260,280 ve 230 nm dalga

boylarinda olgulerek mikrolitredeki mikrogram degerleri belirlenmistir.

Uretici firmanin 6nerdigi protokole gore RNA izolasyonunda izlenen yol asagidaki gibidir:

Hucreler 10mm petri kaplarindan hiicre kaziyici ile toplanarak 1000xg ‘de 5 dakika
santriftij edildi.

Pellet tzerine 350 pl Buffer TR eklendi ve vortekslenerek karistirildi.

Lizat Homogenization column’a aktarilarak maksimum hizda 2 dakika santrifiijlendi.
Collection tlipe gecen siviya 350 pl %80 etanol eklendi ve pipetlenerek karistirildi.
650 pl drnek RNA Binding Column’a transfer edildi ve 10000xg ‘de 1 dakika santrifij
edildi. Alta gecen sivi atild1.

500 ul Wash Buffer eklendi ve maksimum hizda 1 dakika santrifijlendi. Alta gecen
sivi atildl.

70 ul DNase | Digestion Mix RNA Binding Column’a pipetlendi ve oda sicakhginda 15
dakika inklbe edildi.

inkiibasyon siiresi sonunda 500 ul Inhibitor Removal Buffer eklendi ve maksimum
hizda 1 dakika santrifiijlendi. Alta gecen sivi atild1.

500 pl Wash Buffer eklendi ve 10000xg ‘de 1 dakika santrifijlendi. Alta gegen sivi
atildu.

500 pl Wash Buffer ile yikama tekrarlandi ve 10000xg ‘de 1 dakika santrifijlendi. Alta
gecen sivi atildi.

Filtreyi arta kalan bufferdan temizlemek i¢in 10000xg ‘de 1 dakika santrifijlendi. Alta
gecen sivi atildi.

Filtreyi yeni mikrosantriflij tiplne gegirildi. Membranin tzerine direk olarak 40-60 pl
RNase-free su eklendi ve 1 dakika beklendi. 10000xg’de 1 dakika santrifijlendi.



e Alta gecen sivi -20 °C’de saklandi.

3.4.2 cDNA Sentezi
RNA izolasyon asamasindan elde edilen 250 pg RNA, Revers Transkriptaz (Vivantis,
RTPL12) kullanilarak uretici firmanin 6nerdigi protokole uygun olarak cDNA'ya cevrimi
gercgeklestirilmistir.
Uretici firmanin énerdigi protokole gére RNA izolasyonunda izlenen yol asagidaki gibidir:
¢ RNA- Primer mix hazirlandi. (Her 6érnek icin 10 pg RNA, Oligo d(T) (40 uM), Random
Hexamers (50 ng/ul), dNTP mix (10 uM) ve nuclease-free su).
e Bu karisim 65 °C’de 5 dakika bekletildi ve sonrasinda buzda 2 dakika sogutuldu.
e CcDNA sentez mix hazirlandi (10X Buffer M-MuLV, 100 Unit M-MuLV Reverse
Rranskriptaz ve nuclease-free su).
e 10 pl cDNA sente mix ile 10 pl RNA-primer mix karistirildi.
e Karisim 25 °C’de 10 dakika bekletildi. Ardindan 42 °C’de 60 dakika bekletildi.
e Ardindan 85 °C'de 5 dakika bekletildi ve buzda 1-2 dakika sogutularak reaksiyon
sonlandirildi.

¢ Real-Time PCR analizinde kullaniimak izere cDNA’lar -80 °C’de saklandi.

3.5 qRT-PCR

Sentezlenen cDNA'lar kullanilarak ilgilenilen genlere ait mRNA seviyeleri, 3 tekrarli olmak
lizere her bir reaksiyon icin 96’lik PCR plakalari kullanilarak belirlenmistir. Her bir kuyucuk
icin 5 pl SYBR Green ¢ozeltisi (2X), 0.3 pM ileri 57 primer, 0.3 uM geri primer ve 2 pl kalip
cDNA (1:20) buz uUstinde karistirilarak kit icerisindeki H.O ile son hacim 10 pl'ye
tamamlanmistir. gPCR reaksiyonlari CFX Connect sisteminde (Bio-Rad), 95 °C’de 20 saniye,
40 dongl olarak 95 °C'de 1 saniye ve 60 °C'de 20 saniye seklinde gerceklestirilmistir.
Referans gen olarak [B-gliseraldehid 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) kullanilirken, deney
gruplarinin  normalizasyonu kontrol grubuna gore yapiimistir. PCR reaksiyonlarinda
kontaminasyon kaynakli olasi hatalarin belirlenmesi amaci ile kalip cDNA icermeyen negatif
kontrol gruplar da kuyucuklara eklenmistir. PCR reaksiyonu sonucunda olusan drinlerin
0zgun olup olmadiginin belirlenmesi icin de bu reaksiyonlara ait erime egrileri analiz
edilmistir. gPCR sonuglari REST programi ile analiz edilmistir. AACT degerleri kullanilarak

gen ifadelerindeki goreceli degisim hesaplanarak grafikleri cizilmistir.

3.6 INF-a ve INF- Analizi
PC-3, LNCaP ve HUVEC hucre hatlari 10mm hiicre kaltirt petri kaplarina 1x10°

hiicre/petri olacak sekilde ekim yapildiktan sonra 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
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sonrasl Phenol redsiz ve serumsuz besiyeri ile degistirilerek 24 saat ligand muamelesini
takiben her hicre hatti icin belirlenen doz ve surelerde c¢esitli ligand ve Nobiletin
kombinasyonlari uygulanmistir. inkilbasyon sureleri sonunda kiiltiir ortamindaki besiyeri
toplanarak INF-a ve INF- miktari INF-a ve INF-3 ELISA kiti (Elabscience) kullanilarak uretici
firmanin dnerdigi protokole uygun olarak gerceklestirilmigtir.

Uretici firmanin 6nerdigi protokole gore izlenen yol asagidaki gibidir:

e Her kuyuya 100puL standart ya da 6rnek eklendi. 90 dakika 37 °C inkiibe edildi.

e Sivi kisim uzaklastirildi. 100uL biyotinlenmis tespit edici antibadi eklendi. 1 saat 37 °C

inklibe edildi.

e Aspire edildi ve 3 kez yikandi.

e 100uL HRP konjugati eklendi. 30 dakika 37 °C inkiibe edildi.

e Aspire edildi ve 5 kez yikandi.

e 90uL substrat ¢ozeltisi eklendi. 15 dakika 37 °C inklbe edildi.

e 50uL durdurucu g¢ozelti eklendi. Hemen 450nm’de okundu.

e Sonuglar hesaplandi.

3.7 Total Protein izolasyonu ve Miktar Tayini

Total protein miktarini belirlemek icin PC-3, LNCaP ve HUVEC hicre hatlari 10mm hicre
kultara petri kaplarina 1x10° hiicre/petri olacak sekilde ekim yapildiktan sonra 24 saat inkibe
edilmistir. inkiilbasyon sonrasi Phenol redsiz ve serumsuz besiyeri ile degistirilerek 24 saat
ligand muamelesini takiben her hiicre hatti icin belirlenen doz ve sirelerde cesitli ligand ve
Nobiletin kombinasyonlari uygulanmistir. Uygulama slreleri sonrasinda total protein RIPA
Lysis Buffer (Thermo Scientific) kullanilarak izole edilmistir. Hicreler petrilerden kazinarak
toplanmistir ve santrifllj edilerek elde edilen pellet soduk lizis buffer ile resiispanse edilmistir.
10 dakika santriftij edilen st sivi alinarak miktar tayini icin kullaniimistir. Sonrasinda érnekler
daha sonra kullaniimak tzere -20 °C’de saklanmistir.

Miktar tayini icin Bradford Assay (Bradford, 1976) yontemi kullaniimistir. Olgulecek
protein 6zutunden 1 pl alinarak 19 pl standart tamponu ile karistirilmistir. Karisim tzerine
1ml 1X Bradford Reagent (Bio-Rad, ABD) eklenerek vortexlenmistir ve karanlkta 5 dakika
inkilbasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan 6rnekler Nanodrop (Thermo Scientific,
ABD) ile 595 nm’de ol¢tlmustir. Orneklerin dlgllen protein konsantrasyonlari daha énce 595
nm’ye gore hazirlanmis BSA standart egrisi ile karsilastirilarak hesaplanmistir. Her drnek igin
Olcimler 3 defa tekrarlanmistir ve bu tekrarlarin ortalamalarindan elde edilen sonuclar

protein drneklerinin konsantrasyonlari olarak kabul edilmistir.
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3.8 SDS-PAGE ve Western Blotlama

Analizlerde kullanilan tampon ¢dzeltiler Tablo 1'de verildigi sekilde hazirlanmistir.

Tablo 1. SDS-PAGE ve western blotlama analizlerinde kullanilan tampon c¢ozeltiler ve

(APS)

hazirlaniglari.
Tampon Cozelti Adi Konsantrasyonu ve Hazirlanisi
Miktari
Tris.HCI pH 8.8 1,5 M 100 mi 18,15 g Tris tartilarak 80ml distile suda
¢6zulda. HCl ile pH 8.8’e ayarlandi ve
100ml'ye tamamlandi.
Tris.HCI pH 6.8 0,5M 100 ml 6 g Tris tartilarak 80 ml distile suda
¢6zulda. HCl ile pH 6.8’e ayarlandi ve
100 ml'ye tamamlandi.
Sodyum Asetat 3M 10 ml 2,46 g Sodyum Asetat 1 ml distile suda
¢Ozuldu.
SDS % 10 10 ml 1 g SDS tartilip 10 ml distile suda
¢6zuldu ve oda sicakliginda saklandi.
Amonyum Persiilfat % 10 10 ml 1 g APS tartilip 10 ml distile suda

¢ozildi. Filtre edildi ve +4°C'de
sakland.

6X Yiikleme boyasi
(6 X Loading Dye)

0,5 M Tris-HCI pH 6.8,
Glycerol (% 99,7), % 10
SDS, 3-
Mercaptoethanol, % 0,5
(w/v) Bromphenol blue

1 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6.8, 2 ml
Glycerol (% 99,7), 1,6 ml % 10 SDS, 0,4
ml 3-Mercaptoethanol, 0,4 ml % 0,5
(w/v) Bromphenol blue 2,6 ml distile su
ilave edildi.

Akrilamid/Bisakrilam % 30 100 ml 29,2 g Akrilamid, 0,8 g Bisakrilamid

id tartihp 100 ml distile suda ¢ozuldu. Filtre
edildi ve +4 °C’de saklandi.
SDS-PAGE Yiiriitme 5X, 300 ml 4,5 g Tris, 21,6 g Glisin ve 1,5 g SDS
Tamponu distile suda ¢tzulerek 5X tampon 1X 'e
seyreltildi.
SDS-PAGE % 40 Metanol, % 10 40 ml Metanol ve 10 ml Asetik Asit
Sabitlestirici Asetik asit, 100 ml karistirilarak distile su ile 100 ml'ye

Soliisyon (Fiksatif)

tamamlandi

Western Blot
Transfer Tamponu

100 mi

0,58 gr Tris, 0,29 gr Glisin, 0,025 gr
SDS (0,375 ml % 10 SDS’den) tartilarak
100 ml distile suda ¢6zuldu.

TBS-TpH 7.6

25 mM Tris.HCI, 150
mM NaCl, pH 7.2 % 0,1
Tween20 1L

2,42 gr Tris, 8 gr NaCl, 1 ml Tween20

900 ml distile suda ¢6zuldi. pH 7.6'ya

ayarlandiktan sonra 1L’'ye tamamlandi.
1ml Tween20 eklendi.

Ponceau S Boyama
Sollisyonu

% 0.1 (w/v)

0.1gr Ponceau S ve 0.5 ml Asetik Asit
karistirilarak 100 ml distile suda
cozildi.
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Bloklama Tamponu % 510 ml 5 g sut tozu (Blotting Grade Blocker
(Western Blot) Non-Fat Dry Milk (Bio-Rad, ABD)), 10

mL TBST i¢inde ¢ozuldi ve filtre

kagidindan gegcirilerek kullanildi.

3.8.1 SDS-PAGE
Proteinleri molekuler agirliklarina gore ayirmak igin kesintili SDS poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullaniimistir. Yukleme ve ayirma jeli olmak Uzere iki

kisimdan olusan bu jel sistemi Tablo 2'de verilen kimyasallar kullanilarak hazirlanmistir.

Tablo 2. SDS-PAGE igerigi ve kullanilan kimyasallarin oranlari.

Kullanilan Kimyasallar Ayirma Jeli (% 12) Yikleme Jeli ( % 4)
dd H.O 3.3ml 3ml

1.5 M Tris, pH 8.8 2.5 ml -

0.5 M Tris pH 6.8 - 1.25 ml

% 10 SDS 100 pl 50 pl

% 30 Akrilamit/BisAk 4 ml 670 ul

%10 APS 100 pl 50 ul

TEMED 5 ul 5 ul

Toplam 10 ml 5ml

Ayirma jeli hazirlandiktan sonra kendinden 1 mm aralikli (spacer) kalin ve ince camlar
arasina dokulmustir ve Uzerine izopropanol (300 pl) konularak jelin yizeyinin dizlesmesi
saglanmistir. Ayirma jeli polimerize olduktan sonra izopropanol dokdlerek jelin ylzeyi saf su
ile yikanmistir. Jel Uzerinde cam plakalar arasinda kalan su kurutma kagidi yardimiyla
tamamen uzaklastiriimistir. Yikleme jeli hazirlanarak polimerize olmus ayirma jelinin tzerine
dokulmustir ve cam plakalara uygun 1 mm genisligindeki teflon tarak yerlestirilmistir. SDS
jeller vyuriutilecedi zaman cam plakalar elektrotlarin bulunduu Tetracell elektroforez
(BioRad, USA) tanklarina yerlestirilmistir. Elektroforez tanklari uygun seviyeye kadar 1X
SDS-PAGE yuritme tamponu konularak yiriimeye hazir hale getirilmistir.

Esit miktarda yuklenmek istenen protein dzutlerinin tizerlerine 6X yikleme tamponundan
(0.5 M Tris-HCI pH 6.8, Glycerol % 99.7), % 10 SDS, R-Mercaptoethanol, % 0.5 (w/v)
Bromphenol blue, dH.O) 1X olacak sekilde eklenerek 95°C’deki su banyosunda 4 dakika
kaynatilarak proteinlerin ileri denatirasyonlari saglanmistir. Kaynatma slresi sonunda
ornekler buza alinmistir ve kisa bir santrifij sonrasi mikropipet yardimiyla jel icerisindeki
kuyucuklara yutklenmistir. Molekdl agirhgr markiri olarak ilk yikleme kuyusuna PageRuler
plus prestained protein ladder (Bio-Rad) yuklenmistir. Jel, 180V akim verilerek 60 dakika
boyunca yuratiimustir. Yarimesi tamamlanan jel camlar arasindan cikarilarak western

blotlama analizi i¢in kullaniimistir.
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3.8.2 Western Blotlama

Protein ornekleri SDS-PAGE ile molekiler agirlklarina gore ayrilmistir ve nitroseliloz
membrana transfer edilerek hedef proteine 6zgu antikorlarla analiz edilmistir. Western
transferi icin yari kuru sistem olan Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, ABD)
cihazi kullaniimistir.

SDS-PAGE jeli cam plakalar arasindan transfer tamponun icerisine alinarak yaklasik 10
dakika bekletilmistir. Bekleme esnasinda nitroseliloz membran ve Whatman kagitlari da
transfer tamponunda islatiimistir. Stre sonunda transfer cihazinin demir levhalar arasina
alttan tste dogru sirasiyla 2 kat Whatman kagidi, nitroseliloz membran, jel, 2 kat Whatman
kagidi olmak Uzere (-) ve (+) kutuplara dikkat edilerek katmanlar halinde yerlestirilmistir.
Katlar arasinda hava kabarcigi olmamasina dikkat edilerek 25 V sabit akimda 30 dakika
boyunca transfer gerceklestiriimistir. Transferin ardindan membran proteinleri boyayan
Ponceau S boyasi ile boyanarak western transferinin kalitesi kontrol edilmistir.

Protein bantlari gozlendikten sonra boya saf su ile ylkanarak uzaklastiriimistir ve
membran % 5 TBS-T bloklama tamponu ile oda sicakliginda 1 saat inkibe edilmistir.
inkiibasyon sonrasi bloklama tamponu uzaklastirilarak sirasiyla 15, 5, 5 dakika olmak tizere
3 kez TBS-T ile yikanmistir. Ureticinin tavsiye ettigi dilisyonda birincil antikor (Tablo 3) TBS-
T icerisinde hazirlanmistir ve membran bu tampon icerisinde +4°C’'de gece boyu nazikce
calkalanarak inklube edilmistir. Ertesi gin onceki yapilan TBS-T ile yilkama islemi
tekrarlanmistir ve dreticinin tavsiye ettigi ikincil antikor (Tablo 3) TBS-T icerisinde
seyreltilerek membran bu tampon icerisinde 1 saat oda sicakliginda inkibe edilmistir.
inkiilbasyon sonrasi yikama islemi tekrarlanarak baglanmayan antikorlar uzaklastiriimistir.
Goruntilemede vyiuksek duyarlilikta sinyal Uretebilen kemiliminesans (Biorad, ABD)
kullaniimistir. Kemiliminesans gorintileme igin Immun-Star HRP Peroxide c¢ozeltisi ve
Immun-Star HRP Luminol/Enhancer ¢o6zeltisi 1:1 oraninda karistirilarak membran yizeyine
konulmustur ve ylzeyin tamaminin ¢ozelti karisimi ile temas etmesi saglanmistir. Membran

goruntileme cihazi ile gorintilenmis ve western blot bantlarinin analizi gergeklestirilmistir

Tablo 3. Western blotlama analizinde kullanilan primer (1°) ve sekonder (2°) antikorlarin

listesi.
1° Antikor 2° Antikor
B-Actin Mouse (Santa Cruz, | Goat IgG Anti-Mouse HRP Conjugate
ABD) (1:1000) (Biorad, ABD) (1:20000)
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TLR3, Mouse, sc-32232 | Goat IgG Anti-Mouse HRP Conjugate
(Santa Cruz, ABD) (1:1000) | (Biorad, ABD) (1:20000)
TICAM-1, Mouse, sc-514384 | Goat IgG Anti-Mouse HRP Conjugate
(Santa Cruz, ABD) (1:1000) | (Biorad, ABD) (1:20000)

3.9 Jelatin Zimografi

Nobiletinin TLR’lerin timor invazyonundaki rolii Uzerindeki etkilerinin belirlenmesi igin
jelatin zimografi yontemiyle matriks metalloproteinazlarin (MMP-2 ve MMP-9) miktarindaki
degisimler incelenmistir.

PC-3, LNCaP ve HUVEC hucre hatlari 10mm hicre kultiri petri kaplarina 1x10°
hiicre/petri olacak sekilde ekim yapildiktan sonra 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasi Phenol redsiz ve serumsuz besiyeri ile degistirilerek 24 saat ligand muamelesini
takiben her hicre hatti icin belirlenen doz ve surelerde c¢esitli ligand ve Nobiletin
kombinasyonlari uygulanmistir. inkilbasyon sureleri sonunda kiiltiir ortamindaki besiyeri
toplanarak MMP-2 (72 kDa) ve MMP-9 (92 kDa) miktarindaki degisimler incelenmistir. Ayirici
jel % 7,5 olacak sekilde ve paketleyici jel % 4 olacak sekilde hazirlanmistir (Tablo 4). ilk
olarak ayirici jel hazirlanarak yaklasik 45 dakika polimerlesmesi beklenmistir. Ardindan
paketleyici jel hazirlanarak ayirict jel Uzerine dokialmuistir ve yaklasik 30 dakika

polimerlesmesi beklenmistir.

Tablo 4. Jelatin zimografi jel icerigi ve kullanilan kimyasallarin oranlari.

Reaktif % 7.5 Ayirci Jel % 4 Paketleyici Jel
Distile su 7.7 mL 6.10 mL
10 mg/mL Jelatin 20mL | e
substrati
% 30 Akrilamid 5.0 mL 1.3 mL
1.5 M Tris-HCI, pH:8.8 50mL | e
0.5 M Tris-HCI, pH; 6.8 | - 2.5mL
% 10’luk SDS 200 pL 100 pL
% 10’luk APS 200 pL 100 pL
TEMED 20 pL 10 pL

Hazirlanan jeller vertikal elektroforez sistemine (Bio-Rad Mini-PROTEAN) yerlestirilerek
icerisine yurutme tamponu eklenmigtir. Her kuyucukta 25 pg protein olacak sekilde
homojenat ve 6rnek 5X yikleme tamponu ile 2X indikleyici ajan karistirilarak kuyucuklara
yuklenmistir. Molekdl agirhigr markirn olarak "PageRuler plus prestained protein ladder"
kullaniimistir. Elektroforez sistemi kapatilarak 60V sabit voltajda oda sicaklifinda yaklasik 3
saat elektroforez islemi uygulanmigtir.

Elektroforezden sonra jeller ikiser defa 30 dakika sureyle % 2,5 Triton X-100
renatrasyon tamponu ile yikanmistir. Daha sonra jeller, 37°C'de bir gece boyunca
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aktivasyon tamponunda (jel inkilbasyon tamponu) inkibe edilmistir. Ertesi gln
inkiibasyondan alinan jeller, boyama co6zeltisi ile 2 saat boyunca boyanarak fazla boyadan
arindirma amaciyla yikama ¢ozeltisi ile yikama yapilmistir. Yikanan jeller, géruntileme

sistemi (Bio-Rad) ile dijital olarak gdrunttlenmistir ve elde edilen goruntiler ImageJ (ImageJ
1.46r, National Institutes of Health, ABD) yazilimi ile analiz edilmistir. Her bir bantin molekal
agirhigi, molekal agirhgr markiri ile dogrulandiktan sonra her drnek icin MMP'lere ait bant
alanlari ve optik dansiteleri (OD) belirlenmistir. Substrat jelin lizis miktari {alan (mmz2) x optik
dansite (OD / mm2)} formulinden hesaplanarak pg total protein basina elde edilen lizis birimi

{(alan x dansite)/ pg total protein} (rolatif proteinaz aktivitesi) olarak kantite edilmistir. Gerekili

solusyonlarin hazirlanmasi Tablo 5’de gdsterilmigtir.

Tablo 5. Jelatin zimografi analzi i¢in gerekli tamponlarin igerigi ve hazirlaniglari.

SOLUSYON/ TAMPON ICERIK HAZIRLANISI
Aktivasyon tamponu 50 mM Tris-HCI, pH 7.6 6.06 g Tris,
(Developingl Incubation | 10 mM CaCl2.2H20, 1.47 g CaCl..
Buffer) 50 mM NacCl 2,92 g NacCl,

1L dH20 iginde ¢ozuldu
(+4 °C 'de saklandi)

5X Yiiritme Tamponu
(Running Buffer)

125 mM Tris-HCI, pH 8.3
1.23 M Glisin
% 0.5 SDS

15.1 g Tris,

94 g Glisin

59 SDS

1L dH20 iginde ¢ozuld.
(+4 °C’de sakland1)

Renatiirasyon Cozeltisi
(Triton X-100)

% 2.5'lik Triton X-100

25 mL Triton X-100
975 mL d H20

2X indirgeyici olmayan
Tampon
(Non-Reducing Buffer)

1.0 mL 0.5 M Tris-HCL,
pH:6.8

0.8 mL Gliserol

3.2 mL %10’luk SDS

0.2 mL % 0.2’lik Bromfenol
Blue

2.8 mL dH20

Oda isisnda saklandi

% 30’luk Akrilamid
Cozeltisi

29.2 g Akrilamid
0.8 g N'N’-bisakrilamid

(+4°C ‘de karanlhkta
saklandi)

Boyama Cozeltisi

%00.5’lik Coomassie
Brilliant Blue R-250
%40 metanol

%10 asetik asid

Taze hazirlandi

Yikama Cozeltisi

%40 metanol
%10 asetik asid

Taze hazirlandi
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3.10 istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler, ImageJ (Image Processing and Analysis in Java), SPSS version
22.0 for Windows (SPSS, Inc, Chicago, lllinois, USA) ve REST (2009 V2.0.13) software
paket programlari kullanilarak yapilmistir.

Doza ve zamana bagl olarak degisen, TLR4 ve TLR9 mRNA ifade duzeyindeki
farkliliklar REST istatistik programi ile karsilastiriimigtir. Gruplar arasindaki farkliliklar (kontrol
ve nobiletin uygulama grubu) post-hoc analizi icin Duncan testini takiben tek-yonli varyans
analizi ile ol¢tlmastir. ImageJ programi ile Jelatinaz Zimografi sonucunda elde edilen
bantlarin yogunluklar 3 tekrarli olarak ol¢tlmustir. Bu veriler SPSS programinda gruplar
arasindaki farkhliklar karsilastirmal olarak T-testi kullanilarak analiz edilmistir. Analizlerde

p<0.05 istatistiksel olarak anlaml kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1 WST-1 Hiicre Canlilik Analizi Bulgulari
Nobiletin flavonoidinin ICs, (inhibe edici konsantrasyon) degeri WST-1 (Roche Applied
Science) testi ile belirlenmistir. Bu degerler PC-3 ve HUVEC hicre hatti icin 40 uM ve
LNCaP hucre hatti i¢cin 20 uM olarak tespit edilmistir (p<0.05) (Sekil 3).

WST-1

120

100 A

80 A

LNCaP
---PC-3
HUVEC

60

Viability (%)

40 4

20 4

@ 5 10 20 40 80 160
Nobiletin (M/ml)

Sekil 3. LNCaP, PC-3 ve HUVEC hiicre hattinda Nobiletin’in hiicre canlihgi Gzerine etkisi.

LPS ve CpG-ODN muamelesi sonucunda 5 pM konsantrasyonun her iki ligand ve ¢
hicre hatti icin de toksik olmadigi tespit edilmistir (p<0.05) (Sekil 4-5). Bu degerler goz
onune alinarak belirli zaman araliklarinda (6 ve 24 saat) hiicre hatlarina Nobiletin (20 ve 40

uM) ve ligand (5 UM ) uygulamasi sonrasinda diger molekuler analizler gerceklestirilmistir.
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Sekil 4. LNCaP, PC-3 ve HUVEC hiicre hattinda LPS’nin hicre canlihgi GUzerine etkisi.
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Sekil 5. LNCaP, PC-3 ve HUVEC hicre hattinda CpG-ODN'nin hticre canhli§i tGzerine etkisi.

4.2 RNA ve cDNA Analizi

TLR4 ve TLR9 reseptdriiniin gen ekspresyon seviyesini belirlemek icin PC-3, LNCaP

ve HUVEC hiicre hatlarina Nobiletin ve/veya ligand uygulamalari 6 ve 24 saat olmak Uzere

muamele edilmistir. Muamele sonrasi hicrelerden RNA izole edilerek miktari belirlenmistir

(Tablo 6-11) ve sonrasinda uygun miktar RNA alinarak cDNA’ya ¢evrimi gergeklestirilmistir.

Tablo 6. PC-3 hiicre hattinda Nobiletin ve/veya LPS uygulamalarinin RNA miktari Uzerine

etkisi (LPS: Lipopolisakkarit, N: Nobiletin, (+): uygulama var, (-): uygulama yok, ng:

nanogram, ul: mikrolitre).

6 Saat 24 Saat
PC3 nglul 260/280 | 260/230 | nglul 260/280 | 260/230
Kontrol 321,74 | 2,06 1,06 399,92 | 2,08 1,83
LPS (+),
N(+) 402,15 | 2,21 2,07 282,81 | 2,24 1,17
LPS (+), N(-) | 362,72 | 2,05 1,31 351,42 | 2,29 2,14
LPS (), N(+) | 324,2 2,07 2,16 258,71 | 2,28 1,86

Tablo 7. LNCaP hucre hattinda Nobiletin ve/veya LPS uygulamalarinin RNA miktari Gzerine

etkisi. (LPS: Lipopolisakkarit, N: Nobiletin, (+): uygulama var, (-): uygulama yok, ng:

nanogram, ul: mikrolitre).

6 Saat 24 Saat
LNCaP nglul 260/280 | 260/230 | nglul 260/280 | 260/230
Kontrol 592,87 | 2,06 2,03 545,98 | 2,09 2
LPS (+),
N(+) 404,54 | 2,07 1,85 420,09 | 2,03 1,73
LPS (+), N(-) | 420,55 | 2,07 1,9 387,63 | 2,15 1,45
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|LPS (),N(+) [ 3751 |2,05 | 2,23 | 44708 | 2,08 | 2,13
Tablo 8. HUVEC hucre hattinda Nobiletin ve/veya LPS uygulamalarinin RNA miktari Gizerine

etkisi. (LPS: Lipopolisakkarit, N: Nobiletin, (+): uygulama var, (-): uygulama yok, ng:

nanogram, ul: mikrolitre).

6 Saat 24 Saat
HUVEC nglul 260/280 | 260/230 | nglul 260/280 | 260/230
Kontrol 186,22 | 2,18 2,21 160,09 2,06 0,55
LPS (+),
N(+) 133,71 | 2,23 0,99 135,91 2,19 1,18
LPS (+), N(-) | 249,42 2,26 2,15 226,35 2,23 2,18
LPS (-), N(+) | 288,55 | 2,06 1,21 247,64 | 2,04 0,75

Tablo 9. PC-3 hucre hattinda Nobiletin ve/veya CpG-ODN uygulamalarinin RNA miktari
Uizerine etkisi. (CpG-ODN: CpG oligodinikleotid, N: Nobiletin, (+): uygulama var, (-):

uygulama yok, ng: nanogram, ul: mikrolitre).

6 Saat 24 Saat
PC-3 nglul 260/280 | 260/230 | nglul 260/280 | 260/230
KONTROL 321,74 | 2,06 1,06 399,92 2,08 1,83
ODN (+) N (+) | 629,1 2,08 2,19 411,08 2,07 2,19
ODN (+) N (-) | 348,54 | 2,05 0,95 334,77 2,12 1,48
ODN (-) N (+) | 430,23 2,06 2,09 321,55 2,2 1,43

Tablo 10. LNCaP hucre hattinda Nobiletin ve/veya CpG-ODN uygulamalarinin RNA miktari
Uzerine etkisi. (CpG-ODN: CpG oligodinikleotid, N: Nobiletin, (+): uygulama var, (-):

uygulama yok, ng: nanogram, ul: mikrolitre).

6 Saat 24 Saat
LNCaP nglul 260/280 | 260/230 | nglul 260/280 | 260/230
KONTROL 592,87 2,06 2,03 545,98 2,09 2
ODN (+) N (+) | 365,6 2,06 1,79 439,75 2,12 1,95
ODN (+) N (-) | 369,15 2,11 2,06 462,68 2,1 2,06
ODN (-) N (+) | 323,96 2,08 1,89 539,72 2,05 2,07

Tablo 11. HUVEC hiicre hattinda Nobiletin ve/veya CpG-ODN uygulamalarinin RNA miktari
Uzerine etkisi. (CpG-ODN: CpG oligodinikleotid, N: Nobiletin, (+): uygulama var, (-):

uygulama yok, ng: nanogram, ul: mikrolitre).

6 Saat 24 Saat
HUVEC nglul 260/280 | 260/230 | nglul 260/280 | 260/230
KONTROL 186,22 | 2,18 2,21 160,09 2,06 0,55
ODN (+) N (+) 178,34 | 2,39 2,19 236,1 2,28 2,02
ODN (+) N () 226,07 | 2,27 2,14 198,96 2,12 2,1
ODN (-) N (+) 226,02 | 2,35 2,26 159,47 2,37 2,01
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4.3 qRT-PCR Analizi Bulgulari

TLR3 geninin mRNA diizeyindeki degisimleri belirlemek amaciyla RNA izolasyonunun
ardindan sentezlenen cDNA'lar kalip olarak kullanilarak kantitatif-gercek zamanli-polimeraz
zincir reaksiyonu (QRT-PCR) gergeklestiriimistir. qRT-PCR reaksiyonunda kullanilan gene

6zgul primer ciftleri Tablo 12’da gdsterilmistir.

Tablo 12. gPCR deneylerinde kullanilan gene 6zgul primer giftleri.

Gen ileri Primer Geri Primer
TLR4 TAGCAGTCATCCAACAG | AATCTTCTGAGTTGATTATGGGT
AATCAT AA
TLR9 AGTCCTCGACCTGGCAG GCGTTGGCGCTAAGGTTGA
GAA
GAPDH CAACGGATTTGGTCGTA | GCAACAATATCCACTTTACCAGA
TTGG GTTAA

Her bir Ornek ¢ tekrarli olarak analiz edilmistir. Her bir Ornekte hedef gen
ekspresyonu referans gen (GAPDH) ekspresyonuna normalize edilmigstir. Elde edilen veriler
REST (Relative Expression Software Tool) ile analiz edilerek grafikler ¢izilmistir (Sekil 6-7).

PC-3 hiicre hatti tzerinde Nobiletin muamelesi olmayan sadece ligand muamelesi
olan uygulama grubunda TLR4 ekspresyonu artmistir. Ligand ile birlikte Nobiletin ve sadece
Nobiletin muamelesi TLR4 ekspresyonunu kontrol grubuna goére o©Onemli oranda
degistirmemistir (p<0.05) (Sekil 6). LNCaP hicre hatti Gzerinde sadece ligand ve sadece
Nobiletin uygulamasi TLR4 ekspresyonunu ilk 6 saatte 2 kat arttirmis olmasina ragmen 24
saatlik muamele sonrasi bu miktar dusmustir. Sadece ligand uygulamasi olan gruptan ilk 6
saat sonras! anlaml bir artis elde edilmistir (p<0.05). Ligand ve Nobiletin birlikte uygulamasi
kontrol grubuna goére ekspresyonu diusurmustir (Sekil 6). HUVEC hicre hattinda 24 saat
sonunda sadece ligand uygulamasi sonucu TLR4 ekspresyon seviyesinde 1,5 kat anlamli bir
artis elde edilmistir (p<0.05). Her t¢ uygumla grubu TLR4 mRNA seviyesini kontrol grubuna
gore arttirmistir. Ancak Nobiletin ve ligand birlikte uygulandiginda ekspresyondaki artis, tek

basina uygulanmalarina gére daha az saptanmistir (p<0.05) (Sekil 6).
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Sekil 6. PC-3, LNCaP ve HUVEC hiicre hattinda Nobiletin ve/veya LPS uygulamalarinin
TLR4 mRNA miktar tzerine etkisi (*:Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05 diizeyinde
anlamli olarak farkli, LPS: Lipopolisakkarit, NOB: Nobiletin, (+): uygulama var, (-): uygulama
yok).

PC-3 hicre hattinda Nobiletin ve ligand birlikte uygulamasi kontrol grubuna goére
TLR9 ekspresyonunu azaltmistir. Sadece ligand uygulamasi TLR9 ekspresyon miktarini
anlaml olarak 1,5 kat arttirmistir (p<0.05) (Sekil 7). LNCaP hicre hattinda ilk 6 saatlik
uygulama sonrasi Nobiletin ve ligandin tek basina uygulamalari TLR9 ekspresyonunu
arttirirken, 24 saat sonunda ekspresyon azalmistir. Ayrica ligand ve Nobiletin birlikte
uygulamasi ekspresyonu azaltmistir (p<0.05) (Sekil 7). HUVEC hucre hattinda LNCaP hicre
hattina benzer sonuclar saptanmistir. Ligand ve Nobiletin birlikte uygulamasi ekspresyon

azaltirken, ayri ayri uygulanmasi durumunda TLR9 ekspresyonunu 1,5 kata kadar artmistir

(p<0.05) (Sekil 7).
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Sekil 7. PC-3, LNCaP ve HUVEC hicre hattinda Nobiletin vel/veya CpG-ODN
uygulamalarinin TLR9 mRNA miktari Uzerine etkisi (*:Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
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p<0.05 diizeyinde anlaml olarak farkli, ODN: Oligodintkleotid, NOB: Nobiletin, (+): uygulama

var, (-): uygulama yok).

4.4 Sitokin Analizi Bulgulari

interferon-alfa (INF-a) ve interferon-beta (INF-B) analizi icin kullanilan kit Sandwich-
ELISA metodunu temel almistir. Analiz sonucunda Optik yogunluk (OD) spektrofotometre ile
450 nm = 2 nm dalga boyunda olgulmustir. Orneklerin OD'si standart egri (Sekil 8 ve Sekil
11) ile karsilastirarak drneklerdeki INF-a ve INF-3 konsantrasyonu hesaplanmistir (Sekil 9-10
ve Sekil 12-13).
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3_
2,5 f(x)=0x+0,16
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Sekil 8. INF-a miktar1 hesaplanan standart egri grafigi.

PC-3, LNCaP ve HUVEC hicre hattinda LPS ile uyarilan TLR4 sinyal yolagi sonunda
yapimi gerceklesen INF-a miktarina baktigimizda, PC-3 ve HUVEC hiicre hattinda ilk 6
saatte tim uygulama gruplarinda INF-a miktari dedismezken, 24 saat sonunda Nobiletin ve
ligand uygulamasi INF-a miktarini azaltmistir (p<0.05) (Sekil 9). LNCaP hiicre hattinda ise
Nobiletin muamelesi INF-a miktarini 24 saat sonunda kontrol grubuna goére azaltmistir
(p<0.05) (Sekil 9).
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Sekil 9. PC-3, LNCaP ve HUVEC hucre hatlarinda Nobiletin ve/veya LPS uygulamalarinin
INF-a miktar tzerine etkisi. (LPS: Lipopolisakkarit, N: Nobiletin, K: Kontrol, (+): uygulama
var, (-): uygulama yok).

PC-3, LNCaP ve HUVEC hucre hattinda CpG-ODN ile uyarilan TLR9 sinyal yolagi
sonunda yapimi gerceklesen INF-a miktari, PC-3 ve HUVEC hiicre hattinda Nobiletin
muamelesi sonrasi 24 saat sonunda anlamh bir degisiklik olmamistir (p<0.05) (Sekil 10).
LNCaP hicre hattinda ise Nobiletin muamelesi INF-a miktarini 24 saat sonunda kontrol

grubuna gore azaltmistir (p<0.05) (Sekil 10).
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Sekil 10. PC-3, LNCaP ve HUVEC hicre hatlarinda Nobiletin ve/veya CpG-ODN
uygulamalarinin INF-a miktari tGzerine etkisi (ODN: Oligodinikleotid, N: Nobiletin, K: Kontrol,

(+): uygulama var, (-): uygulama yok).

24



INF-B

5 f(x)=0x+0,42
R?=0,96

4
3 INF-b
2 -
1 -
O v T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500

Sekil 11. INF- miktari hesaplanan standart egri grafigi.

PC-3, LNCaP ve HUVEC hicre hattinda LPS ile uyarilan TLR4 sinyal yolag! sonunda
yapimi gergeklesen INF-B miktari, PC-3 hilicre hattinda 24 saat sonunda miktarinda anlamh
bir degisiklik olmamistir (p<0.05) (Sekil 12). HUVEC hicre hattinda Nobiletin ve ligand
birlikte uygulamasi ilk 6 saatte miktarini azaltirken, 24 saat muamele sonrasinda INF-3
miktari artmistir ancak kontrol grubuna gore miktari azalmistir (p<0.05) (Sekil 12). LNCaP
hicre hattinda ise Nobiletin muamelesi INF- miktarini 24 saat sonunda kontrol grubuna
gore azaltmistir (p<0.05) (Sekil 12).
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Sekil 12. PC-3, LNCaP ve HUVEC hicre hatlarinda Nobiletin ve/veya LPS uygulamalarinin
INF-B miktari Gzerine etkisi. (LPS: Lipopolisakkarit, N: Nobiletin, K: Kontrol, (+): uygulama

var, (-): uygulama yok).
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PC-3, LNCaP ve HUVEC hiicre hattinda CpG-ODN ile uyarilan TLR9 sinyal yolagi
sonunda yapimi gerceklesen INF-3 miktari, PC-3 hicre hattinda 24 saat sonunda Nobiletin
ve ligand birlikte uygulanmasi ile kontrol grubuna gore artis gostermistir (p<0.05) (Sekil 12).
HUVEC hucre hattinda Nobiletin muamelesi ile INF-B miktrinda anlamh bir azalma
gozlenmigstir ve ancak ligand uygulamasi ile miktari artmistir (p<0.05) (Sekil 12). LNCaP
hiicre hattinda ise Nobiletin muamelesi INF-3 miktarini 24 saat sonunda kontrol grubuna
gore azaltmistir (p<0.05) (Sekil 12).

1600

1400 -

..........

1200 N et Tl -7 T=s
1000 -

800

600

HUVEC
400

Konsantrasyon (pg/mL)

200 -

K ODN+N+ ODN-N+ ODN+ N- K ODN+N+ ODN-N+ ODN+N-
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Sekil 13. PC-3, LNCaP ve HUVEC hicre hatlarinda Nobiletin ve/veya CpG-ODN
uygulamalarinin INF-B miktari tGzerine etkisi (CpG-ODN: CpG oligodinukleotid, N: Nobiletin,

K: Kontrol, (+): uygulama var, (-): uygulama yok).

4.5 Protein Analizi Bulgulari

Protein seviyelerinde meydana gelen degisimleri karsilastirabilmek amaciyla SDS-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve sonrasinda da Western blotting uygulamalari
yapilmistir.

4.5.1 Protein Miktar Tayini Bulgulari

PC-3, LNCaP ve HUVEC hucre hatlarina Nobiletin ve/veya ligand uygulamalari 6 ve
24 saat olmak Uzere muamele sonrasi hicrelerden total protein izole edilerek miktari
belirlenmistir (Sekil 14-15) ve sonrasinda uygun miktar (20 pg) protein alinarak SDS-PAGE
ve western blot deneyleri gerceklestirilmistir.
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Sekil 14. PC-3, LNCaP ve HUVEC hiucre hattinda Nobiletin ve/veya CpG-ODN
uygulamalarinin TLR9 total protein miktari Uzerine etkisi (LPS: Lipopolisakkarit, NOB:

Nobiletin, ug: mikrogram, ul: mikrolitre, (+): uygulama var, (-): uygulama yok).
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Sekil 15. PC-3, LNCaP ve HUVEC hicre hattinda Nobiletin ve/veya CpG-ODN
uygulamalarinin TLR9 total protein miktari Gzerine etkisi (ODN: Oligodinikleotid, NOB:

Nobiletin, ug: mikrogram, ul: mikrolitre, (+): uygulama var, (-): uygulama yok).

4.5.2 Western Blotlama Bulgulari

PC-3, LNCaP ve HUVEC hiicre hatlarina TLR4, TLR9, IRF3 ve IRF7 proteinlerinin
miktarini belirlemek icin Nobiletin ve/veya ligand uygulamalarl 6 ve 24 saat olmak Uzere
gerceklestirilmistir. TLR4 reseptdrinin uyariimasiyla baslayan sinyal yolaginda en son
basamakta gérev alan IRF3 ve TLR9 reseptdriinin uyariimasiyla baslayan sinyal yolaginda
en son basamakta gérev alan IRF7 protein miktari birlikte degerlendirilmistir.

TLR4 sinyal yolaginda Nobiletin ve/veya ligand uygulamalarina baktigimizda, PC-3
hucre hattinda LPS ile Nobiletin birlikte uygulandiginda TLR4 ve IRF3 protein miktari kontrol

27



grubuna gore artis gostermezken, yalniz TLR4 proteini Nobiletin olmayan uygulama
grubunda artis gostermistir (p<0.05) (Sekil 16). LNCaP ve HUVEC hiicre hattinda Nobiletin
olan uygulama gruplarinda TLR4 ve IRF3 pretin miktarlari kontrol grubuna gére azalirken, 24
saat sonunda Nobiletin olmayan uygulama grubunda TLR4 ve IRF3 protein miktarlari LNCaP
hiicre hattinda kontrol grubundan daha fazla artarken, HUVEC hiicre hattinda bu artis kontrol
grubundan daha azdir (p<0.05) (Sekil 17-18).
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Sekil 16. PC-3 hicre hattinda Nobiletin ve/veya LPS uygulamasi sonrasi TLR4 ve IRF3
relatif protein duzeyleri ve western blot goruntileri (NOB: Nobiletin, LPS: Lipopolisakkarit,
(+): uygulama var, (-): uygulama yok, *Kontrol grubu ile karsilastiriidiginda p<0.05

duzeyinde anlamli olarak farklr).
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Sekil 17. LNCaP hicre hattinda Nobiletin ve/veya LPS uygulamasi sonrasi TLR4 ve IRF3
relatif protein duzeyleri ve western blot goruntileri (NOB: Nobiletin, LPS: Lipopolisakkarit,
(+): uygulama var, (-): uygulama yok, *Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05

diizeyinde anlamli olarak farklr).
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Sekil 18. HUVEC hicre hattinda Nobiletin ve/veya LPS uygulamasi sonrasi TLR4 ve IRF3
relatif protein duzeyleri ve western blot goruntileri (NOB: Nobiletin, LPS: Lipopolisakkarit,
(+): uygulama var, (-): uygulama yok, *Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05

duizeyinde anlaml olarak farklr).
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TLR9 sinyal yolaginda Nobiletin ve/veya ligand uygulamalarina baktigimizda, PC-3
hiicre hattinda TLR9 proteini ligand olan gruplarda kontrol grubuna gore artis gostermistir ve
ligand yoklugunda sadece Nobiletin mumelesi TLR9 protein miktarini disurmustur ancak
IRF7 protein miktarinda bir degisiklik olmamistir (p<0.05) (Sekil 19). LNCaP hicre hattinda
24 saatlik muamele sonrasinda TLR9 ve IRF7 miktari sadece ligand uygulamasi olan grupta
kontrol grubuna gore artis gostermistir (p<0.05) (Sekil 20). HUVEC hicre hattinda ise,
sadece Nobiletin muamelesi TLR9 ve IRF7 miktarinl 24 saat sonunda azaltmistir (p<0.05)
(Sekil 21).
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Sekil 19. PC-3 hucre hattinda Nobiletin ve/veya ODN uygulamasi sonrasi TLR9 ve IRF7
relatif protein dizeyleri ve western blot gorintuleri (NOB: Nobiletin, ODN: Oligodinukleotid,
(+): uygulama var, (-): uygulama yok, *:Kontrol grubu ile karsilastinldiginda p<0.05

diizeyinde anlamli olarak farkl).
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Sekil 20. LNCaP hicre hattinda Nobiletin ve/veya ODN uygulamasi sonrasi TLR9 ve IRF7
relatif protein dizeyleri ve western blot gorintuleri (NOB: Nobiletin, ODN: Oligodinukleotid,
(+): uygulama var, (-): uygulama yok, *Kontrol grubu ile karsilastiriidiginda p<0.05
duzeyinde anlamh olarak farklr).
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Sekil 21. HUVEC hucre hattinda Nobiletin ve/veya ODN uygulamasi sonrasi TLR9 ve IRF7
relatif protein dizeyleri ve western blot gorintileri (NOB: Nobiletin, ODN: Oligodintkleotid,
(+): uygulama var, (-): uygulama yok, *:Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0.05

dizeyinde anlaml olarak farklr).
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4.6 Jelatin Zimografi Bulgulari

PC-3, LNCaP ve HUVEC hiicre hatlarina Nobiletin ve/veya ligand 6 ve 24 saat olmak
Uzere muamele edilmis ve sonrasinda huicrelerin kiltur Ust sivisindan jelatin zimografi
yontemiyle matriks metalloproteinazlarin (MMP-2 ve MMP-9) jel goruntlleri asagida
gosterilmistir (Sekil 22-27) ve miktari belirlenmigtir (Sekil 28-31).
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Sekil 22. PC-3 hicre hattinda Nobiletin ve/veya LPS uygulamalarinin jelatinaz (MMP-2)
ekspresyon ve aktiviteleri tzerindeki etkisi (M: Marker, NOB: Nobiletin, LPS: Lipopolisakkarit,
(+): uygulama var, (-): uygulama yok, kDa; kilodalton).
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Sekil 23. LNCaP hicre hattinda Nobiletin ve/veya LPS uygulamalarinin jelatinaz (MMP-2)
ekspresyon ve aktiviteleri tzerindeki etkisi (M: Marker, NOB: Nobiletin, LPS: Lipopolisakkarit,
(+): uygulama var, (-): uygulama yok, kDa; kilodalton).
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Sekil 24. HUVEC hticre hattinda Nobiletin ve/veya LPS uygulamalarinin jelatinaz (MMP-2)
ekspresyon ve aktiviteleri tizerindeki etkisi (M: Marker, NOB: Nobiletin, LPS: Lipopolisakkarit

(+): uygulama var, (-): uygulama yok, kDa; kilodalton).
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Sekil 25. LNCaP huicre hattinda Nobiletin ve/veya ODN uygulamalarinin jelatinaz (MMP-2)
ekspresyon ve aktiviteleri (zerindeki etkisi (M: Marker, NOB: Nobiletin, ODN:

Oligodinukleotid, (+): uygulama var, (-): uygulama yok, kDa; kilodalton).
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Sekil 26. LNCaP hucre hattinda Nobiletin ve/veya ODN uygulamalarinin jelatinaz (MMP-2)
ekspresyon ve aktiviteleri Gzerindeki etkisi (M: Marker, NOB: Nobiletin, ODN:
Oligodinukleotid, (+): uygulama var, (-): uygulama yok, kDa; kilodalton).

M
100 kDa —>
70 kDa —> —> MMP-2 (62 kDa)
55 kDa—>
S . + z T s + NOB
+ + - - + + - ODN
6 Saat 24 saat

Sekil 27. HUVEC hicre hattinda Nobiletin ve/veya ODN uygulamalarinin jelatinaz (MMP-2)
ekspresyon ve aktiviteleri Gzerindeki etkisi (M: Marker, NOB: Nobiletin, ODN:
Oligodintkleotid, (+): uygulama var, (-): uygulama yok, kDa; kilodalton).
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PC-3 ve LNCaP hiicre hatlarinda Nobiletin ve/veya LPS uygulamasi sonrasi MMP-9
aktivitesi gozlenirken, HUVEC hicre hattinda MMP-9 aktivitesine rastlanmamistir (p<0.05)
(Sekil 28). PC-3 ve LNCaP hicre hattinda Nobiletinin tek basina muamelesi 24 saat sonunda
MMP-9 aktivitesini azaltmistir (p<0.05) (Sekil 28). MMP-2 aktivitesi ise Nobiletinin tek basina
muamelesi sonrasinda LNCP hiicre hattinda 24 saat sonunda azalirken, PC-3 ve HUVEC
hiicre hattinda artmistir (p<0.05) (Sekil 29).
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Sekil 28. PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde Nobiletin ve/veya LPS uygulamalarinin MMP-9 enzim
aktivitesi Uzerine relatif etkisi (NOB: Nobiletin, LPS: Lipopolisakkarit, (+): uygulama var, (-):

uygulama yok).
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Sekil 29. PC-3, LNCaP ve HUVEC hucrelerinde Nobiletin ve/veya LPS uygulamalarinin
MMP-2 enzim aktivitesi Uzerine relatif etkisi (NOB: Nobiletin, LPS: Lipopolisakkarit, (+):

uygulama var, (-): uygulama yok).
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PC-3 ve LNCaP hicre hatlarinda Nobiletin ve/veya ODN uygulamasi sonrasi MMP-9
aktivitesi gozlenirken, HUVEC hicre hattinda MMP-9 aktivitesine rastlanmamistir (p<0.05)
(Sekil 30). PC-3 ve LNCaP hicre hattinda Nobiletinin tek basina muamelesi 24 saat sonunda
MMP-9 aktivitesini azaltmistir (p<0.05) (Sekil 30). MMP-2 aktivitesi ise Nobiletinin tek basina
muamelesi sonrasinda LNCP, PC-3 ve HUVEC hicre hattinda artmistir (p<0.05) (Sekil 29).
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Sekil 30. PC-3 ve LNCaP hicrelerinde Nobiletin ve/veya ODN uygulamalarinin MMP-9
enzim aktivitesi tGizerine relatif etkisi (NOB: Nobiletin, ODN: Oligodinikleotid, (+): uygulama

var, (-): uygulama yok).
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Sekil 31. PC-3, LNCaP ve HUVEC hucrelerinde Nobiletin ve/veya ODN uygulamalarinin
MMP-2 enzim aktivitesi Uzerine relatif etkisi (NOB: Nobiletin, ODN: Oligodinukleotid, (+):

uygulama var, (-): uygulama yok).
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda insan prostat kanseri hiicreleri olan PC-3 ve LNCaP hiicre kulturiinde
LPS VE CpG-ODN indiksiyonu ve antikanser, antiviral ve anti-inflamatuvar aktiviteye sahip
olan turuncgillerden bir polimetoksi flavanoid olan Nobiletinin TLR4 ve TLR9
sinyalizasyonundaki rolti ve bu sinyal yolaklari tzerindeki etkileri incelenmistir. Nobiletin
flavonoidinin prostat kanserinde immunoregulator rolindn belilenmesine yodnelik olarak
Ozellikle TLR4'Un baslattigi sinyal ile hem tumor biylmesine hem de timor inhibisyonuna
katki saglandigi gibi bir ikili géris mevcuttur. Ayrica Nobiletin flavonoidinin TLR9 aracili
sinyalin prostat kanserinde 6nemli olan metastazda rol oynadi§i dusunilmektedir. Bu
calismayla birlikte TLR4 ve TLR9 aracili baslayan sinyal Gzerine immiinoterapotik bir molekul
olma potansiyeli olan Nobiletin flavonoidinin hiicre proliferasyonu, TLR4 ve TLR9 gen
ekspresyonu, sinyal yolaginin aktifligi, TLR4 ve TLR9 sinyal yolu proteinleri (TLR4, TLR9,
IRF3 ve IRF7) ve TLR4 ve TLR9 sinyalinin MMP’ler (MMP-2 ve MMP-9) Uzerine etkisi
arastiriimistir.

TLR’ler kanseri de icine alan pek cok organda kanser gelisiminde 6nemli bir rol
oynamaktadir (EI-Omar vd., 2008). Yapilan son calismalar prostat kanserini da icine alan
insan timorlerinde TLR’lerin eksprese edildigini rapor etmekle beraber, fonksiyonel rolleri ile
ilgili karsit gorusler éne surmektedir (Droemann vd., 2005, Xie vd., 2009, Schmausser vd.,
2005). Enfeksiyon ya da yaralanmaya bagli inflamasyonun tiimérogenezi destekledigini, bir
yandan da apoptozisi indikleyip timor gelisimini baskiladigi rapor edilmistir (Colotta vd.,
2009). Tum analizlerde TLR4 ve TLR9 sinyal yolu sadece ligandlari (LPS ve ODN) ile
muamele edilen hicre hatti uygulama gruplar olusturulmustur. Béyle bir rol Gzerinde yine
antitimoral etkisi bilinen Nobiletin’in nasil bir etkisi oldugunu anlayabilmek icin ligand
muamaelesi ile birlikte Nobiletin muamelesi de yapilmistir. Ayrica ligand muamelesi
yapillmadan sadece Nobiletin mumamelesi uygulanarak antitimoral etki Gzerinde Nobiletin’in
roliniin belirlenmesi amaglanmistir.

TLR’ler sadece dogal immun sistem hicrelerinde degil; kanser hicrelerini de igine
alan immidn olmayan hicrelerde de eksprese edilmektedir (Paone vd., 2008). TLR4 ve
TLR9'un LNCaP ve PC3 prostat kanseri hiicre hatlarinda ekspresyonu ve TLR4 ve TLR9'un,
tumor buyidmesini durdurdugu ayrica TLR4’Un tumor buyimesine katki sagladigi gibi ikili rolt
bildirilmistir (Zhao vd., 2014). Calismamizda TLR4 ve TLR9 resepttr ekspresyonu Uzerinde
Nobiletin’in etkisi arastirilmis ve bu genlerin ekspresyonu ile timor agresivitesinin klinik
parametreleri arasindaki ilisk gosterilmistir. TLR4 ve TLR9 reseptoriniin ekspresyonlari PC-3
ve LNCaP hicrelerinde Nobiletin muamelesiyle birlikte azalmasinin yaninda HUVEC
hicrelerinde ekspresyonun artmasi Nobiletinin kanser hiicreleri Gzerinde gen ekspresyonunu

baskilayici bir etki gosterdigini acikca ortaya koymaktadir. Bu durum bize TLR'leri hedef
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olarak kullanan terapttik midahalelerin ¢ogaltiimasi gerektigi, gen dizeyinde meydana
gelen bu etkinin farkli durumlardan kaynaklanabilecegi fikrine agikhk getirmek icin daha ileri
arastirmalarin yapilmasi gerektigi sonucunu ortaya koymustur.

TLR’lerin uyariimasi inflamatuvar sitokinlerin yapimiyla sonuglanan NF-kB, MAPK’lar,
Jun N-terminal kinazlar (JNKs), p38, ERK ve interferon diizenleyici faktorler (IRF3, IRF5, and
IRF7) sinyal yolaklarinin aktivasyonu ile sonuglanmaktadir (Lee ve Kim, 2007). LNCaP htcre
hattinda aktive olan TLR4 sinyal yolagi sonunda yapimi gerceklesen INF-a ve INF-(
miktarinin Nobiletin muamelesiyle azalmasinin yani sira PC-3 hicre hattinda miktar
degismezken, HUVEC hicre hattinda bu sitokinlerin miktari artmistir. Ayrica TLR9 sinyal
yolagi incelendiginde PC-3 hiicre hattinda bu sitokinlerin miktari Nobiletin muamelesiyle
artmistir. Bu durum bize aktive olan TLR4 sinyal yolagi Uzerinde AR-bagimli LNCaP hicre
hattinin Nobiletine daha duyarli oldugunu ve Nobiletin'in sinyal yolagini baskiladigini
gOstermistir. AR-bagimsiz olan PC-3 hicre hattinda ve HUVEC hlicre hattinda, Nobiletin’in
bu baskilayici etkisinin olmamasi, Nobiletin’in prostat kanseri Uzerindeki etkisinin AR ile
baglantili olabilecegini ortaya koymaktadir.

TLR4 bakteriyal lipopolisakkaritleri (LPS), TLR9 DNA'daki metillenmemis CpG’leri
(CpG-ODN) tanimaktadir (Poltorak vd., 1998). Ligandi ile aktiflesen reseptor bir dizi proteinin
asag! yonlu aktiflesmesiyle gerceklesen sinyal iletimini baslatir ve bu yolak mitojen-aktiviteli
protein kinazlarin (MAPKSs), nukleer faktdr-kappa B (NF-kB) ve TLR4 sinyal yolagi igin
interferon duzenleyici faktor-3 (IRF3)’n, TLR9 sinyal yoladi i¢in interferon diizenleyici faktor-
7 (IRF7)aktive olmasiyla sonuglanir (Kawai vd. 2006). Bu nedenle TLR4 ve TLR9un
baslattigi sinyal yolaklarinda IRF3 ve IRF9 proteininin ve reseptor proteinlerin (TLR4 ve
TLR9) miktari analiz edilerek Nobiletin uygulamalar sonrasi sinyal yolaklarinin aktif olup
olmadigi ve Nobiletinin bu yolaklar tzerine etkisi belirlenmistir. TLR4 reseptori ile baslayan
sinyal yolaginda, PC-3 ve LNCaP hiicre hatlarinda TLR4 ve IRF3 proteini miktarinin
Nobiletin yoklugunda artarak Nobiletin varliginda artmamasi, Nobiletinin sinyal yolagi
lizerinde baskilayici bir etkisinin oldugunu gostermektedir. Ayrica kontrol hiicre hattinda
Nobiletinin TLR4 ve IRF3 miktarini azaltirken, Nobiletin yoklugunda bu proteinlerin miktarinin
kontrol grubuna gore degismemesi, Nobiletinin sinyal yolagini baskiladigini kanitlamaktadir.
TLR9 reseptérl ile baslayan sinyal yolaginda, PC-3 ve LNCaP huicre hatlarinda TLR9 ve
IRF7 proteini miktarinin Nobiletin yoklugunda artarak Nobiletin varliinda artmamasi,
Nobiletinin sinyal yolagi tGzerinde baskilayici bir etkisinin oldugunu gostermektedir. Ayrica
kontrol hiicre hattinda Nobiletinin TLR9 ve IRF7 miktarini azaltirken, Nobiletin yoklugunda bu
proteinlerin miktarinin kontrol grubuna goére degismemesi, Nobiletinin sinyal yolagini
baskiladigini kanitlamaktadir. TLR4 ve TLR9 sinyal yolaklari tzerinde Nobiletinin benzer

etkisinin goridlmesi ve kanser hicrelerinde baskilayici bir etki gostermesi, bu flavonoidin
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antitimoral bir etkiye sahip olabilecegi fikrini destekimektedir. Ayrica diger TLR sinyal iletim
yollari icin de Nobiletin flavonoidinin etkilerinin incelenmesi gerektigini gbéz ©nine
sermektedir.

Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler) elastin, kollajen ve proteoglikanlar gibi
ekstraseluler matriks (ESM) proteinlerini yikima ugratan, 24 farkli endopeptidazdan olusan
bir enzim ailesidir (Nagase vd. 1999, Reel, 2006). Jelatinaz A (MMP-2) latent formu 72 kDa,
aktif formu 66 kDa molekil agirhgindadir (Sethi vd., 2000). MMP-2 ekspresyonunun kolon
(Sundov vd., 2008), pankreas (Evans vd., 1997), meme (Talvensaari vd. 1998), over
(Perigny vd. 2008), prostat (Trudel vd. 2008) ve akciger (Leinonen vd., 2008) tumor
dokusunda artti§i saptanmis ve s06z konusu MMP koti prognoz faktérii olarak
degerlendirilmistir. Jelatinaz B (MMP-9) ise latent formu 92 kDa, aktif formu 84 kDa molekil
agirhgindadir (Evans vd., 1997). Prostat kanserli dokularda inflamasyon sirecinde rol
oynayan enzimlerin roldyle ilgili bir calismada, bu dokulardan izole edilen proteinlerde MMP-
2 ve MMP-9'un ekspresyonlarinin belirgin sekilde arttigi gosterilmistir (Konig vd., 2004).
Calismamizda da benzer sekilde kontrol hiicre hattina gore jelatinaz aktivitesinin ¢zellikle
MMP-2 aktivitesinin prostat kanseri hiicre hatlarinda ¢ok fazla oldugu gézlenmistir. 2001'de
Dong ve arkadaslan 0zellikle MMP-2 (jelatinaz-A) ve MMP-9 (jelatinaz-B)'un prostat
kanserinde ekspresyon dizeyinin arttigini belirtmstir (Dong vd., 2001). Metastaz yapma
kapasitesi olan invaziv yapidaki prostat kanser hicrelerinin de yine yakinlarindaki stromal
hicreler ile etkilesim icinde calisarak birlikte drettikleri MMP’ler araciligiyla ekstraseliler
matriksin yikimindan sorumlu oldudu gdsterilmistir (Dong vd., 2001). Calismamizda elde
ettigimiz sonuglara gore; TLR4 ve TLR9 sinyal yolagi uyariimis hicrelerde MMP-2 miktari
Uzerine Nobiletin uygulamasi zamana bagh olarak jelatinaz aktivitesini PC-3 ve HUVEC
hiicre hattinda arttirmis ancak LNCaP htcre hattinda azaltmistir. Bu durum bize aktive olan
TLR4 ve TLR9 sinyal yolaklarinda Nobiletinin de MMP-2 miktarini arttirmada metastatik bir
faktor olarak davrandigini gostermistir. Ayrica kontrol hiicre hatti ile birlikte AR duyarsiz olan
PC-3 hicre hatti ve HUVEC hicre hattinda bu modulator etkinin artip, AR duyarli olan
LNCaP hicrelerinde azalma yonli bir etkisinin olmasi, AR duyarliiginin MMP-2 aktivitesi
Uzerine rol oynadigini géstermistir. MMP-9 aktivitesi icin ise, Nobiletin muamelesi ile jelatinaz
aktivitesinin baskilanarak kanser hiicresinin metastatik karakterini azaltabilecegi gozlenmigtir.
Kontrol hiicre hattinda MMP-9 aktivitesinin gozlenmemesi, Nobiletinin kanser hiicre hattinda
kullanildiginda anti-metastatik bir moduilatér olabilecedi ihtimalinin oldugu yargisina
ulasiimistir. Kanser hiicre hatlarinda farkli sonuglar elde etmemiz daha ileri analizler yaparak
AR-duyarliligi, Nobiletin ve metastaz arasindaki iliskinin arastiriimasi gerektigi sonucuna

varmamiza neden olmustur.
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Sonug olarak, Nobiletinin anti-timoral ve anti-metastatik etkisinin varligi hem TLR4
hem TLR9 sinyal iletim yolu igin gosterilmistir. Prostat kanseri hiicre hatlarindan AR-duyarli
LNCaP hicre hattinin Nobiletine kargi daha duyarlh olmasi, AR-duyarliiginin prostat
kanserinde teropatik molekullere kargl yanitta énemli rol oynadigini ortaya koymustur. Bu
bulgulara ek olarak Nobiletinin reseptor gen ekspresyonlarini baskilamasi bu flavonoidin
terapotik molekil olarak gen duzeyinde etkili oldugunu gdstermistir. Kontrol hiicre hattinda
ise Nobiletinin bdyle bir etkisinin gbézlenmemesi kanser hicre hatlarinda bu yolagin
aktivitesinin duyarhhdinin fazla oldugunu ve daha kolay manuple edilebilecedi fikrini 6ne
surmektedir. Ancak Nobiletinin TLR4 ve TLR9 sinyal yolaklari Gzerindeki bu etkilerinin altinda
yatan molekuler mekanizmalar hala belirsizdir. Nobiletnin bu projede belirlenen anti-timoral,
anti-metastatik ve gen dizeyindeki baskilayici etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin neler
oldugunun belirlenmesi i¢cin daha ileri molekiler teknikler kullanilarak yeni projelerin

gelistiriimesi gerekliligi bu arastirmanin sonugclari olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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Toll-benzeri reseptoérler (TLR'ler) epitelyal, immun ve kanser hiicrelerinde eksprese edilen iyi
bilinen bir patern tanima reseptéru ailesidir. Nobiletin, kanser karsiti 6zelliklere sahip ve
prostat kanseri riskini azalttigi bildirilen bir O-metillenmis flavonoiddir. Bu ¢alismada
Nobiletinin etkileri TLR4 ve TLR9 lzerinde PC-3, LNCaP ve HUVEC hiicre hatlarinda
arastinlmigtir. LPS (lipopolisakkarit) ve CpG-ODN (CpG oligodeoksinikleotid) sirasiyla TLR4
ve TLRO situmdilasyonu igin kullanilmigtir. Hiicre canhihdi WST-1 ile analiz edilmigtir.
Nobiletinin inhibe edici konsantrasyonu (IC50) LNCaP igin 20 uM, PC-3 ve HUVEC igin 40 uM
olarak bulunmustur. JElatinaz aktivitesi ve protein ekspresyonu sirasiyla zimografi ve western
blot ile analiz edilmistir. MMP-2 ve MMP-9 jelatinaz aktivitesi PC-3 ve LNCaP i¢in dusuk
bulunmustur. MMP-2 aktivitesi HUVEC igin yliksek bulunmasina ragmen, MMP-9 aktivitesi
g6zlenmemistir. Ayni zamanda Nobiletinin TLR4 ve IRF3 protein miktarini azalttig
bulunmustur. TLR4 ve TLR9 gen ekspresyonu Gergek Zamanli Kantitatif Ters Transkripsiyon
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR) ile analiz edilmistir. Nobiletin'in TLR4 ve TLR9 gen
ekspresyonunu azalttigi LNCaP hucrelerinde gozlenmistir. Sitokinler (INF-? ve INF-?) Enzim
bagli immunosorbent deneyi (ELISA) ile analiz edilmigtir. Nobiletinin INF-? ve INF-? miktarini
LNCaP hucrelerinde azalttigi bunmustur. TLR4 ve TLR9 sinyal yolaklarini Nobiletinin 6zellikle
LNCaP hucrelerinde baskiladigi gézlenmistir. Tim sonuglar birlikte degerlendirildiginde,
Nobiletinin etkisinin AR- bagimlidir ve TLR4 ve TLR9 sinyal yolaklar Gzerinde baskilayici bir
etki gostermektedir. Arastirmamiz blyuk potansiyeli olan TLR4 ve TLR9 sinyal yolaklarinin
yeni tedavi yaklasimlari igin 6nemli oldugunu géstermistir ve galismamiz yeni projeler igin
prostat kanseri, Nobiletin ve TLR?ler arasindaki iliskide molekuler mekanizmanin varligini
gOstermistir.
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