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OZET

Giliniimilizde kastrasyon direngli prostat kanseri (KDPK) mevcut taksan tiirevi ilaglar
ile etkin tedavi edilememektedir. KDPK tedavisi i¢in yeni yaklagimlarin gelistirilmesi
gerekmekte ve bu anlamda biyoaktif molekiillerin zengin kaynaklar1 olarak bitkiler yogun
ilgi ¢cekmektedir. Son yillarda sahip oldugu antitimoral 6zellikteki bilesikler nedeni ile
Juniperus L. tirlerinin kanser tedavisinde faydalanilabilecek bitkiler arasinda yer

alabilecegi diisiiniilmektedir.

Gergeklestirilen ¢alismada Tiirkiye florasinda yetisen iki farklt Juniperus L. tiiriine ait
yaprak ve meyve sulu oziitlerinin iki farklit KDPK hiicre hatt1 ve bir normal hiicre hattinda
sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Sitotoksisite analizine gore Juniperus L. dziitlerinin
KDPK  hiicreleri {iizerindeki secici sitotoksik etkisinin doz-zaman bagimli arttig1
bulunmustur. Hiicre 6liimiiniin morfolojik ve immiinohistokimyasal analizlerine gore 48
saatlik 0Oziit uygulamasinda erken apoptozda artis saptanirken, 72 saatlik Oziit
uygulamasinda yiiksek oranda ge¢ apoptotik ve daha az oranda nekrotik hiicre Gliimii
belirlenmistir. Tiirler arasinda J. excelsa' nin, tiir i¢cinde ise yaprak oziitlerinin daha etkili
oldugu bulunmustur. HPLC-DAD analizi ile 6ziitlerin farkli sayida ve miktarda fenolik
bilesik igerdigi saptanmis ve saptanan fenolik bilesiklerin yaprak oziitlerinde daha ¢ok
olmak tizere klorojenik asit, ferulik asit, gallik asit, kaempferol-3-glikozit, rutin ve t-
cinnamik asit oldugu belirlenmistir. RT-qPCR analizine gore Juniperus L. oziitlerinin
KDPK hiicre hatlarinda MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyonlarinda (sirasiyla p<0.01 ve

p<0.05) anlaml1 azalisa yol actig1 saptanmustir.

Mevcut tez ¢alismasi ile Juniperus L. oziitlerinin KDPK hiicre hatlarindaki
antitimoral etkileri literatiirde ilk kez arastirilmistir.  Bulgularimiz dogrultusunda
Juniperus L. tiirlerinin, kanser tedavisinde yeni terapdtik aday arastirmalari i¢in dnemli
bitki tiirleri arasinda yer alabilecegini ve ileri ilag arastirmalarinda Juniperus L. tiirlerinde

bulunan kii¢iik molekiillerin umut vaat eden bilesikler olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Juniperus, prostat kanseri, KDPK, sitotoksik etki



SUMMARY

Investigation of Cytotoxic and Antitumoral Effects of Leaf and Berry Extracts from
Two Different Juniperus Species (Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. and
Juniperus excelsa M. Bieb. subsp. excelsa) on DU145 and PC-3
Prostate Cancer Cell Lines

Nowadays, castration resistant prostate cancer (CRPC) can not be effectively treated
with available taxane derivatives. It is needed to develop new aprroaches for the treatment
of CRPC. In this sense, plants, the richest source of bioactive molecules, have attracted
interest. In recent years, cause of having compounds with antitumor properties, Juniperus

L. species is thought to be among the plants that can be utilized in cancer therapy.

In the present study, cytotoxic effects of leaf and berries aqueous extracts of two
different Juniperus L. from Turkey on CRPC and a normal cell lines were evaluated. It
was determined that selective cytotoxic effects of the extracts on CRPC cell lines was
increased dose and time dependent manner. According to the morphological and
immunohistochemical analysis of cell death, while an increase was detected in early
apoptosis after 48 h, for 72 h application higher rate of late apoptotic and lower rate of
necrotic cell death were detected. More cytotoxic effect was revealed in J. excelsa extracts
between two species and in leaf extracts in the same species. The extracts were determined
by HPLC-DAD analysis to contain phenolic compounds including chlorogenic acid, ferulic
acid, gallic acid, kaempferol-3-glycoside, rutin and t-cinnamic acid with different number
and amount. It was also revealed that phenolic compounds were more abundant in leaf
extracts.  According to RT-gPCR analysis, Juniperus L. extracts significantly
downregulated MMP-2 (p<0.01) and MMP-9 (p<0.05) gene expression levels in CRPC cell

lines.

This is the first study to investigate antitumor effects of Juniperus L. extracts on
CRPC cell lines. In accordance with our findings, we suggest that Juniperus L. may be
important plant species as a new therapeutic candidate and small molecules found in
Juniperus L. species are possibly promising compounds in advanced drug research for

cancer therapy.
Key words: Juniperus, prostate cancer, CRPC, cytotoxic effect
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GIRIS

Prostat kanseri gelismis tilkelerde erkeklerde en sik rastlanan epitel kokenli solid doku
kanseridir. Ulkemizde ise goriilme siklig1 agisindan akciger kanserini takiben ikinci sirada
yer almaktadir (1). Prostat kanseri iliskili 6liimlerin biiyiikk oranda metastaz kaynakli
oldugu bilinmektedir (2). Oldukg¢a heterojen formlarda ortaya ¢ikabilen bu hastaligin
klinik olarak anlamli formu lokal ileri prostat kanseridir. Metastatik potansiyel tasiyan
lokal ileri prostat kanserinin tedavisinde cerrahi miidahalenin yani sira anti-androjenik
ajanlarin kullanimi ile prostat kanseri progresyonunda yasamsal etkisi oldugu bilinen
androjen reseptOr sinyalizasyonunu represe etmeyi hedefleyen kimyasal kastrasyon
yaklagimlar1 (endokrin terapi) uygulanmaktadir (3). Mevcut tedavinin baslangicta oldukca
etkin sonuglar1 olsa da hastalarin %80-90'inda yaklasik 18-24 ay sonra androjene duyarsiz
olarak ortaya c¢ikan ve kastrasyon direngli prostat kanseri (KDPK) olarak tanimlanan
agresif fenotiple karsilagilmaktadir. Etkin tedavisi su an i¢in miimkiin olmayan KDPK'da
anti-androjenik ilaglarin yaninda en etkili kemoterap6tik ajanlarla ortalama yasam siiresi

birkag ay ile sinirhdir (4).

Pek ¢ok kanser tiirliniin giiniimiizdeki tedavisinde siklikla bitkisel metabolitler
kullanilmaktadir. KDPK tedavisinde kullanilan mevcut kemoterapotik ajanlar da
(dosetaksel ve kabazitaksel) bitkisel kokenli taksan tiirevleridir (5). Son yillarda kanser
tedavisinde daha etkin yaklagimlarin olusturulmasina katki saglamay:1 hedefleyen pek ¢ok
calismada genis spektrumlu farmakolojik 6zelliklere sahip bitkilerin ya da bitkisel koékenli
metabolitlerin dnemli terapotik adaylar olabilecegi belirtilmektedir (6-10). Ulkemiz,
cografi ve iklimsel kosullarinin bir avantaji olarak olduk¢a zengin floraya sahip nadir
tilkeler arasinda yer almaktadir. Kuzey yarim kiirede 70, iilkemizde ise 7 tiir ile temsil
edilen ve fenolik bilesikler, flavonoidler, esansiyel yaglar, lignanlar, terpenoidler yoniinden
zengin bitkiler olan Juniperus L. (ardig) tiirlerinin farmakolojik 6zellikleri nedeniyle diinya
capinda geleneksel tipta kullanimlari oldukca yaygindir (11). Son yillarda Juniperus L.
tirlerinin yaprak ve meyvelerinden farkli ¢oziiciiler ve farkli ekstraksiyon yontemleri
kullanilarak elde edilen oziitlerin veya oOziitlerden izole edilen farkli tipteki etken
maddelerin c¢esitli kanser tiirleri iizerinde sitotoksik etkilere sahip olduguna yonelik
bulgular artis gostermistir (12-15). Mevcut bulgular sitotoksik etkisi arastirilan Juniperus
L. tiirtine, kanser tipine, 6ziit ekstraksiyon kosullarina ve oziitiin igerigine bagh degisim

gostermektedir. Literatiirde Juniperus L. tiirlerinin kastrasyon direngli prostat kanseri



tizerindeki olasi sitotoksik etkilerinin  degerlendirildigi  herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Ayrica daha ¢ok igerik Kkarakterizasyonuna yonelik gerceklestirilen
mevcut c¢alismalarin pek ¢ogunda kanser hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisi saptanan
Oziitlerin normal hiicreler {izerindeki etkileri degerlendirilmemis, belirlenen sitotoksik
etkinin hiicre 6liimii tizerindeki ileri analizleri gergeklestirilmemistir. EK olarak Juniperus
L. tiirlerinin sahip oldugu antitimoral etkilerin olas1 molekiiler mekanizmalarini aragtiran

caligmalar ise oldukca az sayidadir.

Bu dogrultuda mevcut tez galismasiin hipotezini Tiirkiye florasinda dogal olarak
yetisen iki farkli Juniperus L. tiirline ait yaprak ve meyve oziitlerinin KDPK hiicre hatlari
tizerindeki olas1 sitotoksik etkileri olugturmaktadir. Tez ¢aligmasi kapsaminda Uludag'in
Kirazliyayla ve Harmancik mevkiinden toplanan iki farkli Juniperus L. tiiriine ait yaprak
ve meyvelerden sulu 6ziitler hazirlanarak dort farkli 6ziitiin iki farkli KDPK ve bir normal
hiicre hattinda sitotoksik etkileri arastirilmis, saptanan sitotoksik etkinin hiicre olimii
lizerindeki etkileri iki farkli yontem kullanilarak tespit edilmistir. Oziit muameleleri
sonrasinda, kanser hiicrelerinde invaziv siireclerde gorev aldigi bilinen matriks
metalloproteinaz-2 (MMP-2) ve -9 (MMP-9) genlerinin ekspresyon diizeylerindeki
degisimler RT-gPCR ile analiz edilmistir. Ayrica tiim 6ziitlerin HPLC-DAD analizi ile 33
farkli fenolik bilesik icin icerik analizleri ger¢eklestirilmis olup, dziitlerin tiimiinde farkl
miktarlarda 6 farkl fenolik bilesik belirlenmistir. Mevcut tez ¢aligmasi ile Juniperus L.
tirlerinin KDPK hiicre hatlar1 lizerindeki sitotoksik etkisi ilk kez arastirilmistir.  Sulu
ekstraksiyon yontemi ile hazirlanan iki farkli Juniperus L. tiiriine ait yaprak ve meyve
ozitlerinin KDPK hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksik etkisinin literatiirdeki benzer
caligmalara gore daha kapsamli degerlendirildigi ilk ¢alisma olarak, bulgularimizin ilgili
alanda gelecek c¢alismalara 1s1k tutacagimi diistinmekteyiz.  Ayrica sonuglarimiz
dogrultusunda antitiimoral 6zellikteki pek ¢ok kiiciik molekiiliin kaynagi olarak Juniperus
L. tiirlerinin kanser tedavisi i¢in ileri ilag arastirmalarinda kullanilma potansiyeli yiiksek

bitki tiirleri olabilecegi goriisiindeyiz.



GENEL BIiLGILER

2.1. Prostat Bezinin Yapisi ve Fonksiyonu

Prostat, mesanenin hemen altinda lokalize, yaklasik 15-20 gr agirliginda fibromuskuler
ve glandiiler yapili bir salgi bezidir. Konik yapili ve uzunlugu yaklasik 2.5 cm olan prostat
bezi erkek lireme sisteminde iiretrayr sararak mesane boynu ile devam eder (Sekil-1a).
Erkeklerde prostat gelisimi ddllenmenin 8. haftasinda baglar, fetal testislerden androjen
hormonu iiretimiyle birlikte 16. haftaya kadar siirer. Epitelyal ve stromal hiicrelerden
olusan prostat dokusu prostatik iiretra ile olan iligkisine gore glandiiler ve nonglandiiler
olmak iizere iki ana bolgeye ayrilir (16). Glandiiler bolge santral zon, periferik zon ve
preprostatik zondan olusur (Sekil-1b). Periferik zon glandiiler prostat dokusunun yaklagik
%70'ini olugturup prostat karsinomlarinin %70-75 oraninda en sik koken aldig1 bolgedir.
Periferik zonu takiben karsinomlarin %15-20'si santral zondan ve %10-15'i preprostatik

bolgede yer alan transizyonel zondan kaynaklanir (17).

Mesane

Seminal vezikil

Ejakulatuar kanal
Prostat bezi
o—Penis

Uretra

Prostat Santral zon

Uretra Preprostatik
C zon

«—— Corpus cocrin
Tp" 8 Periferik zon
cavernosum

On yuz

Yan yuz

Sekil-1 (a)Erkek tireme sistemi ve prostat bezi anatomisi, (b)Prostatin glandiiler zonu (18)

Prostat bezi fonksiyonu agisindan fertilizasyon siirecinde biiyiik 6nem tagimaktadir.
Sperm hiicrelerinin biiyiime gelismesini destekleyen, canliligin1 korumasini saglayan ve
hiicreleri fertilizasyona hazir halde tutan ortalama 2-5 ml hacme sahip seminal plazmanin
biiyiik kismin1 seminal vezikiil sekresyonu olusturmaktadir. Prostat bezinden salgilanan
prostat spesifik antijen (PSA) bir serin proteaz olup semenogelin adi verilen seminal
proteinin proteolizi yolu ile seminal sivinin ¢6ziinmesini saglar. Prostattan saglanan sitrik

asit ise seminal sivinin ozmotik dengesini koruyucu gorev tstlenir (19).



2.2. Prostat Kanseri, Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Prostat kanseri, prostat bezindeki genetik ve epigenetik degisimler sonucu hiicre
proliferasyonu ve hiicre olimii arasindaki dengenin bozulmasiyla organ hacminin
bliylimesi sonucu normal glandiiler yapinin preneoplastik lezyonlara doniisiimiiyle
karakterize invaziv bir karsinom tiiriidiir. Ozellikle gelismis iilkelerde erkeklerde en sik
rastlanan epitel kokenli solid doku kanseridir (20). Uluslararast Kanser Ajansi'nin son
istatistiklerine gore her yil yaklagik 1.1 milyon yeni olguya prostat kanseri tanisi
koyulmaktadir. Diinya'da Kansere bagli 6liim nedenleri arasinda ise besinci siradadir (1).
Diinya genelinde erkeklerde goriilen tiim kanser tiirlerinin %11'inden ve kansere bagh
oliimlerin %9'undan sorumlu olan prostat kanserinin yasa gore standardize edilmis insidans
ve mortalite hiz1 Sekil-2'de gosterilmistir. Ulkemizde ise goriilme siklig1 acisindan akciger
kanserini takiben ikinci sirada yer almaktadir (7). Tiirkiye’de prostat kanserinin yasa gore
standardize edilmis hiz1 ise 100.000 kiside 36.1 olarak agiklanmistir (Sekil-3).

insidans Mortalite
Avustralya/Yeni Zenlanda
Kuzey Amerika
Bat1 Avrupa
Kuzey Avrupa
Karayip
Mikronezya
Giiney Afrika
Giiney Amerika
Giiney Avrupa
Bat1 Avrupa
Orta Amerika
Kuzey Asya
Orta Asya
Bat1 Afrika
Dogu Afrika
Melanezya
Giineybat1 Asya
Kuzey Afrika
Bat1 Asya

Giiney Asya

I T T T T T T T T T T T T T 1
140120100 80 60 40 20 O 20 40 60 80 100 120 14

Sekil-2 Diinya genelinde yasa gore standardize edilmis prostat kanseri insidans ve
mortalite hiz1 (100.000 kiside) (1)



Trakea,Brons,Akciger G G0
Prostat NN 36,1
Mesane _— 21,4
Kolorektal | 210
Mide e 16,2
Larinks |l 8,1
Non-Hodgkin lenfoma .- 7,2
Bobrek W 6,3
Pankreas WM 5,4
Beyin, sinir sistemi _- 5,4

Sekil-3 Tiirkiye'de erkeklerde en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizi
(100.000 kiside) (21)

Prostat kanserinin epidemiyolojisi ve etiyolojisinde yas, irk, ¢evresel etkiler (diyet),
hormonal etkiler ve genetik etmenler gibi pek ¢ok dnemli faktérden soz edilebilir. Prostat
kanseri yasla birlikte insidansta en hizli artis1 gosteren kanser tiiriidiir. Yeni tan1 konmus
hastalarin %75'inden fazlas1 65 yas istiidiir (22). Diinya'da prostat kanseri insidansi en
yiksek olan ik ise Amerikali zenci wktir (20). Prostat kanserinin gelisimi ve
progresyonuna neden olan faktorler kesin olarak bilinmemesine ragmen literatiirde diyet ile
alinan likopen, vitamin D, vitamin E ve selenyumca zengin besinlerin prostat kanseri
insidansini azalttig1 belirtilmekteyken yiiksek miktarda kalsiyum aliminin ve et tiiketiminin

ise prostat kanseri agisindan risk faktorii olabilecegi bildirilmistir (23).

Prostat kanserinin gelisimi ve progresyonu normal prostat dokusunda oldugu gibi
hormon bagimlidir (24). Androjen, testislerdeki Leydig hiicreleri ve adrenal bezlerce
tiretilen erkek steroid hormonudur. Kandaki testesteronun azalmasina paralel olarak
hipotalamustan uyar1 geldiginde luteinize edici hormon salinimindan sorumlu olan hormon
(LHRH/GNnRH) salgis1 artar. LHRH reseptorlerinin aktif hale gegmesi ile luteinize edici
hormon (LH) salmimi uyarilir. LH sirkiilasyonu Leydig hiicrelerinde steroidogenezi
uyararak androjen iiretimini baslatir. Uretilen testosteron prostat i¢ine girdiginde 5- a-
rediiktaz tip 2 (SRD5A2) enzimi tarafindan androjenin daha aktif formu olan
dihidroksitestosterona (DHT) déniistiiriiliir. DHT, hiicre i¢cinde androjen reseptoriine (AR)
baglanir ve olusan bu kompleks niikleusa giris yapar (Sekil-5). DHT bagh AR,

ekspresyonu androjen tarafindan diizenlenen genlerin promotdr bolgelerindeki androjen
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cevap elementleri (ARE) olarak isimlendirilen spesifik DNA dizilerine baglanarak PSA'y1
kodlayan KLK3 geninin de iginde yer aldigi hedef genlerin transkripsiyonunu uyarir (4).
Prostatik bazal epitel hiicrelerin salgi luminal epitel hiicrelere doniistimiinii gerektiren
normal farklilasma siirecinde, stromal hiicrelerin parakrin destegi araciligiyla gerceklesen
prostatik epitel hiicrelerin proliferasyonunda ve yasaminda AR sinyalizasyonu gorev

almaktadir.

m B & scenisan
m

. Lavéiz Hicralert

LH

Hipotalamus, LHRH

Sekil-5 Prostat hiicrelerinde AR sinyalizasyon mekanizmasi (4)

Prostat kanseri insidansini etkileyen onemli bir faktdr de genetik yatkinhktir. Tim
prostat kanserlerinin yaklasik %10 oranda nadir otozomal dominant prostat kanseri
yatkinlik genlerinden kaynaklandigi hipotezi ¢esitli kanitlar ile desteklenmistir. Birinci
derece akrabalarinda prostat kanseri hikayesi olan bireylerde 2-3 kat risk artis1 (25), birinci
derece akrabalarinda iki ya da daha fazla kiside prostat kanseri hikayesi olan bireylerde 5-
11 kat risk artis1 s6z konusudur (26). Bu rakamlar ailesinde prostat kanseri hikayesi
olmayan erkeklere kiyasla 8 kat fazla risk teskil etmektedir. Aile hikayesi olan erkeklerde
hastalik ¢ok daha erken yaslarda ortaya ¢ikmakla beraber bu siire yaklagik olarak sporadik
olgulara gore 6-7 yil 6ncedir (27). Ailesel prostat kanser riski sebebiyle genetik danisma
gerektiren erkek adaylar, ii¢ ya da daha fazla birinci derece yakininin (baba, ogul, erkek
kardes) prostat kanseri olmasi, paternal ya da maternal kaynakl ii¢ nesilde ardigik sekilde

hastaligin goziikmesi, en az iki akrabasinin 55 yasindan dnce prostat kanseri tanisi almis



olmasi veya maternal kaynagi da igeren en az ii¢ akrabasinda prostat kanseri hikayesi
olmasi seklinde siralanan Hopkins Kriterleri’nden en az birini tasimalidir (28). Ailesel
prostat kanserini net sekilde saptamak ve yiiksek prevelans nedeniyle hastaligin sporadik
formundan ayirmak ¢ok miimkiin olmasa da farkli ¢alismalar ile prostat kanserine

yatkinliktan sorumlu olarak tanimlanmis pek ¢ok gen bulunmaktadir (Tablo-1).

Tablo-1 Prostat kanserine yatkinliktan sorumlu olarak tanimlanmis genler

Gen Kromozomal Lokus Kaynak
RNASEL (HPC1) 1024-25 (29)
ELAC2 (HPC2) 17p11 (30)
HPCX X027-28 (31)
HPC20 20913 (32)
MSR1 8p22-23 (33)
HOXB13 17q21-22 (34)
NBS1 8021 (35)

2.3. Prostat Kanserinde Klinik ve Histopatolojik Evreleme

Serum PSA diizeyi, klinikte prostat kanseri tanisinda yaygin olarak kullanilan bir
parametredir. Prostatik semptomlara bagli olarak iiriner fonksiyon bozukluklar1 artmus,
anormal rektal tuse bulgulu ve serum PSA diizeyi >4 ng/ml olan erkek bireylerde prostat
kanseri siiphesi nedeni ile biyopsi endikasyonu s6z konusudur (36). Prostat kanseri pozitif
doku orneklerinin evrelemesindeki amag ise prognozu tayin ederek hastaligin yayilimina
gore uygun tedaviyi belirlemektir. Prostat adenokarsinomlarinin  patolojik
degerlendirilmesinde en yaygin kullanilan sistem prostat biyopsi Orneklerinin 151k
mikroskobu altinda analiz edildigi Gleason evreleme sistemidir (37). Bu sistemde sitolojik
ozelliklerden bagimsiz olarak tiimoriin glandiiler diferansiasyonu ve biiyiime paterni
stromal iliski agisindan degerlendirilir. Primer ve sekonder yapisal paternler belirlendikten
sonra tiimoriin agresifligi 5 temel Gleason evre paternine gore tanimlanir; derece 1 iyi
diferansiasyonu, derece 5 kotii diferansiasyonu gosterir (Sekil-6). Primer ve sekonder
yapisal paternler i¢in ayri ayri derecelendirme yapildiktan sonra elde edilen degerler
toplanarak Gleason skoru elde edilir. Gleason skoru 2-4 arasi tiimoérler iyi diferansiye, 4-6
tiimorler orta diferansiye, 7 orta-kotii diferansiye ve 8-10 kotii diferansiye seklinde
gruplandirilir. Gleason skoru yiiksek olan tiimorler, diisiik skorlu tiimdorlere gore agresif

fenotipe sahiptir (38).
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Sekil-6 Gleason evreleme sistemi (39)

Gleason evreleme sistemine ek olarak prostat adenokarsinomlarinin evrelemesinde
American Joint Comitte on Cancer (AJCC)'in 2002 yilinda modifiye ettigi tiimér (T), nod
(N), uzak metastaz (M) evreleme sisteminden de yararlanilmaktadir. Bu sistemde cerrahi
oncesi Klinik (k) (PSA diizeyi, rektal muayene, goriintiileme bulgular1) ve cerrahi sonrasi
patolojik (p) (prostat dokusundaki histolojik bulgular) olmak tizere iki farkli evreleme
yapilmaktadir (40). Prostat kanseri tanisinin TNM evrelemesine gore belirlenmesine
ragmen olup tedavi asamasinda PSA diizeyi, klinik T evresi ve patolojik bulgular 6nem
tasir.  TNM evreleme sistemi, timor dokunun prostat igine ve etrafi saran diger yapilar
icerisine ne kadar yayildigini tanimlar (Sekil-7). Prostat kanseri i¢in TNM evreleme sitemi

asagida 6zetlenmistir;

Primer tiimor (T);
p/k T1: Palpe edilemeyen ve rektal muayene ile saptanamayan timor
p/k T2: Prostat ile sinirli timor
p/k T2a: Timor bir lobun %50'den azin1 kapstyor
p/k T2b: Tiimor bir lobun %50'den fazlasini kapstyor.
p/k T2c: Timér her iki lobu kapsiyor
p/k T3: Prostatik kapsiilden seminal vezikiil i¢erisine yayilim gésteren timor
p/k T4: Lenf nodu ve organ (mesane boynu veya rektuma invaze) yayilimi gosteren timor
Lenf nodu yayihm (N);
NO: Lenf nodu metastazi negatif timdr
N1: Tek, ¢cap1 < 2cm, bdlgesel lenf nodu metastazli tiimor
N2: Tek > 2cm ancak < 5cm, ya da multipl < 5 cm, lenf nodu metastazli timér

N3: Bolgesel lenf nodlarina > 5 cm’lik metastazli timor
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Uzak metastaz (M);

MO: Uzak metastaz negatif timor

M1: Uzak metastaz pozitif timor

M1la: Bolgesel olmayan lenf nodu tutulumu gosteren tiimor
M1b: Kemik tutulumu pozitif tiimér

M1c: Kemik tutulumu ya da baska bolgelere metastazi pozitif gosteren timor

T, N, M Kategorileri belirlendikten sonra evrelendirme yapulir;
Evre | : (Sekil-7 a) T1la NO M0 G1

Evre Il: (Sekil-7 b,c) TlaNO MO0 G2,3,4
T1b NO MO Herhangi bir GS
T1c NO MO Herhangi bir GS
T1 NO MO Herhangi bir GS
T2 NO MO
Evre I11: (Sekil-7d) T3 NO MO Herhangi bir GS
Evre IV: (Sekil-7 e) T4 NO MO Herhangi bir GS
T1-T4 N1 MO Herhangi bir GS
T1-T4 N1-N3 M1 Herhangi bir GS

ﬂl'!l(l’
Lenf nodu

Vas deferens

Mesane

Seminal vezikiil —
Prostat bezi—

Sekil-7 Prostat kanserinde TNM evrelemesinin sematize hali
a: Evre I, b,c: Evre Il, d: Evre 11, e: Evre IV (41)



Prostat kanseri hastalari PSA diizeyi, Gleason skoru, klinik T evresi ve TNM

evrelemesine gore 3 farkli risk grubuna ayrilir (40) (Tablo-2).

Tablo-2 Prostat kanseri risk gruplari

Risk Grubu PSA (ng/ml) Gleason skoru Klinik evre (kT)
Diisiik <10 <6 T1-T2

Orta <10- <20 7 T2b

Yiiksek >20 >8 T2c-T3

Klinik ve patolojik bulgular ile tan1 koyulan prostat kanseri farkli prognostik 6zellikler
gosteren formlarda ortaya g¢ikabilmekte ya da hastalik kotii prognoz ile seyreden daha
agresif forma ilerleyebilmektedir.  Klinik agidan birbirinden farkli olan bu formlarda
tedavi secenekleri de oldukc¢a farklilik gostermektedir. Bu kapsamda prostat kanserini 3

ana formda incelemek gerekir.

2.3.1. Prostat Kanserinin Farkh Prognostik Ozelliklere Sahip Formlari

2.3.1.1. Lokalize Prostat Kanseri

Tiimoriin prostat bezine sinirli olup prostat kapsiilii igine yayilim gostermedigi tipteki
prostat kanseri "lokalize prostat kanseri” olarak isimlendirilir. Lokalize prostat kanserini
tanimlayan klinik evre T1-T2'dir. Dolayisiyla lokalize prostat kanserli hastalar diisiik ya
da orta risk grubuna dahildir. Tiimoriin olduk¢a yavas biiyiime gosterdigi ve iyi prognoz
gosteren bu formda lokalize prostat kanseri tanis1 alan hastalarin %50'sinde prostat kanseri
progresyon riski yaklasik 15-20 yil gibi bir siireyi kapsamaktadir (42). Lokalize prostat
kanseri i¢in en uygun tedavi yaklasimi genellikle PSA diizeyi ve prostat morfolojisinin
diizenli takibi olmasina ragmen prognostik biyobelirteclerin eksikligi nedeniyle lokalize

prostat kanserlerinde tedavi yonteminin se¢imi klinik agidan zorluklar olusturabilmektedir.
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2.3.1.2. LoKal Ileri (Metastatik) Prostat Kanseri

Timoriin prostat kapsiilinii gegerek seminal vezikiillere ve/veya lokal organlara
(mesane, rektum ya da pelvis boslugu) yayilim gosterdigi ve klinik evre T3-T4 (T3 NO MO
ve T4 NO MO) olan prostat kanseri "lokal ileri prostat kanseri” olarak isimlendirilir. Ek
olarak lokal ileri prostat kanseri lokal organlar disinda uzak organ metastazi ile de
karakterize olabilir. Klinik evre T4 olan (T1-T4 N1 MO ve T1-T4 N1-N3 M1) ileri evre
prostat kanserlerinde uzak metastaz varligi %90 oranda kemik, %40-50 oranda akciger ve
%25-30 oranda karaciger olarak bildirilmistir (2). Gliniimiizde metastatik prostat
kanserlerinde en uygun tedavi cerrahi ve kimyasal kastrasyon yaklagimlarini kapsayan

endokrin (anti-androjenik) tedavidir.

2.3.1.3. Kastrasyon Direncli Prostat Kanseri

Lokal ileri prostat kanseri tanisi almis hastalarin %80-90'ninda endokrin tedavi
yontemleri ilk 18-24 ay igerisinde istenilen biyokimyasal cevaplar1 saglasa da uzun siirede
bu tedavi etkin sonuglar vermemekte ve tedavinin son dénemi, tedaviye direng gdsteren
kanser hiicrelerinin seleksiyonu ile sonuglanmaktadir (43). Lokal ileri prostat kanserinin
rekiirrensi ile ortaya ¢ikan ve '"kastrasyon direngli prostat kanseri (KDPK)" olarak
isimlendirilen bu form prostat kanserinin 6liimciil formudur. KDPK progresyonunun
molekiiler temelleri heniiz bilinmese de hastalikta 6zellikle AR sinyalizasyonunu kapsayan
pek ¢ok degisimin ve onkogenik aktiviteye katki saglayan diger molekiiler yolaklarin etkili
oldugu disiiniilmektedir (44). KDPK’li hastalarda anti-androjenik ilaglarin yaninda en

etkili kemoterapétik ajanlarla ortalama yasam siiresi 5-8 aydir (4).

2.3.2. Prostat Kanserinde Mevcut Tedaviler
2.3.2.1. Aktif Izlem

Tiimdriin kiiclik boyutta oldugu ve yavas biiylime gosterdigi diisiik riskli (lokalize)
prostat kanseri hastalarinda en giivenli tedavi segenegidir (42). Prostat kanserindeki

ilerleme her 3-6 ayda bir PSA taramas1 ve 3-5 yilda bir prostat biyopsisi ile degerlendirilir.
Aktif izlemdeki amag¢ diisiik risk grubuna dahil, yasam beklentisi yasa bagli olarak
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nispeten diigiik prostat kanseri hastalarinda tiimor progresyonu artana kadar (PSA>10ng/ml

ve GS>7) agresif tedaviden kaginmaktir.

2.3.2.2. Radikal Prostatektomi

Diistik ve orta risk grubuna dahil, yasam beklentisi 10 yildan fazla olan lokalize
prostat kanseri hastalarinda yaygin olarak kullanilan bu kiiratif tedavi yonteminde cerrahi
miidahale ile prostat bezinin tiim boliimleri ve seminal vezikiiller ¢ikarilir (45). Radikal
prostatektomi sonrasinda kanda PSA saptanmamasi beklenir. Kan PSA diizeyinde 0.5

ng/ml'nin tizerindeki artis prostat kanseri rekiirrensine isaret eder.

2.3.2.3. Radyasyon Terapi

Lokalize ya da lokal ileri prostat kanserlerinde eksternal (eksternal beam radyasyon
terapi, XRT) ya da internal (brakiterapi) radyasyon tedavileri disiiniilebilir. XRT'de
hedeflenmis radyasyon kiiratif dozda ¢evre dokulara zarar vermeden direkt olarak prostat
igerisine verilir. Brakiterapide ise iki segenek mevcuttur; brakiterapi diisiik doz hizinda
radyoaktif c¢ekirdekeikler transrektal ultrason esliginde prostatik doku igerisine kalici
olarak implant edilirken genellikle XRT ile kombin sekilde uygulanan brakiterapi yiiksek

doz hizinda ise implantasyon gecicidir (40).

2.3.2.4. Endokrin Terapi

1941 yilinda Huggins ve Hodges prostat kanseri progresyonunun testosteron aktivitesi
ile giiglii iliskisi oldugunu agiklamiglardir (46). Bu iliskiyi baz alarak testosteron
aktivasyon mekanizmasimi elimine etmeyi hedefleyen endokrin tedavi, giiniimiizde lokal
ileri ve metastatik prostat kanseri hastalarinda ya da primer tedavi (prostatektomi ve/veya
radyasyon terapi) sonrasinda rekiirrens gosteren prostat kanseri hastalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (3). Endokrin terapide farkli tedavi segenekleri bulunmaktadir; ilk
secenekte gonadotropin salict hormon (GnRH/LHRH) agonistlerinin kullanimi ile GnRH
reseptor fonksiyonunu inhibe edilerek luteinize edici hormon (LH) diizeyindeki diisiis
sonrasinda testislerde testosteron iiretimi baskilanir. Ikinci segenekte anti-androjenik
ajanlarin kullanimi ile AR sinyalizasyonu represe edilerek testosteronun ve DHT'nin AR'ye
baglanmas1 engellenir.  Bdylelikle hiicre igerisinde transkripsiyonu AR tarafindan

yonlendirilen biiyiime-farklilasma iligkili hedef genlerin transkripsiyonu baskilanir.

12



Endokrin terapide son secenck GnRH agonistleri ve anti-androjenik ajanlarin kombin
kullanimi ile saglanan maksimum androjen blokajidir. Bu kombin tedavide testosteron
iiretimi ve AR sinyalizasyonu ayn1 anda baskilanmaktadir. Baslangicta yliksek diizeyde
etki goriilse de gelisen direng nedeniyle metastatik prostat kanserinde endokrin tedavi

kiiratif bir tedavi segenegi degildir (47).

2.3.2.5. Kemoterapi

Metastatik prostat kanseri hastalarinda endokrin tedavi sonrasinda ortaya ¢ikan agresif
fenotipe sahip KDPK tiimér biiylimesini yavaslatmak amaciyla anti-androjenik tedaviye ek
olarak ya da tek basina kemoterapiden faydalanilmaktadir.  Prostat kanserinde
kullanilmakta olan pek ¢ok kemoterapi ajan1 olmasina ragmen dosetaksel (Taxotere) en sik
kullanilanidir. Dosetaksel direngli olgularda kullanim1 uygun bulunarak 2010 yilinda FDA
onay1 alan kabazitaksel (Jevtana) ise, KDPK igin ikinci jenerasyon kemoterapi ajani olarak
piyasaya sirlilmiistiir ancak giintimiizde KDPK'nin mevcut terapotik ajanlar ile etkin

tedavisinin miimkiin degildir (48).

Prostat kanserinin klinik ac¢idan farklilik gosteren formlari ve uygun tedavi secenekleri

Sekil-8'de sematize edilmistir.
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Sekil-8 Prostat kanserinin farkli klinik formlar1 ve tedavi yaklasimlar1 (49)

13



2.4. Prostat Kanseri Patogenezinde Rol Alan Genetik ve Epigenetik Mekanizmalar

Prostat kanserleri yaklagik %10-20 oranda ailesel olmakla birlikte %80-90 oranda
sporadik olarak ortaya ¢ikmaktadir (24). Hastaligin sporadik formunda farkli genetik ve

epigenetik mekanizmalarin etkisi s6z konusudur. Bu mekanizmalar;

- Prostat kanseri i¢in risk faktorii olusturan gen polimorfizmleri
- Prostat kanserinde somatik genetik ve epigenetik degisimler

- Prostat kanseri progresyonundan ve kastrasyon direncinden sorumlu tutulan molekiiler

mekanizmalar olmak {izere ti¢ grupta incelenmelidir.

2.4.1. Prostat Kanseri I¢in Risk Faktorii Olusturan Gen Polimorfizmleri

Prostat gelisiminde onemli gorevlere sahip hormonlar olan androjenler (testosteron ve
DHT) prostat kanseri gelisimi i¢in de kritik neme sahiptir. DHT diizeyinde anormal artisa
neden olarak AR sinyalizasyonunu siirekli uyaran ve hiicreye yasamsal avantaj saglayan
faktorler prostat kanseri igin risk teskil etmektedir (50). Bu nedenle bu kapsamda
degerlendirilen genlerin tiimii androjen hormonlarimin metabolik dongiisiinden sorumlu

enzimleri kodlayan genlerdir (Sekil-9).

Pregnenolon

@ CYP17A1

17a-OH pregnenclon

@ CYP17A1

Dehidroepiandrosteron
(DHEA)

@ HSD3B2

Androstenedione
(4-diom)

Testosteron

(M

@ SRDS5SA2

Dihidroksitestosteron DHT/AR
(DHT) : > kompleksi

Transkripsiyon

Hiicre Biliinmesi

Sekil-9 Androjen metabolizmasinin biyokimyasi
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Sitokrom p450C17a (CYP17) geni

Sitokrom p450 siiperailesine liye 10024.3 lokalizasyonlu CYP17 gen ailesi tarafindan
kodlanan 17a-hidroksilaz ve 17,20 liyaz enzimleri, pregnenolonu sirasiyla 17a-OH
pregnenolone ve dehidroepiandrosterona doniistiiriir (Sekil-9). CYP17 mutasyonlart hem

sporadik ve hem de ailesel prostat kanseri olgularinda saptanmistir (24).
Tip 2, 3 B -Hidroksisteroid Dehidrogenaz (HSD3B2) geni

1p13.1 lokalizasyonlu, DHEA'dan 4-diol sentezinde ve DHT'nin inaktivasyonunda gorev

alan HSD3B2 enzimi prostat kanseri riskini belirleyebilecek aday genler arasindadir (51).
5 o -Rediiktaz Tip II (SRD5A2) geni

2p22-23 lokalizasyonlu SRD5A2 enzimi geri doniisiimsiiz olarak testosteronun DHT'ye
dontisiimiinii katalizler. SRD5A2 genindeki polimorfizmler farkli etkinliklerde aktivitelere
sahip enzimlerin ekspresyonuna neden olur.  Prostat kanserinde SRD5A2 enzim
aktivitesinin artmasi sonucu hem prostat dokusunda hem de kanda DHT diizeyi yiikselir ve

buna paralel olarak hastalarda PSA diizeyi artar (52).
Sitokrom p450 3A4 (CYP3A4) geni

Sitokrom p450 siiperailesine tiye 7021.3- 22.1 lokalizasyonlu CYP3A4 geni tarafindan
kodlanan bu enzim, testosteronun oksidasyonunu katalizleyerek hormonun fonksiyonunu
kaybetmesine neden olur. ileri yaslarda ortaya ¢ikan sporadik prostat kanseri olgularinda
testosteron oksidasyon oraninda azalmaya neden olan CYP3A4*1B genotip varligi anlamli

diizeyde yiiksek bulunmustur (51).

2.4.2. Prostat Kanserinde Somatik Genetik ve Epigenetik Degisimler

Biiyiik oranda sporadik olarak ortaya ¢ikan prostat kanseri bazi timor siipresor
genlerde ve onkogenlerde pek ¢ok genetik ve epigenetik degisimin sonucu olusan ve

ilerleyen heterojen bir hastaliktir.
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2.4.2.1. Tiimér Siipresor Genler

Hiicre dongiisii diizenleyicileri, apoptozu uyarici ya da DNA tamir mekanizmalarindan
sorumlu proteinleri kodlayan, normal fonksiyonlari ile tiimor olusumunu baskilayan timor
stipresor genlerde genin her iki allelinde mutasyon, delesyon ya da promotor
hipermetilasyonu mekanizmalarindan herhangi biri ya da ikisi meydana geldiginde
proteinin normal fonksiyonunu kaybetmektedir (53). Asagida siralanan bazi timor

stipresor genlerin prostat kanseri patogenezinde rol oynadigi tanimlanmistir;

p53 geni: 17p13.1 lokalizasyonlu, hiicre siklusunun G1-S kontrol noktasinda goérevli
olmakla birlikte apoptoz diizenleyicisi olarak gorev yapan ve “"genom koruyucusu™ olarak
isimlendirilen p53 geninde primer prostat kanserinde %10-20 oraninda, lokal ileri prostat
kanserlerinde ise %42 oraninda mutasyon bildirilmis ve mutasyon varligi kemik metastazi

ve kastrasyon direnci ile iligkili bulunmustur (54).

Glutatyon S- transferaz 1 (GSTP1) geni: 11913 lokalizasyonlu, genomun oksidatif
hasara kars1 korunmasinda gorevli GSTP1 geninin prostat kanserinde yaygin sekilde
promotor hipermetilasyonu yolu ile inaktivasyonu s6z konudur. Erken evrede ortaya ¢ikan
bu degisim prostat kanseri i¢in diagnostik bir biyobeliteg 0lma potansiyeli tasimaktadir
(55).

Fosfataz ve Tensin Homologu (PTEN) geni: 10q23.31’te lokalizasyonlu fosfolipid
fosfataz kodlayan bu gen hiicre proliferasyon siirecinin temel yolaklarindan olan PI3K-Akt
yolagini inhibe ederek tiimorogenezisi inhibe etmektedir. Prostat kanserlerinde siklikla
PTEN delesyonlarina rastlanmaktadir. Ayrica lokalize prostat kanserlerinin %5-27'sinde,

metastatik prostat kanserlerinin %30-60'inda PTEN mutasyonu goriilmektedir (56).

Prostat spesifik homeobox (NKX3.1) geni: 8p21°te lokalizasyonlu bu gen prostat bezinin
gelisiminde negatif regiilator olarak gorevlidir. Erken evre prostat kanserlerinin %6’sinda,
KDPK'larin %34’iinde, ileri evre prostat kanserlerinin %78’inde NKX3.1 delesyonu
gortilmektedir (57).

Siklin Bagimh Kinaz inhibitérii 1B (CDKN1B/p27) geni: 12p13°te lokalize siklin
bagimli kinaz inhibitoriidiir. Lokalize prostat kanserlerinin %23’iinde, lokal ileri prostat

kanserlerinin ise metastaz durumuna gore %30-45'inde delesyonu tespit edilmistir (58).
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2.4.2.2. Onkogenler

Transkripsiyon faktorleri, sinyal ileticiler, apoptoz regiilatorleri ya da biiyiime
faktorleri ve reseptorleri gibi bliyiime ve gelisme iliskili esansiyel proteinleri kodlayan
proto-onkogenler gen amplifikasyonu, kromozomal yeniden diizenlenme ya da fonksiyon
kazanimma neden olan nokta mutasyonlar1 gibi genetik degisimler sonrasinda onkogen
aktivitesi kazanmaktadir. Meydana gelen degisim sonucu hiicrede biiyiime ve gelisme ile
ilgili normal fonksiyonlar bozulmakta, hiicre oliimiinden kagis sonucu malignant
transformasyon ger¢eklesmektedir (59). Onkogen aktivasyonu i¢in ilgili degisimin genin
tek allelinde gergeklesmesi yeterlidir. Asagida siralanan bazi onkogenlerin prostat kanseri

patogenezinde rol oynadig1 tanimlanmastir;

Hiicresel myelositomatozis viral onkogeni (c-myc): 8g24.12 lokalizasyonlu bir
transkripsiyon faktorii olan bu genin {iriinii hiicre proliferasyonu ve transformasyonu i¢in
gereklidir. Lokalize prostat kanserlerinde %8 oraninda metastatik prostat kanserlerinde
%30 oraninda amplifikasyonu bildirilmistir. Ayrica c-myc asir1 ekspresyonu yiiksek

Gleason skoru kotii prognoz ile iliskili bulunmustur (60).

B-hiicre lenfoma 2 (Bcl-2) geni: 18g21.3 lokalizasyonlu anti-apoptotik protein
kodlamaktadir. Normal prostat dokusunda eksprese olmayan Bcl-2 proteinin lokal ileri

prostat kanserlerinde asir1 ekspresyonu s6z konusudur (61).

Prostat kok hiicre antijen (PSCA) geni: Prostat dokusunda artmis ekspresyonu yiiksek

Gleason skoru, yiiksek hastalik evresi ve kastrasyon direncinden sorumlu tutulmustur (62).

TMPRSS2-ETS fiizyonlari: AR hedef genlerinden biri olan prostat hiicre yilizey spesifik
serin proteaz 2 (TMPRSS2) geni ile ETS transkripsiyon faktor ailesi liyelerinden ERG veya
ETV1 flizyonu (21q) olugsmas1 sonucunda ortaya ¢ikan kimerik protein, prostat kanserinde
onkogenik aktiviteden sorumlu tutulan spesifik bir yeniden diizenlenme olarak
tanimlanmustir (63). TMPRSS2’nin ERG ile yaptigi fiizyon en sik fiizyon tipi olup ikinci
sik fiizyon tipi ise ETVL1 ile olusan fiizyondur. Prostat kanserli olgularin %40-70’1 iki
degisimden biri i¢in fiizyon pozitiftir (64). Hastalarin doku veya rektal muayene sonrasi
idrar drneklerinde flizyon transkriptin ekspresyon diizeyinin saptanmasinin, prostat kanser
tan1 O6zgulliginii olduk¢a arttirdigi ve prostat kanseri i¢in diagnostik bir biyobelirteg

olabilecegi gosterilmistir (65). Literatiirde yiliksek tiimor evresi ve yiiksek Gleason
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skoruyla (>7) seyreden ileri evre prostat kanserine bagli oliimler ile TMPRSS2- ETS

flizyonu arasinda anlamlilik bildiren ¢alismalar da mevcuttur (66, 67).

A metil koenzim-A rasemaz (AMACR) geni: 5p13 lokalizasyonlu AMACR geni yag asidi
oksidasyonunda gorevli bir protein kodlamaktadir. Prostat kanserli olgularda %88
oraninda ekspresyon artis1 oldugundan diagnostik bir biyobelirteg aday1r olarak dikkat
¢ekmektedir (68).

Androjen reseptor (AR) geni: Xgl11-12 lokalizasyonlu, niikleer reseptor siiperailesine iiye
bir steroid tiroid hormon reseptor genidir. Ligand (androjen ya da androjen tiirevi
molekiiller) ile indiiklenen bir transkripsiyon faktérii olan androjen reseptoriinii
kodlamaktadir. AR, prostatik dokularda normal gelisim igin gerekli transkripsiyon faktorii
gorevi ile PSA (KLK3) geni ve TMPRSS2-ERG fiizyonunun da yer aldigi hedef genlerin
ekspresyonunu diizenlemektedir (4). Erken evre prostat kanserlerinde fonksiyon kazanimi
ile sonuglanan AR somatik mutasyonlarinin sikligir %4 gibi diistik bir oran iken ileri evre
rekiirrens gosteren tiimorlerde ve KDPK’de AR mutasyon orani %20-25’e ulagsmaktadir

(69). Ek olarak AR amplifikasyonlar1 da KDPK progresyonundan sorumlu tutulmaktadir.

2.4.3. Prostat Kanseri Progresyonundan ve Kastrasyon Direncinden Sorumlu

Tutulan Molekiiler Degisimler

Lokal ileri prostat kanserinin cerrahi ya da kimyasal olarak endokrin tedavisi
sonrasinda tedaviye direng gelistiren prostat kanseri formu olarak ortaya ¢ikan KDPK'nin
molekiiler temelleri ve KDPK progresyonunu 6nceden tahmin edilmesini saglayacak
molekiiler biyobelirtecler heniiz bilinmese de hastaligin bu formunda o6zellikle AR
sinyalizasyonunu kapsayan pek ¢ok degisimin ve onkogenik aktiviteye katki saglayan
diger yolaklarin etkili oldugu disiiniilmektedir (4). Prostat kanserinin en agresif formu
olan KDPK'da prostat kanser hiicreleri ana yasam faktorii olan androjenden bagimsiz
olarak g¢ogalabilir hale gelseler bile hiicre yasami hala AR sinyal sistemine baglidir. AR
amplifikasyonu ile fazla miktarda iiretilen reseptor, kanser hiicrelerini minimal androjen
konsantrasyonlarina duyarli hale getirir. AR degisimlerini ilgilendiren bir diger
mekanizma ise fonksiyon kazanimi mutasyonlaridir.  Ligand baglanma domainini
kodlayan bolgede meydana gelen mutasyonlar, reseptoriin ligand spesifitesini diisitirerek
reseptori diger steroid hormonlar ile de aktif hale getirir (70). KDPK’da PTEN

inaktivasyonunun ve AR transkripsiyonel aktivitesinin artmasina sebep olarak dolayh
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yoldan AR sinyalizasyonu etkileyen aktif sinyal yolaklarinin (AR bagimsiz degisimler)
(PI3K-Akt-mTOR ve MAPK) etkisi de s6z konusudur. EK olarak IL-6, EGF, TGF-beta,
VEGF, IGF, ve EGFR gibi biiyiime faktorleri ve biiyiime faktorii reseptor genlerinin
ekspresyonlarindaki artts da metastatik prostat kanseri ve KDPK progresyonu ile
iligskilendirilmistir (4). KDPK progresyonundan sorumlu tutulan molekiiler degisimler
Sekil-10'da 6zetlenmistir.

AR Amplifikasyonu

AR ko- regiilatirlerindeki

AR Mutasyonlar . .l. Degisimler
o (=]
=)
(o]

Kastrasyon Direncli Prostat Kanseri

Dis Yolaklar Steroidogenik Enzimlerdeki Degigimler

@ > . Diger Genlerdeki Degisimler .
T Onkogenler . . .

X =IGF1, EGF, IL-6, IL-8,
AKT, MAPK, Wnt . .
l Tiimir Supresir Genler ISteroidu-genik enzimler
(drn, PTEN)
Steroid dnciiller

Sekil-10 Kastrasyon direncinden sorumlu tutulan molekiiler degisimler (4)

2.5. Hiicre Oliimii ve Kanser liskisi

Cok hiicreli organizmalarda doku homeostazisinin saglikli sekilde siirdiiriilmesi igin
dokuyu olusturan hiicrelerde yasam ve Oliim arasindaki dengenin korunmasi
gerekmektedir. Gelisim ve farklilagsma siirecinde ¢evresel ya da fizyolojik etmenler nedeni
ile fonksiyonunu yerine getiremeyecek diizeyde hasar goren hiicrelerin yagamlari, normal
kosullarda hiicre i¢i 6liim yolaklarinin kontrollii aktivasyonu ile sona ermektedir. Ancak
hiicre proliferasyonunda siirekli artis ile karakterize kanser hastaliginda hiicre 6lim
yolaklarimin  kontrollii  aktivasyonu kaybolmakta ve hiicre o6liimiinden kagis
gerceklesmektedir (71). Giliniimiizde hiicrenin morfolojik goriintiisiine, 6liim yolaklarinda
rol oynayan enzimlere ve immiinolojik karakterlere bagli olarak ¢esitli hiicre 6liim tipleri
(Sekil-11) tanimlanmasina ragmen kanser terapisinde hedeflenen 6liim tipi programl: hiicre

oliimiidiir. Mevcut kemoterap6tik yaklasimlarin tiimiinde kanser hiicresinde islevi bozulan
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programlt hiicre Oliimiinlin DNA'ya hasar verme yolu ile yeniden uyarilmasi
hedeflenmektedir.  Ciinkii kanser hiicrelerinde hiicre Oliimiinden kagis, esas olarak
programli hiicre 6liimiinii yonlendiren yolaklardaki bozulmalar sonucu gerc¢eklesmektedir
(72). Programli hiicre 6liimiinii yonlendiren molekiiler sinyal yolaklarinin aydinlatilmasi

kanser tedavisinde hedefe yonelik yeni ilaclarin gelistirilmesine de katki saglayacaktir.

Programsiz Hiicre Oliimii == Nekroz
Apoptoz (i¢ yolak)

Apoptoz (dis yolak)

\ Kaspaz Bagimh Anoikis

Hiicre Oliimii

Programh Hiicre Oliimii / Piroptozis

Mitotoik Katastrof
/ Otofaji

Kaspaz bagimsiz Entosis

Nekroptozis

Sekil-11 Hiicre 6liimii tipleri (73)

2.5.1. Kanser Terapisinde Hedef Olarak Programh Hiicre Oliim Tipleri

Gilinlimiizde aydinlatilabilen mekanizmalar dogrultusunda programli hiicre 6liim
tipleri, birbirinden tamamen farkli isledigi kanitlanan ve morfolojik farkliliklar sebebiyle
kolaylikla ayirt edilebilen apoptoz, otofaji ve nekroptoz seklinde major olarak iige
ayrilmaktadir (74). Kontrollii sinyal sistemleri ile islemeleri nedeni ile programli hiicre
Olimii oldugu disiiniilen anoikis, piroptozis, mitotik katastrof ve entosisin ili¢ major
programli hiicre 6liim tipi ile ortak noktalar1 oldugu bilinmekle birlikte molekiiler temelleri

heniiz tam olarak aydinlatilamamustir.

Hiicre morfolojisindeki degisimler ile aktiflesme mekanizmasi ve regiilasyonu en iyi
tanimlanmus olan 6liim tipi, programli hiicre 6liimii tip 1 olarak bilinen apoptozdur. ilk kez
Kerr ve arkadaglar tarafindan tanimlanan apoptotik 6liimde hiicrede spesifik morfolojik ve

biyokimyasal degisimler gergeklesmektedir (75). Apoptotik bir hiicrede gergeklesen
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baslica morfolojik degisimler hiicre biiziilmesi, niiklear kondensasyon ve fragmentasyon,
hiicre zarinin kabarmasi, hiicrede ekstraselliiler matriks adhezyonunun azalmadir.
Biyokimyasal degisimler ise DNA'min interniikleozomal fragmentler seklinde
pargalanmasi, hiicre membraninin i¢ yiiziinde bulunan fosfatidilserinin dis yiize
translokasyonu ve hiicre i¢i substratlarin spesifik proteolizis siiregleri ile yikilmasidir
(76-77). Gergeklesen bu degisimler ile apoptotik bir hiicre morfolojisi nekrotik hiicre

morfolojisinden kolaylikla ayrilir.

Apoptotik 6liim i¢ apoptoz ve dis apoptoz yolagi olarak bilinen iki ana yolaktan birinin
aktivasyonu ile gerceklesir (78). Her iki yolakta ortak olarak hiicre i¢i bilesenlerin
parcalanmasini saglayan kaspaz adi verilen proteolitik enzimler gorev alir. Kaspazlar
fonksiyonelliklerine gore baslatic1 kaspazlar (kaspaz 8, 9 ve 10) ve baslatic1 kaspazlar
tarafindan kesim ile aktive olan efektor kaspazlar (kaspaz 3, 6 ve 7) olmak iizere iki sinifa

ayrilmaktadir (79).

Biiyiime faktorii veya hormon eksikligi, tamir edilemeyecek diizeyde DNA hasari,
oksidatif stres ya da onkogen aktivasyonu gibi genellikle hiicre i¢i sinyaller tarafindan
yonlendirilen i¢ apoptoz yolaginin aktiflesmesi mitokondriyal bilesenlerin kontrolii altinda
saglanir. Hiicre i¢i sinyaller ile mitokondriyal membran gegirgenliginin degismesi
(MOMP) sonucu mitokondri dis membranindan pro-apoptotik molekiillerin salinimi
uyarilmaktadir. Salinimi gergeklestirilen molekiiller apoptozun erken ve ge¢ evrelerine
gore iki grupta toplanir. Ilk grupta yer alan ve erken evrede salman Smac/DIABLO ve
sitokrom-c kaspaz-bagimli yolagi aktive eden molekiiller olarak gérev yapar; Sitokrom-c
saliniminin uyarilmasi sonucu, sitozolde Apaf-1 ve pro- kaspaz 9 tarafindan "apoptozom"
molekiilii olusturulurken pro- kaspaz 9, kaspaz 9 seklinde aktiflesir. Aktif hale gegen
kaspaz 9'un kaspaz 3'li uyarmasi ile apoptoz gergeklesir (80). Smac/DIABLO molekiilii ise
bu siiregte apoptozu inhibe eden proteinlere (IAP) baglanarak devaktivasyondan sorumiu
gorev Ulstlenmektedir. Apoptozun ge¢ evresinde salinimi yapilan molekiiller ise apoptoz
uyarici faktor (AIF) ve endoniikleaz G (Endo G)'dir. Geg evrede niikleusa translokasyonu
gerceklesen AIF, DNA fragmentasyonunu baslatmakla gorevlidir (81).  Mitokondri
bagimli apoptozun regiilasyonu ise sitozolde lokalize Smac/DIABLO tarafindan kontrol
edilen 1AP'lara ek olarak dis mitokondriyal membranda lokalize Bcl-2 ailesi proteinleri
tarafindan saglanir. Bcl-2 ailesi proteinler Bcl-2 homoloji (BH) domain yapilarina gore
anti-apoptotik ve pro-apoptotik iiyelerden olusur. Anti-apoptotik Bcl-2 ailesine {iiye

proteinler BH-1,4 domain yapisina sahip Bcl-2, Bcl-X ve Mcl-1 ile BH-3 domain yapisina
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sahip Bim, Bad, Bmf, Noxa ve Puma'dir. BH-1,3 domain yapisindaki Bax ve Bak ise pro-
apoptotik fonksiyona sahiptir. Bax proteininin, i¢ yolagin aktivasyonunda Bad ve Bid ile
dimer yapisi olusturarak MOMP'u uyardigi ve sitokrom-c salinimindan sorumlu baslatici

protein oldugu bilinmektedir (82).

Hiicre disi1 sinyaller ile yonlendirilen dis apoptoz yolag: ise spesifik ligandlarin 6liim
reseptorleri (DR) olarak bilinen transmembran proteinlere baglanmasi ile uyarilir. Hiicre
yiizeyinde tiimor nekroz faktor (TNF) reseptor ailesine iye TNFR, Fas (CD95) ve TNF
iliskili apoptoz tetikleyici ligand reseptorii (TRAIL) olmak {izere tanimlanmis ti¢ farklh
oliim reseptdrii bulunmaktadir (83). Ilgili ligandlarin (FasL ve TNF gibi) reseptorler ile
birlikteligi saglandiktan sonra 6liim domaini igeren protein ve pro-kaspaz 8'den olusan
6lim uyarict sinyal kompleksi (DISC) olusmakta ve es zamanli olarak pro-kaspaz 8,
kaspaz 8 seklinde aktive olmaktadir (84). Aktiflesen kaspaz 8'in kaspaz 3" aktif hale
getirmesi ile apoptoz gergeklesmektedir (Sekil -12).

I¢ Apoptoz Yolagi Dis Apoptoz Yolag:
Hiicresel stres ! lal Oliim ligandlar
Bax g1 g

T~ Bid - [

- '
i sitokrom ¢ i Pro- kaspaz 8 U DISC k leksi
o \ ompleksi

¥ * Kaspaz 8 \))N — J)
' |

Pro- kaspaz 9 .
R

odl Kaspaz
@ a * ﬁ i Aktivasyonu a APOPTOZ

Kaspaz 9 Kaspaz 3

Pro- kaspaz 3

Apoptozom

Sekil-12 Apoptozun i¢ ve dis sinyal yolaklari (85)

Programli hiicre 6liimii tip 2 olarak bilinen otofaji, sitoplazmik makromolekiillerin ve
organellerin etrafini saran ¢ift membranla cevrili "otofagozom" yapilarinin olusmasi ile
baslayan, hiicrelerin geri doniisiime gonderildigi evrimsel olarak korunmus katabolik bir
stiregtir. Bu siiregte bilylime faktorii yoklugunda olusan hiicresel stres ve aglik durumunda

minimal hiicre fonksiyonu i¢in gerekli enerjinin saglanabilmesi icin hiicre ici
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makromolekiiller yikilmaktadir (86). Bu anlamda otofaji, hiicre yasaminin devam etmesi
yoniinde gerceklesen kritik pro-survival éneme sahiptir. Yasamsal fonksiyona sahip bir
hiicre o6liim tipi olmasindan dolay1 otofajinin kanser tedavisinde hedeflenen programli

hiicre 6liim tipi olarak degerlendirilmesi tartismalidir (87).

Programli hiicre 6liimii 3 olarak nitelendirilen ve programlanabilen nekroz tipi olarak
literatiire son yillarda gecen nekroptozda ise sirasiyla hiicrenin sismesi, organellerde
parcalanma, hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmas1 ve hiicrenin lizisi sonrasi
inflamasyon s6z konusudur. Nekroz, kontrolsiiz bir siire¢ olarak rastlantisal hiicre 6liimii
olarak bilinmekteyken nekrotik 6liimiin anahtar aract molekiillerinin kesfi ile nekrozun
programlanabilir bir hiicre 6limii oldugu kanitlanmistir (88). Nekroptoz adi verilen bu
stiregte reseptor ile etkilesen protein (RIP) kinazlar, poli (ADP-riboz) polimeraz-1
(PARP1), NADPH oksidazlar ve kalpainler gérev almaktadir (89). Inflamasyonun timéor
biliylimesi tizerindeki etkileri bilinmiyor olmasina ragmen son yillarda nekrotik hiicre
Olimiiniin kanser terapisinde hedeflenebilir bir hiicre O6liim tipi olabilecegi

diistiniilmektedir (90).

2.6. Kanser Hiicrelerinde Invaziv Siirecler

Tiimdriin olusumu, progresyonu ve invazyonu farkli hiicre tiplerinin yer aldig: timor
mikrogevresi igerisinde kompleks etkilesimlerin bir sonucu olmasi dolayisiyla g¢ok
basamakli bir siireci gerektirir. Bu siire¢ igerisinde birbiri ardina gergeklesen pek g¢ok
molekiiler olayin genellikle sirast ayni olmakla birlikte su sekildedir (91);

- Primer tiimor bolgesinden lokal migrasyon

- Kan dolasimi igine giris (intravazasyon)

- Dolasim sirkiilasyonu i¢inde yasam

- Kan dolagimindan ¢ikis (ekstravazasyon) ve hedef dokuya gegis

- Yeni bolgede kolonizasyon

2.6.1. Prostat Kanserinde invaziv Siirecler ve Molekiiler Mekanizmalar

Prostat kanserine bagli 6liimler, biiyiik oranda kastrasyona direngli kanser hiicrelerinin
primer organdan yeni bir bolgeye yayilimi olarak tanimlanan uzak metastaz kaynaklidir

(92). Seckonder bolgede gelisen tiimdriin lokalizasyonu ise rastgele olmamaktadir. Prostat
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kanserinde uzak metastaz ¢ok biiylik bir oranda kemikte gerceklesmekte ve kanser
hiicreleri metastaz bolgelerinde osteoblastik lezyonlar olusturarak kemigin biiylimesine

neden olmaktadir (93).

Prostat kanserinde metastazin ilk basamagini1 primer boélgede proliferasyon, hiicrelerin
ilgili bolgeden ayrilmasi ve malignant hiicrelerin migrasyon sonucu kan damarlarina ya da
lenf dokuya girisi olusturmaktadir. Normal prostat dokusunda epitel hiicrelerin migrasyon
yetenegi Dbirbirlerine ve ekstraselliller matriks (ECM) bilesenlerine siki adherens
gostermeleri nedeniyle olduk¢a sinirlidir.  Malignant doniisiim sirasinda epitel hiicrelerin
adhezyon ozelliklerinde azalma meydana gelmekte ve hiicrelerin migrasyon 6zelliklerinde
artis olmaktadir (94). Lokal adhezyon ve migrasyonun yani sira prostat kanseri hiicreleri
invaziv siireglerin basinda ECM yikimini uyararak ¢evre doku igine yayilimla birlikte
dolagima ge¢mektedir. Prostat dokusundan ayrilarak kan dolasimina katilan prostat
kanseri hiicreleri yasamsal (pro-survival) genlerin ekspresyon diizeylerindeki artis ve
apoptozu uyaran genlerin ekspresyonundaki diisiis ile yeni mikrogevreye hizlica adapte
olmaktadir (95). Yiiksek evreli metastatik prostat kanseri hastalarinda kanda sirkiile timor
hiicreleri ile yapilan mikrogip tabanli bir ¢alismada invazyon siireci ile iliskili GSK3p,
WNT5A, EGFR, MMP9, IGF1R, FOXA2, TCF3, SPP1, FOLH1, PIM2 ve ACP5 genlerinin
ekspresyonunda degisim saptanmistir (96). Timor hiicrelerinin kan dolagimindan gikisi
(ekstravazasyon), kemik mikrogevresi i¢indeki adaptasyon ve sekonder tiimor olusumunun
molekiiler mekanizmalar1 heniiz anlagilamasa da bu silirecin ¢evre dokuda adhezyon
sonrasinda proteaz yikimini gerektiren bir siire¢ oldugu bilinmektedir. Prostat kanseri
hiicreleri ve kemik hiicrelerinin ayni ortamda Kkiiltlirliniin saglandigi bir ¢alismada
ekstraselliiler matriks proteinlerinin, matriks proteazlarin, koloni uyarict faktorlerin
ekspresyon diizeylerinde degisim saptanmustir (97). Prostat kanserinde invaziv siireclerin
lic basamagindan sorumlu olarak tanimlanmis genler ve sorumlu olduklar1 asamalar Sekil-

13'de 6zetlenmistir.
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Tiimor hiicrelerinin primer tiimor
bolgesinden ayrilmasi ve kan dolasimma
intravazasyonu

HPN, ERG,

AMACR, MUC1,
ANGPT2, WT1,
SPARC, CAV1, MMP2,
TMPRSS2-ERG

Kan dolasiminda yasam

CRTAM, CXCR3,
”, «— FCRL3, KLF12,
S ¢ SR P GSK3B, WNTSA,
: EGFR, MMP9, IGF1R,
FOXA2, TCF3, SPP1,
FOLH1

Adherens ve
ekstravazasyon

=== CTSK, MMP2, MMPS9,
PLAU, MTA1, RAF1,
PLAU, IL1B, COX2, IL2,
SPARC

TGFB, SMADY9, CSF1,
]41\__4‘%/? CSF1R, ITGA1, ITGA2,
= \

Sekil-13 Prostat kanserinde invaziv siirecler ve sorumlu tutulan genler (95)

2.6.1.1. Matriks Metalloproteainaz (MMP) Ailesinin Prostat Kanserinde Invaziv

Siireclerdeki Etkileri

Timor hiicresinin yayilimini kolaylastiran invaziv siirecler ECM temel bilesenlerinin
proteolitik sistemler tarafindan hidroliz edilmesini gerektirir. Bugiline kadar pek ¢ok
proteaz kanserde invaziv siirecler ile iligkilendirilmis olmasina ragmen matriks
metalloproteinaz (MMP) ailesi olarak isimlendirilen ve 24 enzimden olusan spesifik enzim
grubu antitimoral etkilerin degerlendirildigi pek ¢ok calisma i¢in odak noktasi
olusturmaktadir (98). MMP enzim ailesi ECM yapisal proteinlerini hidroliz etme
yeteneginde metal iyonlarma bagl katalitik aktivite gosteren bir enzim grubudur (99).
Tipik bir MMP bir sinyal peptid domain, bir pro-peptid domain ve bir katalitik domainden
olusan ¢oklu domain yapisina sahiptir (Sekil-14). Yapisal olarak MMP'ler arketipaller (tip
1 kollajenazlar), matrilsinler (membran tip MMP'ler), gelatinazlar ve furin ile aktive olan
MMP'ler olmak {iizere dort gruba ayrilmaktadir (100). Her bir grubun ana yapisal
domainler disinda birbirinden farkli &zellikleri bulunmaktadir; arketipal MMP'ler
kollajenazlar, stromelinler ve diger arketipal MMP'ler olmak {izere alt gruplara ayrilirken

matrilsinler hemopeksin domaininden yoksun olan MMP grubunu olusturur. Gelatinazlar
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katalitik domainlerinde fibronektin tekrarlarina sahiptir. Furin ile aktive olan MMP'ler ise
her biri furin tanima motifi i¢eren salgt MMP'lerin yani sira membrana baglanabilme
Ozellikleri olan Tip 1 transmembran ve Tip II transmembran MMP'ler olmak tizere iig alt
grupta toplanir. Membrana baglanma tipine bagli olarak bazi transmembran tip

MMP'lerde glikofosfatidilinositol (GPI) ¢capalari mevcuttur (Sekil-14).

Kollajenazlar
MMP-1
MMP-8

MMP-13
B — =
Pro- . . Hemopeksin Stromelsinler
i) Katalitik Domain - - ‘Domaini P3
MMP-10

Diger MMP'ler

Arketipal MMP'ler

ey o MMP-12
Matrilsinler P10
MMP-20
_ ) - — MMP-27
sp| Pre- amtidkDomun | — | MMP-7
domain mam MMP-26
—— -
Gelatinazlar

C I - — MMP-2
I I p.-o! I I Katalitik [ ‘: Y I Hemopeksin
SEY o in Domain AFAFLAFR - rmn Domaini | MMP-9

Furin ile aktive olan MMP'ler -
Salgi MMFP 'ler

su (zm = ot
S S 7H S | (REE N2
omain S— S MMP-28

Tip 1 Transmembran

MMP-14 (MT1-MMP)
MMP-15 (MT2-MMP)

' . - > MMP-16 (MT3-MMP)
H—S gm-’“‘w‘ij e L pm p— MMP-24 (MT5-MMP
_ Transmembran / GPIL bagh

GFl MMP-17 (MT4-MMP)
MMP-25 (MT6-MMP)

Tip 2 Transmembran

sp Pro- e Katalitik Domain —&]—i R MMP-23A
domain — MMP-23B

Sekil-14 Memelilerde MMP ailesinin domain yapisina gére siiflandirilmasi (100)

2.6.1.2. Matriks Metalloproteinaz Enzimlerinin Regiilasyonu

Hiicre i¢ginde MMP aktivitesi transkripsiyon diizeyinde (mRNA) ve aktivatorler
/inhibitérler araciligiyla protein diizeyinde siki sekilde diizenlenmektedir. Ekspresyonun
mRNA diizeyinde kontroliiniin yan:1 sira metalloproteinazlarin doku inhibitorleri (TIMP)
olarak isimlendirilen bir ekstraselliiler protein ailesi MMP aktivitesinin protein diizeyinde
negatif regiilasyonunu saglamaktadir. TIMP protein ailesinin TIMP-1, -2, -3 ve -4 olmak

tizere dort iiyesi tamimlanmistir. MMP'lerin 6nemli regiilatorleri olarak bilinen TIMP'ler
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hiicre-hiicre ve hiicre-matriks adhezyon molekiilleri ile ECM yogunlugunun

belirlenmesinde rol oynamaktadir (101, 102).

2.6.1.3. Prostat Kanserinde Matriks Metalloproteinazlarin Fonksiyonu ve

Regiilasyonu

Prostat kanserinde MMP ve TIMP ekspresyon diizeylerindeki dengesizlik sonucu
MMP upregiilasyonu ve TIMP downregiilasyonu s6z konudur. Artmigs MMP ekspresyonu
ve aktivitesinin prostat kanseri progresyonuna metastazi kolaylastirmak ile katki
saglamanin yaninda hiicre proliferasyonunda artis, apoptozdan kacis, anjiyogenezi tesvik
etmek gibi pek ¢ok siirecte etkin oldugu bildirilmistir (Sekil-15). Genel olarak prostat
kanserinin ileri evrelerinde MMP'lerin daha aktif olduklar1 (103) ve Gleason skoru yiiksek
prostat kanserlerinde ¢ogu MMP'nin yiiksek ekspresyon gosterdigi bildirilmistir (104).
Prostat kanseri hastalarinin doku 6rnekleri ile yapilan ¢alismalarda 6zellikle MMP-2, -3, -
7, -9, -13, -14, -15 ve -26 ekspresyonlarindaki artis ile ileri ve/veya metastatik hastalik
arasinda (100), MMP-1 ekspresyonu ile de invazyon insidansinin daha az oldugu diisiik
evreli prostat kanseri arasinda korelasyon saptanmistir (105). Prostat kanserinde MMP
ekspresyonlarin1  degerlendiren ¢alismalardan bazilart  ve sonuglari Tablo-3'de
listelenmistir. Prostat kanserinin progresyonundaki rolleri agisindan MMP ailesi i¢inde en
¢ok tlizerinde durulan ve rolleri daha iyi aydinlatilmis olan grup ise MMP-2, -7, -9 ve MT1-
MMP'dir (100).
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Tablo-3 Prostat kanserlerinde MMP ekspresyonlarinin degerlendirildigi bazi ¢aligmalar ve

sonuglari
MMP-2 ve TIMP-1 Northern Blot ~ Yilksek evre prostat kanseri (106)

orneklerinde MMP-2/TIMP-1
anlamli oran artigt
MMP-2 IHC Malignant prostat kanseri (107)
dokularinda Gleason skoruna bagli
olmaksizin ekspresyon artist

MMP-2 ELISA Kemik metastazi gosteren prostat (108)
kanseri orneklerinde serumda artis
MMP-9 Zimografi Bening prostat hiperplazi doku (109)

orneklerine gore malignant
prostatik dokularda aktivite artis

MMP-2,-9,-13 ELISA Uzak metastazi pozitif olan prostat (103)
kanserli olgularin plazma
orneklerinde artis
MMP-9 gRT-PCR Ekspresyon  diizeyindeki  artis (110)
biyokimyasal rekiirrens ile iliskili
MMP-2,-9 IHC Dokudaki artis  konvensiyonel (111)
prognostik faktorler ile iliskili
MMP-2 IHC Malignant  epitel  hiicrelerde (112)

saptanan ekspresyon artist kisa
yasam siiresi ile iligkili
IHC: Immiinohistokimya, ISH: in situ hibridizasyon

14,26

[ MMP -1, -2,-3,7-9, 13,

MMP -3,-7,9,11,-15 |

PROSTAT
KANSERI

MMP-1,-2,-7,9,-14 | MMP-7,-9,-11,-3

Sekil-15 Prostat kanseri progresyonunun farkli asamalarinda gorev alan
matriks metalloproteinazlar (100)
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2.6.1.3.1. Matriks Metalloproteinaz- 2 (MMP-2)

Matriks metalloproteinazlarin gelatinaz alt ailesine iiye MMP-2 (Gelatinaz A)
fibronektin-benzeri gelatin baglama domaini ile ECM bileseni olan gelatinin yikimini
saglama yeteneginde proteolitik bir enzimdir (113). Ekstraselliiler matriks iizerindeki
proteolitik aktivitesinin yan1 sira enzimatik kesim ile MMP-9 aktivasyonundan sorumludur
(114) (Sekil-16). Prostat kanserinde MMP-2 ekspresyonunda artis oldugu ve Ozellikle
yiiksek patolojik TNM evresine ve yliksek Gleason skoruna sahip tiimorlerde MMP-2
ekspresyonunun daha da arttigi pek c¢ok g¢alisma ile dogrulanmistir (104, 115, 116).
Murray ve arkadaglart tarafindan gerceklestirilen daha yeni bir ¢aligmada ise MMP-2
ekspresyonunun prostat kanserinin agresif progresyonu ve metastaz ile iliskili oldugu

bulunmustur (117).
proMMP-2 MMP-2
- 0 @ |
: ;T TIMP-2 N— ‘Ekstrase!lulerma{nks (ECM) yikim1
@ o ® —— @@ LD
% proMMP-9 MMP-9 *Anjiyogenez
. Tiimor Hiicresi /
P
=
H eom—
z MMP-7
- ‘0 / .
: B T\ » okl
Osteoblast ==Lt o Osteoklast

MRANKL =—————  sRANKL

Sekil-16 Prostat kanseri progresyonunda MMP-2, -7 ve -9'un rolleri ve etkilesimleri (100)

2.6.1.3.2. Matriks Metalloproteinaz- 9 (MMP-9)

Matriks metalloproteinazlarin gelatinaz alt ailesine iye MMP-9 (Gelatinaz B) inaktif
formda sentez edildikten sonra MMP-2 tarafindan aktif hale getirilir (Sekil-16). Timor
hiicrelerinden koken alan MMP-9'un MMP-2 fonksiyonuna benzer olarak kanser
metastazinda gorev aldigir bilinmektedir (118).  Trudel ve arkadaslart tarafindan
gergeklestirilen bir calismada prostat kanseri dokusunda %94.1 oranda intraselliiler MMP-
9 ekspresyonunun varhigi yiiksek Gleason skoru ile iligkilendirilmis ancak prognostik bir

sonuca ulagilamamistir (119). Bagka bir ¢alismada ise radikal prostatektomi sonrasi analiz
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edilen invaziv fenotipte olmayan 22 lokalize primer prostat kanserli dokuda ise
gelatinolitik ekspresyon diizeyinin diisiik bulunmasi gelatinolitik aktivitenin agresif
fenotipe bagh arttigi sonucunu dogrulamaktadir (120). Degisen MMP-9 ekspresyon
diizeyinin prostat kanserinde invazyon ve metastatik 6zellikler ile olan iligkisi in vitro
caligmalarda yaygin kullanilan prostat kanseri hiicre hatlarinda da dogrulanmigtir. LNCaP,
DU145 ve PC-3 hiicreleri invazyon aktiviteleri ile korele olarak sirasiyla diisiik, orta ve
yitksek MMP-9 eksprese ettikleri bildirilmistir (121). Invaziv 6zellikleri oldukga yiiksek
olan DU145 ve PC-3 prostat kanseri hiicre hatlarinda MMP-9 ekspresyonunun siRNA-
aracili susturulmasi sonucu anjiyogenezin azalarak apoptozun uyarildigi bildirilmistir (122,
123). Invaziv 6zelligi bulunmayan LNCaP hiicreleri ile yapilan bir calismada ise MMP-9

transfeksiyonu sonrasi invaziv 6zelliklerde artis oldugu bulunmustur (124).

2.7. Kanser Tedavisinde Bitkilerin Yeri ve Onemi

Gliniimiizde ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan kemoterapdtik ajanlarin
cogu bitkisel kokenlidir. Prostat kanserinin agresif formu olan KDPK kemoterapisinde de
kullanilan mevcut ilaglar (dosetaksel ve kabazitaksel), kanser hiicrelerinde hiicre
boliinmesi sirasinda ig ipliklerinin olusumunu engelleyen mitoz bloke edici ajanlar olarak
etki gosteren taksan tiirevleri olup Taxus cinsi bitkilerden elde edilen diterpenlerdir (5). Ek
olarak irinotekan, etoposit, paklitaksel, vinkristin ve vinblastin gibi diger kanser tiirlerinin
kemoterapisinde yaygin kullanilan ilaglar da bitkisel kokenli ajanlardir (125). Kanser
tedavisi i¢in yeni terap6tik yaklagimlarin olusturulmasinda bitkisel metabolitler hala yogun

ilgi gekmektedir.

2.7.1. Juniperus L. (Ardig) Bitkisi

Ulkemizin de iginde bulundugu kuzey yarim kiirede 70 tiir ile temsil edilen Juniperus
L. (Cupressaceae) 0zellikle Himalayalar, Tayvan, Tropikal Afrika ve Bati1 Hint Adalar1 gibi
giineyin daglik alanlari icerisine kadar uzanan bir yayilim go6stermektedir (126).
Tiirkiye'de ise yerel bolgelerde genellikle "Ardig" ismi ile bilinen Juniperus L. 7 tiir ile
temsil edilmektedir (127). Juniperus cinsi Juniperus ve Sabina Spach. olmak tizere 2 alt
subeye ayrilmaktadir. Juniperus subesindeki tiirler asikular (ignemsi), oldukg¢a sert ve
tabanda eklemli yapraklar ile tespit edilmektedir. Sabina Spach. subesine iiye tiirler ise
pul benzeri yapraklara sahip olmakla birlikte asikular yapili yapraklara sahip bazi tiirlerde

tabanda eklem yapisi goézlenmemektedir. Juniperus subesi i¢inde J. drupacea Lab., J.
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communis L., ve J. oxycedrus L. olmak iizere 3 tiir yer alirken Sabina Spach. subesinde ise
J. phoenicia L., J. foetidissima Willd., J. sabina L., ve J. excelsa M.Bieb. isimleri ile 4 tiir
bulunmaktadir (128, 129).

2.7.1.1. Tiirkiye'de Dogal Olarak Yetisen Juniperus L. Tiirleri

Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Juniperus cinsi iiyeleri J. communis L. subsp.
communis, J. communis L. subsp. nana Syme, J. communis L. subsp. hemisphaerica
(Presl.) Nyman, J. oxycedrus L. subsp. oxycedrus, J. oxycedrus L. subsp. macrocarpa
(Sibth. et Sm.) Ball., J. phoenicea L., J. foetidissima Willd., J. sabina L., J. oblonga Bieb.,

ve J. excelsa Bieb. olmak tizere 10 takson altinda 7 tiir ile temsil edilmektedir (130).

2.7.2. Juniperus L. Tiirlerinin Farmakolojik Ozellikleri

Esansiyel yaglar, tanenler, fenolik bilesikler, flavonoidler, lignanlar ve terpenoidler
yoniinden zengin bitkiler olan Juniperus L. tiirlerinin ¢esitli farmakolojik ozellikleri
nedeniyle diinya ¢apinda geleneksel tipta kullanimlar1 oldukca yaygindir. Ulkemiz de
dahil olmak iizere diinyanin pek ¢ok tilkesinde Juniperus L. tiirlerinin deri iltihaplarina, bas
agrilarina, sindirim yolu hastaliklarina, bronsit, astim, bdbrek ve idrar yolu
rahatsizliklarina, romatizmaya, solunum yolu rahatsizliklarina, siniizite, karaciger
rahatsizliklarina ve metabolizma bozukluklarina iyi geldigi bilinmekte ve geleneksel tipta
Juniperus L. tiirlerinden siklikla faydalanilmaktadir (11, 131). Yapraklarindan ve
meyvelerinden elde edilen dziitler ve esansiyel yaglar soguk alginligy, iiriner enfeksiyonlar
ve dermatolojik hastaliklar gibi pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (132).
Bugiine kadar Juniperus L. tirlerinin sahip oldugu c¢esitli biyolojik aktiviteler;
antiinflamatuvar (133, 134), diiiretik, antiseptik (135-139), antihelmintik (140),
hipoglisemik (141), hipotensif, abortif, antinosiseptif ve vazorelaksatif (133, 142),
antimikrobiyal (14, 143-145), antiviral (146), antioksidatif (14, 134, 139, 143, 147-149),
antikolinesteraz (148, 149) ve analjezik (150) ¢esitli ¢alismalar ile dogrulanmistir. EK
olarak sedef hastaliginin (151) ve ndrastenik néroz (152) tedavisinde kullanimlar1 sonucu
potansiyel etkileri dogrulanmistir. Tavares ve arkadaglar1 tarafindan yapilan baska bir
calismada farkli Juniperus L. tiirlerine (J. navicularis, J. oxycedrus, J. phoenicea ve J.
turbinata) ait fenolik bilesiklerce zengin fraksiyonlarin néro-koruyucu etkileri oldugu

bildirilmistir (15). Ayrica ardi¢ yagi ve seyreltilmis ardig tohumu ¢ayinin viicutta birikmis
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olan laktik asidi azalttigi, ¢ocuklardaki bobrek iltihaplanmasina ve kronik mesane
hastaliklarina iyi geldigi tespit edilmistir. Kan dolasimini arttirdigindan diizenli alinan
ardi¢c tohumu ¢ay1 viicuttaki agr1 semptomlarini da azaltmaktadir. Cesitli ve siddetli sinir
sistemi bozukluklarinda 6zellikle ilaglarin etkisiz kaldigr durumlarda bas agrisi, ense agrisi,
genel kirginlik, mide krampi rahatsizliklarinda ardi¢c tohumu ¢ayimin abortif etkisi oldugu
bilinmektedir. Ozellikle migren vb. bas agrilarinda ardi¢ tohumu ¢aymin siirekli kullanimi
iyilesme saglamaktadir (153, 154). Wegener ve Schmidt, J. communis meyvelerinin
tirolojik ve hazimsizlik (sindirim giigliigii) rahatsizlig1 olan hastalarda uzun siire kullanimi
sonucu meyvelerin diiiretik 6zelligi sayesinde potansiyel etkilere sahip oldugunu ve bu
amagla kullanilan Roleca R adli ardi¢ kapsiiliiniin ise bobreklere zarari bulunmadigini
bildirmislerdir (155). Bunun yani sira J. excelsa Bieb. tiiberkiiloz ve sarilik hastaliklarinda,
ayni tiirin meyvelerinden hazirlanan dekoksiyon soguk alginligi ve bronsit tedavisinde
kullanim alan1 bulmustur (156). Finike ardicinin yapraklarindan hazirlanan dekoksiyon ise
antidiyabetik ve laksatif 6zelliklere sahiptir (157, 158). J. communis yapraklari Tiirkiye'de
herbal magazalarda satilmasinin yani sira yerli ihracat kaynagi olarak da kullanilmaktadir
(159). J. oxycedrus yaprak ve meyvelerinin kaynatilmasi ile elde edilen oziitten iilkemizde
hemoroit ve bobrek tasi tedavisinde yine diiiretik olarak faydalanilmaktadir (160).

2.7.2.1. Juniperus L. Tiirlerinin Antitiiméral Ozellikleri

Kanser hiicreleri tizerinde sitotoksik etkilere sahip medikal bitkiler arasinda Juiperus
L. tiirleri antitiimoral ozellikteki cesitli bilesiklerin zengin bir kaynagi olarak ilgi
cekmektedir. Bugiine kadar Juniperus L. tiirlerinin yaprak ve meyvelerinden farkli
coziicliler ve yontemler kullanilarak elde edilen 6ziitlerin veya oziitlerden elde edilen farkli
tipte etken maddelerin pek ¢ok farkli kanser hiicresi tizerinde sitotoksik etkisi oldugu
bildirilmistir. ~ Literatiirde Juniperus L. tiirlerinin antitiimoral o6zelliklerine yonelik
giintimiize kadar yapilan ¢aligmalar sitotoksik etkisi degerlendirilen Juniperus L. tiird, ilgili
tiire ait Oziitlin hazirlandig1 ¢oziicli, varsa belirlenebilen 6ziit icerigi, kullanilan kanser

hiicre hatt1 ve bulgular1 yoniinden Tablo-4'de listelenmistir.
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Tablo-4 Juniperus L. tiirlerinin antitiimoral 6zelliklerine yonelik yapilan ¢alismalar

Juniperus L. tiirii

J. taxifolia yaprag:

J. drupacea meyvesi

J. communis meyvesi

J. brevifolia yaprag:

J. oxycedrus meyvesi

J. navicularis, J. oxycedrus,

J. phoenicea, J. turbinata

tiirlerine ait yapraklar
J. foetidissima ve J. sabina
dal ve meyveleri
J. excelsa yaprak ve meyveleri

J. excelsa yapraklari

J. communis

J. rigida

J. sabina

J. foetidissima yaprak ve dallari

Oziitiin
hazirlandigi
coziicii
Kloroform

Metanol

Su

Hekzan, aseton
ve etanol

Metanol

Su ve etanol

Etanol
Etanol
Etanol

Metanol,
hekzan,
diklorometan
Kloroform,
metanol,
hekzan,
diklorometan
Etanol, hekzan,
kloroform,
butanol
Aseton

icerigi

Diterpenler

Fenolik ve
Flavonoid
bilesikler

Yeni spiro
bilesikler

Fenolik
bilesikler
Fenolik
bilesikler

Lignan

Lignan

Yeni
diterpen
bilesik
Terpenoid

Kullamilan
kanser hiicre
hatt1
HL-60

HepG2

MCF-7/AZ

HelLa, A549,
MCEF-7

HepG2

SK-N-MC

Hela, KB,
MDA-MB-468
Hela, KB,
MDA-MB-468
HepG2

MB231

A549, SK-OV,
SK-MEL-2,
HCT-15

HL-60, HepG2,
MCF7,
HTC116, A549
EJ-138,
CAOV-4

Bulgular

Oziitten izole edilen 7-a-hidroksisandarakopimarik asit 2.5 pg/ml konsantrasyonda
24 saatte apoptozu uyarmistir.
Oziitiin 1Cs degeri 24 saat igin 10 pg/ml olarak belirlenmistir.

96 saat 0Oziit muamelesi boyunca 50 pg/ml'nin iizerindeki her dozda hiicre
canliliginda anlamli inhibisyon belirlenmistir.

Oziitten izole edilen 18- hidroksidehidroabietan molekiili 48 saatte HeLa

hiicrelerinde daha diisiik dozda olmakla birlikte ortalama 25 pM konsantrasyonda
anlaml inhibisyona yol agmistir.

24 saat periyodunda 5 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda anlamli inhibisyon
saptanamamis ve bu sonug diisiik fenolik igerik ile iliskilendirilmistir.

Oziitlerden elde edilen fenolik fraksiyonlar 24 saat periyodunda 100pg/ml’den
diisiik dozda anlamli inhibisyona yol agmustir.

Kanser hiicre hattina bagli olarak 5 - 20 pg/ml degisen dozlarda anlamli inhibisyon
saptanmigtir.

Sitotoksik etki belirlenen hiicre hatlarinda 1Csy dozunun 20 pg/ml'den yiiksek
oldugu belirlenmistir.

Oziitiin 48 saatte 1Cso dozu 0.54 mg/ml olarak saptanmustir.

Oziit 1, 3 ve 5. giin periyotlarinda 10 pg/ml konsantrasyonda anlamli inhibisyona
yol agmustir. Oziitiin farkli fraksiyonlarindan elde edilen deoksipodofilotoksin
molekiiliiniin ise 24 saatte apoptozu uyardigi saptanmstir.

Ilgili hiicre hatlarinda oziitten elde edilen 4 farkli lignan bilesiginin farkli
konsantrasyonlarda 1Cs dozlar1 saptanmustir.

Elde edilen sabiperon tiirevi bilesikler, 48 saatte ilgili hiicre hatlarinda farkli ICs
konsantrasyonlarda anlamli inhibisyona yol agmustir.

Oziitten izole edilen ii¢ farkli terpenoid bilesigin ilgili hiicre hatlarmda orta
diizeyde sitotoksik etkisi belirlenmistir.
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Farkli Juniperus L. tiirlerinden hazirlanan Oziitlerin ~ sitotoksik etkilerinin
degerlendirildigi caligsmalar incelendiginde sitotoksik olarak belirlenen etkin dozun ve
siirenin, bitkinin tiirline, 0ziitiin hazirlandig1 ¢6ziiciiniin tipine, kullanilan kanser hiicre
hattina ve Oziitiin farkli ¢oziictiler ile fraksiyonlarindan elde edilen igerigine bagli olarak
degistigi goriilmektedir. Hiicre canlilifina toksik etkisi bulunmayan su ve/veya diger
coziiciilere nispeten daha az toksik etkilere sahip olan alkol (etanol, metanol) tiirevleri
kullanilarak hazirlanan 6ziitlerde direkt olarak Oziitiin sitotoksik etkisi degerlendirilmis ve
olas1 sitotoksik etki oziit igcerigindeki fenolik bilesiklerin miktari, sayis1 ve konsantrasyonu
ile iliskilendirilmistir. Oziit hazirlama siirecinde hiicre canlilif1 iizerinde ileri derecede
toksik etkileri oldugu bilinen c¢oziiciilerin (kloroform, hekzan, diklorometan, aseton,
butanol gibi) kullanildig1 calismalarda ise genellikle 6ziitlin direkt sitotoksik etkisi yerine
fraksiyonlama sonucu Oziitten saf olarak elde edilen bilesiklerin ya da farkli
fraksiyonlamalarin kombinasyonu sonucu elde edildigi bildirilen yeni molekiillerin

sitotoksik etkileri degerlendirilmistir.

Farkli Juniperus L. oziitlerinin 16semi, meme kanseri, kolon kanseri, akciger kanseri,
servikal kanser, sarkoma, noroblastoma, melanoma, over kanseri, karaciger kanseri gibi
kanser hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksik etkileri arastirilmasina ragmen literatiirde
Juniperus L. tiirlerinden elde edilen Oziitlerin prostat kanseri hiicre hatlar1 {izerindeki
sitotoksik etkisini degerlendiren herhangi bir c¢alisma mevcut degildir.  Kanser
terapisindeki ana hedefin secici olarak kanser hiicrelerini hedefleyen ve normal hiicrelere
en az hasar veren yaklagimlari kapsamasi gerekirken yine mevcut ¢aligmalarin pek
cogunda kanser hiicreleri lizerinde sitotoksik etkiye neden oldugu belirlenen Juniperus L.
0ziit konsantrasyonlarinin normal hiicreler {izerindeki olas1 etkileri degerlendirilmemis ve
hiicre 6liimii izerindeki ileri analizleri yapilmamistir. Ek olarak sitotoksik etkisi belirlenen
Juniperus L. oziitlerinin molekiiler diizeyde antitiimoral etkilerinin degerlendirildigi
calisma sayist ise oldukca azdir. Tim bilgiler ve veriler dogrultusunda mevcut tez

caligmas1 kapsaminda,

- Tiirkiye florasinda dogal olarak yetisen iki farkli Juniperus L. (Juniperus communis L.
var. saxatilis Pall. ve Juniperus excelsa M. Bieb. subsp. excelsa) tiiriiniin yaprak ve
meyvelerine ait sulu 6ziitlerin hazirlanmasi1 ve endokrin terapi direnci yiiksek iki farkl
prostat kanseri hiicre hatti (DU145 ve PC-3) ve bir normal hiicre hatti (HUVEC, insan
umbilikal ven endotel hiicreleri) lizerinde doza ve zamana bagli in vitro sitotoksik etkisinin

belirlenmesi
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- Tlgili hiicre hatlarinda in vitro sitotoksik etkisi belirlenen dziitlerin tetikledigi hiicre dliim

tipinin saptanmasi

- Prostat kanseri hiicre hatlarinda MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyon diizeylerindeki

degisimlerin saptanmasi yolu ile 6ziitlerin antitiimoral etkilerinin degerlendirilmesi
- Hazirlanan dort farkli sulu 6ziitiin fenolik bilesikler yoniinden analizi

- Saptanacak olast sitotoksik ve antitimoral etkinin Oziitlerde tayin edilecek fenolik

bilesikler ile iliskilendirilmesi hedeflenmistir.
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GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1. Kullanilan Cihazlar

- -150°C derin dondurucu (Panasonic, Japonya)

- -86°C derin dondurucu (Niive DF 490, Tiirkiye)

- -20°C derin dondurucu (Bosch, Tiirkiye)

- +4°C buzdolabi (Alaska, Tiirkiye)

- Laminer kabin

- Santrifiij (Niive NF 800, Tirkiye)

- CO; inkiibator (Panasonic, Japonya)

- Invert mikroskop (Labomed, ABD)

- UV-Vis Spektrofotometre/ Nano Drop (Beckman Coulter, ABD)
- Muse® Cell Analyzer (Merck Millipore, Almanya)

- StepOnePlus™ System Real Time- PCR (Applied Biosystems, ABD)
- Sogutmali1 Santrifiij (Beckman Coulter, ABD)

- Thermal Cycler (Biorad, ABD)

- Yatay Jel Elektroforezi (Biorad, ABD)

- Vorteks (Velp Scientifica, italya)

- ELISA okuyucu (Tecan, Isvicre)

Agilent 1200 HPLC (Agilent, ABD)

Floresan Mikroskop (Eclipse 180, Nikon, ABD)
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3.1.2. Kullanmilan Kimyasallar

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 w/o L-GIn besiyeri, 500ml (LONZA)

Dulbecco’'s Modified Eagle's medium (DMEM) 4.5 g/L glucose, w L-GlIn, w/o sodium

pyruvate besiyeri, 500ml (Lonza)

Fetal Bovine Serum, 500ml (Hyclone)

Penisilin- Streptomisin, 10.000U/ml (Thermo Fisher)
Sodyum piriivat soliisyonu, 100mM (Lonza)
Tripsin-EDTA (Lonza)

Sodyum- fosfat tamponu (PBS) (Bioshop)

WST-1 Cell Proliferation Reagent (Roche)

Muse® Annexin V and Dead Cell Kit (Millipore)
RNA izolasyon kiti (Omega Bio-Tek)

cDNA sentez kiti (Applied Biosystems)

Tagman Gene Expression Master Mix (Life Technologies)
Tagman Gene Expression Assay (Life Technologies)
Etanol %99.9 HPLC saflikta (Merck)

Asetik asit %99.9 HPLC saflikta (Merck)
Paraformaldehit (Sigma)

DMSO (Sigma)

Tripan mavi (Biochrom)

Hoechst 33258 (Sigma)

Propidyum iyodid (PI) boyama soliisyonu (BD Biosciences)
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3.1.3. Kullanilan Hiicre Hatlar:
3.1.3.1. Prostat Kanseri Model Hiicre Hatlar1

Mevcut tez ¢alismasinda prostat kanserinin iki in vitro modeli olarak yaygin sekilde
kullanilan DU145 ve PC-3 hiicre hatlar ile calistlmistir. Ilgili hiicre hatlar1 endokrin
terapiye direngli (kastrasyon direncli) 6zellikte olup, her ikisinde birden metastatik 6zellik
bulunmaktadir.  Ayrica mevcut hiicre hatlarinda AR ve transkripsiyonu AR ile

yonlendirilen gen ekspresyonunun negatif oldugu bilinmektedir.

3.1.3.1.1. DU145 (ATTC ® HTB-81™) Prostat Kanseri Hiicre Hatti

Tez calismast kapsaminda kullanilan prostat kanseri hiicre hatlarindan ilki etnik
kokeni beyaz 1rk olan beyin metastazi pozitif 69 yasinda prostat kanserli bir hastadan elde
edilmis DU145 epiteliyal prostat adenokarsinom hiicre hattidir. Ilgili hiicre hattinin

metastatik potansiyeli orta diizeydedir.

3.1.3.1.2. PC-3 (ATTC ® CRL-1435™) Prostat Kanseri Hiicre Hatti

Tez calismasi kapsaminda kullanilan ikinci prostat kanseri hiicre hatt1 ise PC-3'tiir.
Etnik kokeni beyaz ik olan kemik metastazi pozitif 62 yasinda prostat kanserli bir
hastadan elde edilmis bu hiicre hatt1 epiteliyal prostat adenokarsinom hiicresidir. PC-3
prostat kanseri hiicre hatti prostat kanseri hiicre hatlar1 icinde metastatik potansiyeli en

yiiksek hiicre hattidir.

3.1.3.2. HUVEC (ATTC ® CRL-1730™) insan Normal Hiicre Hatt1

HUVEC insan umbilikal ven endotel hiicreleri, tiimérojenik o6zellikte olmayan

adherent normal hiicre hattidir.

3.2. Yontem
3.2.1. Bursa Uludag'da Dogal Olarak Yetisen Juniperus L. Tiirlerinin Toplanmasi

Mevcut tez calismasi kapsaminda prostat kanseri hiicre hatlari iizerinde in vitro
sitotoksik ve antitiimoral etkileri degerlendirilmek iizere segilen, Bursa Uludag'da dogal

olarak yetistigi bilinen Juniperus cinsi bitki tiirlerine ait yaprak ve meyveler, Nisan 2014'te
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Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Botanik AD dgretim iiyesi
Prof. Dr. Hulusi Malyer ve Dr. Aycan Tosunoglu 6nderliginde Uludag'in kuzey yamacina
gergeklestirilen arazi caligmasi sirasinda toplandi. Uludag Kirazliyayla mevki 1522.
metrede 40° 6'47.01"K, 29° 522.07"D koordinatlarinda Juniperus communis'e ve
Harmancik mevkine 16 km kala Ceki-Siril yol ayriminda 44° 2'46.032"K, 35°
40'31.7352"D koordinatlarinda ise Juniperus excelsa'ya rastlandi (Sekil-17). Prof. Dr.
Hulusi Malyer tarafindan gergeklestirilen taksonomik tanimlama sonrasinda toplanan
tirlerin Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. ve Juniperus excelsa M. Bieb. subsp.
excelsa oldugu tespit edildi. Ilgili Juniperus tiirlerine ait yaprak ve meyveler ayri ayri

temizlendikten sonra etiketlenerek 6ziit hazirlanma asamasina kadar -20°C'de saklandi.

Sekil-17 Nisan, 2014 Uludag arazisinden Juniperus goriintiileri

3.2.2. Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. ve Juniperus excelsa M. Bieb. subsp.

excelsa Tiirlerine Ait Yaprak ve Meyvelerden Sulu Oziit Hazirlanmasi

Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. ve Juniperus excelsa M. Bieb. subsp.
excelsa tiirlerine ait yaprak ve meyvelerin sulu 6ziit hazirligi Uludag Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii 6gretim tiyesi Dog. Dr. Saliha Sahin tarafindan Analitik
Kimya Laboratuvari'nda gergeklestirildi. Kuru agirliklar1 5 g olacak sekilde tartilan her iki
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tiire ait yaprak ve meyveler 50 ml dH,0O igerisinde karanlik ortamda 400 rpm hizda 5 saat
stirekli ¢alkalama islemine tabi tutuldu (Sekil-18). Stok konsantrasyonu 0,1 g/ml olacak
sekilde elde edilen 4 farkli sulu 6ziit filtre kagidi ile siiziilerek 15 ml'lik temiz falkon
tiiplere alind1. Oziitler sitotoksisite deneylerine kadar -80°C'de saklandi.

Sekil-18 Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. ve Juniperus excelsa M. Bieb. subsp.
excelsa tiirlerine ait yaprak ve meyvelerin sulu 6ziit haline getirilmesi

3.2.3. Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. ve Juniperus excelsa M. Bieb. subsp.
excelsa Tiirlerinin Yaprak ve Meyvelerinden Hazirlanan Oziitlerin Fenolik

Iceriklerinin Yiiksek Basin¢h S1ivi Kromatografi (HPLC) ile Analizi

Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. ve Juniperus excelsa M. Bieb. subsp.
excelsa tiirlerine ait yaprak ve meyve oziitlerinin fenolik bilesikler yoniinden analizi ve
tespit edilen fenolik bilesiklerin miktar tayini Uludag Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Kimya BOlimii 6gretim iiyesi Dog¢. Dr. Saliha Sahin tarafindan Analitik Kimya
Laboratuvari'nda gerceklestirildi. Oziitlerin tiimii, standartlar1 Sigma'dan temin edilen 33
farkli fenolik bilesik i¢in analiz edildi. Fenolik bilesiklerin ayrimi, XBridge C18 (4.6X250
MM, 3.5um; Elstree, UK) kolon ile %1 H,O igerisinde ¢oziinmiis formik asit (¢oziicii A)
ve asetonitrilden (¢Oziicli B) olusan hareketli faz kullanilarak 0-10 dakika %13 B, 10-20
dakika %41.5 B, 20-25 dakika %70 B ve 25-35 dakika %10 B olmak iizere toplam 35

40



dakikalik siirede 0.5 ml/dakika kolon akis hizinda ve 10 ul'lik enjeksiyon hacminde
gerceklestirildi. Verilerin toplanmasi igin Chemstation for LC (Agilent) kullanildi. Elde
edilen piklerin hangi fenolik bilesiklere ait oldugu fenolik standartlarin alikonma stireleri
ve UV spektralar ile karsilastirilarak, miktarlar1 ise kromatogram alanlarinin hesaplanmasi

ile belirlendi.

3.2.4. Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. ve Juniperus excelsa M. Bieb. subsp.
excelsa Tiirlerinin Yaprak ve Meyvelerine Ait Oziitler ile Prostat Kanseri Hiicre

Hatlar1 Uzerinde Gergeklestirilen in vitro Deneyler
3.2.4.1. Hiicre Kiiltiirii

Mevcut tez calismast kapsaminda kullanilan DU145 ve PC-3 prostat kanseri hiicre
hatlar1, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD 6gretim iiyesi ve danisman
hocam Prof. Dr. Unal Egeli tarafindan Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji AD'dan temin edildi. DU145 ve PC-3 prostat kanseri hiicreleri %10 oraninda
FBS, %]1 oraninda Penisilin- Streptomisin (10.000U/ml) ve %1 oraninda sodyum piriivat
(100mM) igeren RPMI medyum igerisinde, %5 CO, ve 37°C sicaklik saglayan inkiibatorde
kiltire edildi. Tez g¢alismasi kapsaminda kanser hiicre hatlarinin disinda Juniperus
tirlerine ait yaprak ve meyvelerden hazirlanan oziitlerin in vitro sitotoksik ve antitiimdral
etkilerin degerlendirilecegi normal hiicre hatti olarak ise ATTC'den saglanan insan
umblikal ven endoteliyal hiicreleri (HUVEC) kullanildi. HUVEC hiicreleri ayni kiiltiir
kosullarinda DMEM besiyerinde kiiltiire edildi.

3.2.4.1.1. Hiicre Hatlarinin Dondurulmasi

Flasklarda kiiltiire edilen ve stok yapilacak yogunluga ulasan hiicreler tripsinizasyon
islemi ile flask yiizeyinden kaldirildiktan sonra tripsin ile esit hacimde besiyeri iceren 15
ml'lik falkon tiipe alindi. 1200 rpm'de 5 dakika siire ile santrifiij sonrasinda siipernatant
kisim uzaklastirildi.  Hiicreler %10 oraninda DMSO iceren besiyeri karisimi (200ul
DMSO0:1800ul besiyeri) ile resiispanse edilip kriyotiip igerisine alindiktan sonra -20°C'de
30 dakika bekletilip -150°C'ye kaldirildi.
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3.2.4.1.2. Dondurulmus Hiicre Hatlarimin Cozdiiriilmesi

Kriyotiipler igerisinde -150°C'de muhafaza edilen hiicre hatlar1 37°C'de ¢oziinmeye
birakildi. Co6ziinme tamamlaninca hiicrelerin DMSO'dan zarar gérme ihtimalini azaltmak
amaciyla kriyotiip icerisindeki hiicreler hizlica 5 ml besiyeri igeren 15 ml'lik falkon tiipe
almarak 1200 rpm'de 5 dakika siire ile santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda kalan hiicre
pelleti lizerine besiyeri eklenerek 25 cm? flask icine ekim gerceklestirildi. Hiicreler %5
CO; ve 37°C sicaklik saglayan inkiibatdrde kiiltiire edildi. Uremeye baslayan hiicrelerin
48 saat arayla besiyeri kontrolleri gerceklestirildi.

3.2.4.1.3. Hiicre Hatlarinin Pasajlanmasi

Flask yiizeyinin yaklagik %80-90'nin1 kaplayan yogunluga ulasan hiicrelerin canliligini
korumak ve devamliligin1 saglamak amaciyla pasajlama islemi yapildi. Bu islem ig¢in
oncelikle flaskta bulunan besiyeri dokiilerek hiicreler PBS ile yikandi ve ardindan
tripsinizasyon uygulandi. Uygun siirede 37°C'de tripsin muamelesi ile flask yiizeyinden
ayrilan hiicreler invert mikroskop altinda kontrol edildi. Hiicrelerin tiimiiniin flask
yiizeyinden ayrildigindan emin olunduktan sonra hiicreler tripsin hacmi kadar besiyeri
iceren 15 ml falkon tiip igerisine alind1 ve 1200 rpm'de 5 dakika siire ile santrifiij edildi.
Hiicre pelleti hiicre yogunluguna gore yeni besiyeri karigimi ile uygun flasklara alinarak

tiremenin devam etmesi saglandi.

3.2.4.1.4. Hiicre Canlihigimin Belirlenmesi

Kiiltiire edilen hiicrelerin canliligmmi ve ilgili deneyler igin sayisini tespit etmek
amaciyla Tripan mavi ile boyama yapildi. Tripsinizasyon sonrasinda 15 ml'lik falkona
alinan hiicre siispansiyonu 1200 rpm'de 5 dakika santrifiij edildikten sonra falkon tiipte
kalan hiicre pelleti 1 ml besiyeri ile resiispanse edildi. Hiicre siispansiyonu 1:1 oraninda
(50 pl: 50 pl) Tripan mavi boyasi ile karistirllip Thoma laminda 40X biiylitme altinda
sayildi.
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3.2.4.2. Sitoksisite Deneyleri
3.2.4.2.1. WST-1 Analizi

Iki farkli Juniperus L. tiiriine ait yaprak ve meyvelerden elde edilen &ziitlerin DU145
ve PC-3 prostat kanseri hiicre hatlar1 ile HUVEC normal hiicre hattindaki sitotoksik
etkisini ve etken dozlarin1 belirlemek igin WST-1 Proliferasyon Assay kullanildi.
Kolorimetrik bir canlilik testi olan WST-1 yonteminin prensibi tetrazolium tuzunun (WST)
canlt hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz (mitokondriyal siiksinat tetrazolium rediiktaz)
enzimi ile renkli formazan bilesigine doniisiimiine dayanir (172). Hiicrelerin ekili oldugu
medyum i¢inde ¢oziinebilen tetrazolium tuzu, kisa bir inkiibasyon siiresinin ardindan canli
hiicrelerdeki enzim aktivitesine bagh olarak koyulugu artan veya azalan bir renk degisimi
olusturur. Olusan renkli bilesigin 450 ve 620 nm dalga boylarinda absorbans degeri
Olciiliir.  Hiicrelerin net metabolik aktivitesi (canlilig1l) oransal olarak olusan renkli
formazan bilesiginin miktarina baglidir. Boylelikle alinan absorbans degerleri ile hiicresel
canlilik kantitatif bir degere doniistiiriiliir. Hiicre canliliginda inhibisyona neden olmasi
beklenen muamele sonrasinda hiicrelerdeki % canlilik orani, muamelesiz hiicre
absorbansina karsilik gelen hiicre canlilifinin %100 olarak normalize edildigi formiilden

yararlanilarak hesaplanir;
Canlilik (%) = (muameleli hiicre absorbansi/ muamelesiz hiicre absorbansi) x 100

Mevcut tez ¢alismasinda WST-1 analizinin gergeklestirilebilmesi igin 96- kuyulu
kiiltiir kaplarina her bir kuyuda 2x10* hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Ekimi takiben 24
saat sonra, Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. ve Juniperus excelsa M. Bieb. subsp.
excelsa'ya ait yaprak ve meyvelerden elde edilen 6ziitlerin literatiir arastirmasi yapilarak
secilen doz uygulama spektrumu ve 96- kuyulu kiiltir kabi diizenegi Sekil-19'da
gosterildigi sekilde planlandi. Her iki tiirden de stok 0,1 g/ml konsantrasyonda hazirlanan
yaprak oziitlerinden ilk 48 kuyuda (A-D) 1,25- 200 pug/ml araliginda; meyve oziitlerinden
son 48 kuyuda (E-H) 2,5- 250 pg/ml araliginda 3 tekrarli olmak tizere 15 farkli doz
uyguland1 (Sekil-19). Doz seyreltmelerinin tiimii besiyeri kullanilarak yapildi. 24, 48 ve
72 saatlik uygulamalar1 takiben kuyu basina 10ul Cell Proliferation Reagent (WST-1)
eklendi. %5 CO, ve 37°C sicaklik saglayan inkiibatorde 45 dakika inkiibasyonun ardindan
ELISA okuyucu kullanilarak 450-620 nm dalga boylarinda 6lgiim gergeklestirildi.
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1 2 3 4 5 6 J/ 8 9 10 11 12

[A [125 [ 125 [125 |25 2.5 2.5 5 5 5 7.5 7.5 75

ugml | pyg/ml | pg/ml | pgml |ug/ml | pg/ml | ug/ml | pg/ml | ug/ml | ug/ml | pug/ml | pg/ml
g |10 10 10 15 15 15 20 20 20 25 25 25

Yaprak _ pgm! | pg/ml |pgml | pg/ml |pg/ml | ug/ml | pg/ml | pug/ml | ug/ml | ug/ml | ug/ml | ug/ml
6ziitleri | |50 50 50 75 75 75 100 [100 |100 |125 |125 | 125

pg/ml | ug/ml | ugml | ugml |pg/ml | ugml | ug/ml | ug/ml | pyg/ml | ug/ml | ug/ml | ug/ml

p |10 [150 [150 [175 [175 [175 [200 [200 |200 |Doz |Doz | Doz
L |ugml |ugml |ug/ml |ugml |ugml | ug/ml | ug/ml | ugml | ug/ml | yok |yok | yok
E

Doz |Doz |Doz |25 25 25 5 5 5 75 75 75

yok yok | yok |ugml |pgml |pg/ml |ug/ml | pg/ml | ug'ml | pyg/ml | ug/ml | pg/ml
F |10 10 10 15 15 15 20 20 20 25 25 25

Meyve ugml | pg/ml | ug/ml | ug/ml |ug/ml | ug'ml | pg/ml | pg/ml | ug/ml | ug/ml | ug/ml | ug/ml
dazitleri | ¢ | 50 50 50 75 75 75 100 [100 [100 [125 |125 125

ugml | pg/ml | pg/ml | pg/ml |ug/ml | pg/ml | pgml | pug/ml | pgml | ug/ml | ug/ml | pg/ml
u | 150 150 150 175 175 175 200 200 200 250 250 250
ugml | ug/ml |ugml | ugml |ugml | ug/ml | ugml | ugml | ugml | ugml | ugml | ug/ml

Sekil-19 Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. ve Juniperus excelsa M. Bieb. subsp.
excelsa'ya ait yaprak ve meyve 6ziitlerinin 96- kuyulu kiiltiir kabindaki
doz uygulama spektrumu

3.2.4.3. Hiicre Oliimii Analizine Yonelik Deneyler

Canli ve o6lii hiicrelerin birbirinden ayirt edilmesi ve 6lii hiicrelerde apoptoz ve/veya
nekroz varhigmin belirlenmesi i¢in kullanilan morfoloji bazli, immiinohistokimya bazl,
immiinoloji bazli (ELISA) ve ¢ip bazli molekiiler biyolojik yontemler gibi farkli yontemler
mevcuttur (173).  Morfoloji bazli yontemlerde farkli 6zellikteki mikroskoplar ve
mikroskobiye uygun farkli boyama teknikleri kullanilarak canli, apoptotik ve nekrotik
morfolojideki hiicreler birbirinden ayirt edilmektedir. Immiinohistokimya bazli
yontemlerin temeli ise canli, apoptotik ve nekrotik ayrimi saglayacak ozellikteki hiicre igi
bir molekiiliin, bir enzim veya bir floresan boya kullanilarak tespitine ya da radyoaktif
olarak isaretlenmesine dayanmaktadir (174). Mevcut tez ¢alismasit kapsaminda hiicre
Olimiiniin analizine yonelik morfolojik bazli yontemlerden floresan mikroskobi ve

immiinohistokimyasal bazli yontemlerden Annexin V analizi kullanilmistir.

3.2.4.3.1. Hiicre Oliimiiniin Morfolojik Degerlendirilmesi

Hiicre oliimiiniin morfolojik analizi Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Hiicre Kiiltiirii Laboratuari'nda bulunan floresan mikroskop kullanilarak
gerceklestirildi. Analizde W eksitasyon filtre altinda mavi renk goriinen Hoechst 33258
(eksitasyon 350nm; emisyon 461nm) ve G eksitasyon filtre altinda kirmizi renk goriinen

Propidyum lyodid (eksitasyon 530nm, emisyon 620nm) boyalar1 ile gergeklestirilen ikili
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boyama teknigi kullanildi. Mikroskobi analizleri her iki boyadan alinan sinyali goriiniir
hale getiren G ve W birlesik (merge) filtre sistemi altinda gerceklestirildi ve mikroskoba

atasmanli kamera (Kameram21, Argenit) ile gortintiiler elde edildi.

3.2.4.3.1.1. Hoechst - Propidyum lyodid (Pl) Boyama Yoéntemi

Hoechst-PI ikili boyama yontemi canli, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekrotik
hiicrelerin es zamanli morfolojik ayrimini saglayan bir floresan boyama yontemidir.
Yontemin prensibi plazma membraninin saglam ya da bozulmus olmasina bagli olarak
hiicre igerisine farkli boyanin girmesi ve ayirt edici sekilde boyanmasina dayanmaktadir.
Plazma membran yapisi bozulmamig canli ve erken apoptotik hiicreler yalnizca membrani
gecerek niikleusa baglanabilen Hoechst boyasi ile boyanirken, hiicre igerisine membran
yapis1 bozuldugunda girebilen ve segici olarak DNA'ya baglanan PI ile boyanmamaktadir.
Membran biitiinliigii bozulmus geg¢ apoptotik ve nekrotik hiicreler ise hem Hoechst hem de
PI ile boyanmaktadir (Tablo-5). Boyanan hiicrelerde apoptotik morfolojinin
belirlenmesindeki en temel siire¢ apoptoza 6zgii gerceklesen kromatin yogunlagsmasi ve

DNA fragmentasyonudur (175).

Tablo-5 Hoechst-PI boyamaya teknigine dayali apoptotik ve nekrotik ayrim

Hoechst Pl Apoptotik

morfoloji
Normal (canli) hiicre + - -
Erken apoptotik hiicre + - +
Geg apoptotik hiicre + + +
Nekrotik hiicre + + _

Tez galismas1 kapsaminda gergeklestirilen Hoechst-PI boyama igin 4- kuyulu slide
iizerine her kuyuda 1x10° hiicre olacak sekilde ekimi gergeklestirilen DU145 prostat
kanseri hiicre hattina 4 farkli 6ziitiin WST-1 analizinde belirlenen en etkin dozlarinda 24,
48 ve 72 saatlik uygulamalari yapildi. Uygun inkiibasyon siiresinin ardindan her bir deney
setinde slide iizerindeki canli ve 6lii hiicreler birlikte fiksasyon islemine tabi tutuldu. Ilk
fiksasyonda %1 paraformaldehit iceren PBS soliisyonu ile hiicreler 10 dakika muamele
edildikten sonra 5 dakika PBS ile yikama gerceklestirildi. Ikinci fiksasyonda ise hiicreler -

20°C'de sogutulmus 2:1 etanol: asetik asit soliisyonunda 5 dakika bekletildi ve sonrasinda
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tekrar 5 dakika PBS ile yikama yapildi. Fiksasyonun ardindan konsantrasyonu 0.5 mg/ml
olacak sekilde 3 ml PBS igerisinde hazirlanan Hoechst boyast her bir kuyuya 500ul
dagitilarak 37°C'de karanlik ortamda 15 dakika boyama islemi gergeklestirildi. Hoechst
boyamanin ardindan hiicreler 2 kez 2'ser dakika PBS ile yikandiktan sonra konsantrasyonu
0.25 mg/ml olacak sekilde hazirlanan PI boyama soliisyonundan her bir kuyuya 500ul
dagitildt ve 37°C'de karanlik ortamda 15 dakika boyunca ikinci boyama islemi
gergeklestirildi. Boyamayi takiben son olarak 2 kez 2'ser dakika PBS ile yikandiktan sonra

hazir hale gelen preparatlar floresan mikroskop altinda incelendi.

3.2.4.3.2. Hiicre Oliimiiniin Immiinohistokimyasal Degerlendirilmesi
3.2.4.3.2.1. Annexin V Analizi

Hiicre Oliimiiniin immiinohistokimyasal analizi, Gen Tedavi Laboratuvari'mizda
bulunan akim sitometre cihazi Muse Cell Analyzer (Merck Millipore, Almanya) ile
Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit kullanilarak gergeklestirildi. Annexin V analizi ile
Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. ve Juniperus excelsa M. Bieb. subsp. excelsa
tirlerine ait yaprak ve meyve oziitleri icin sitotoksisite deneyleri sonucunda tespit edilen
etken dozlarin belirlenen uygun siirelerde uygulanmasi sonrasinda hiicrelerde canlilik,
nekrotik 6lim ve erken- ge¢ apoptotik 6liim oranlari tespit edildi. Bu analizin temeli,
saglikli hiicrelerde hiicre membraninin i¢ yiliziinde konumlanan fosfatidilserin (PS)
molekiillerinin apoptotik hiicrelerde membran sagliginin bozulmasinin bir sonucu olarak
membranin dig yiiziine translokasyonu sonrasinda kalsiyum- bagmmli bir fosfolipid
baglayict protein olan Annexin V'in PS fosfolipidlerine se¢ici olarak baglanabilmesi
prensibine dayanmaktadir (174). Hiicre membranin yapisal biitiinligiiniin bozulmasi hiicre
6liimiiniin en iyi belirteglerinden biri olarak kabul edilmektedir. Kullanilan kitin igeriginde
Annexin V boyasina ek olarak membran biitiinliigli tamam ile bozulmus ge¢ apoptotik ve
nekrotik hiicrelerde DNA'nin serbest kalmasi sonrasinda interkalasyon ajani olarak GC-
diniikleotidlerince zengin bdlgelere baglanabilen, floresan 6zellikte ikici bir boya olarak 7-
Amino Actinomycin D (7-AAD) boyast bulunmaktadir.  Boylelikle iki farkli boyama

yapilmasi sonrasinda hiicreler 4 farkli populasyona ayrilmaktadir;

e Canli hiicre populasyonu; Annexin V (-) ve 7-ADD (-)

e Erken apoptotik hiicre populasyonu; Annexin V (+) ve 7-ADD (-)

e Geg apoptotik ve 6lii hiicre populasyonu; Annexin V (+) ve 7-ADD (+)
e Niiklear debris (6lii hiicre kalintilart); Annexin V (-) ve 7-ADD (+)
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Bu amagla 6- kuyulu kiiltiir kaplarina her bir kuyuda 1x10° hiicre olacak sekilde ekimi
gerceklestirilen DU145 ve PC-3 prostat kanseri hiicre hatlar1 ve HUVEC normal hiicre
hattina 4 farkli 6ziite ait 72 saatlik en etkin uygulama siiresi i¢erisinde WST-1 analizinde
belirlenen en etkin dozlarda uygulamalar yapildi.  Inkiibasyon siiresinin ardindan
tripsinizasyon ile toplanan hiicreler iki kez PBS ile yikandiktan sonra %10 FBS i¢eren PSB
ortaminda hiicre siispansiyonu ile 1:1 oraninda Annexin V & Dead Cell Reagent eklendi.
Hiicreler 45 dakika oda sicakliginda karanlik ortamda inkiibe edildikten sonra Muse™ Cell

Analyzer (Merck Millipore, Almanya) cihazinda analiz edildi.

3.2.4.4. Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. ve Juniperus excelsa M. Bieb. subsp.
excelsa Tiirlerinin Yaprak ve Meyvelerine Ait Oziitlerinin Prostat Kanseri Hiicre

Hatlar1 Uzerinde Antitiimoral Etkilerinin Degerlendirilmesi
3.2.4.4.1. Hiicrelerden RNA izolasyonu

25cm? flasklara her bir flaskta 1x10° hiicre olacak sekilde ekimi gerceklestirilen
DU145 ve PC-3 prostat kanseri hiicre hatlarmna 4 farkli 6ziite ait 72 saatlik en etkin
uygulama siiresi igerisinde WST-1 analizinde belirlenen en etkin dozlarda uygulamalar
yapildiktan sonra inkiibasyon siiresinin ardindan tripsinizasyon ile toplanan hiicreler PBS
ile yikandi. EZNA Total RNA kit (Omega Bio-Tek) prosediiriine uygun sekilde RNA
izolasyonu gergeklestirildi. RNA'larin kalite kontrolleri ve konsantrasyon ol¢timler:t UV-
Vis Spektrofotometre/Nano Drop (Beckman Coulter, ABD) cihazinda Ajso/Azgp Optik
dansite orani kullanilarak belirlendi. Her bir RNA &6rneginin konsantrasyonu 10ul H,O
icerisinde 0.75ng olacak sekilde ayarlanan RNA ornekleri cDNA sentezi i¢in hazir hale
getirildi.

3.2.4.4.2. RNA'dan cDNA Sentezi

Total RNA'dan cDNA sentezi i¢in High- Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems) kiti kullanildi. 1lgili kit prosediiriine gdre her bir RNA 6rnegi ile
gerceklestirilecek 20 pl reaksiyon hacmi igin soguk blok tizerinde 10 pl 2X RT master mix
hazirlandi (Tablo-6). Olusan karigim igine her biri 0.75ug RNA igeren 6rneklerden 10ul
eklendikten sonra pipetaj yapilarak tiip igeriginin homojen karisimi saglandi ve 6rnekler
cDNA sentezi i¢in Thermal Cycler (Biorad, ABD) cihazina yiiklendi. Kitte belirtilen
reaksiyon kosullar1 uygulanarak (Tablo-7) cDNA ornekleri elde edildi.
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Tablo-6 cDNA sentezi igin olusturulan reaksiyon karigimi

Reaksiyon Bileseni

10X RT Buffer 2.0 pl
25X dNTP karisimi (100 mM) 0.8 ul
10X RT random primer 2.0 pl
MultiScribe™ Revers Transkriptaz enzimi 1.0 pl
Niikleaz icermeyen dH,O 4.2 ul
0.75ug RNA 6rnegi 10 pl

Toplam reaksiyon hacmi 20 ul

Tablo-7 ¢cDNA sentezi igin kullanilan thermal cycler reaksiyon kosullari

Basamak 1 Basamak 2 Basamak 3 Basamak 4
Sicakhik 25 37 85 4
Siire 10 dk 120 dk 5 dk ©

3.2.4.4.3. MMP-2 ve MMP-9 Gen Ekspresyon Diizeylerinin Real Time Kantitatif PCR

(RT-qPCR) Yontemi ile Belirlenmesi

Real Time kantitatif PCR yontemi niikleik asit miktarlarinin belirlenmesinde yaygin
olarak kullanilan, klasik PCR sisteminin floresan okuma sistemi ile birlestirildigi duyarli
ve giivenilir bir yontemdir (176). En sik kullanildigi alanlardan biri gen ekspresyon
caligmalarinda mRNA dilizeyinin sayisal olarak belirlenmesidir. RT-gPCR'da
amplifikasyon dongiilerini goriiniir hale getiren gene 6zgii floresan isaretli kisa ve tek
zincirli oligontiikleotidler (Tagman problar) ya da DNA'ya rastgele baglanma 6zelligindeki
floresan boyalar (SYBR Green) kullanilmaktadir.  Mevcut tez c¢alismasinda da
kullandigimiz Tagman prob yonteminde ¢ogaltilmak istenen DNA bdolgesine tamamlayici
ozellikte 5' ugta FAM (florofor) ve 3' ugta TAMRA (quencher) ile floresan isaretlenmis bir
prob mevcuttur.  Amplifikasyon baslamadan 6nce TAMRA boyasi 5' ugtaki FAM
boyasinin sinyal olusturmasini engellemektedir. Bdylece yanlis pozitif sinyal alinmasi
engellenmekte ve yliksek ozgiilliik saglanmaktadir. Amplifikasyon sirasinda gene 6zgi
pirmerler probun baglandigi bolgeye geldiginde Tag DNA polimeraz enzimi 5'—3' niikleaz
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aktivitesi ile FAM’1 probdan ayirir ve floresan sinyal olusturur. Her bir dongiide olusan
floresan sinyal, iriin miktar1 ile dogru orantili olarak artar (177). Bu yoOntemde
amplifikasyonun ilk anlamli arttig1 nokta esik degeri, floresan sinyalin esik degeri gectigi
dongii sayisi ise esik dongii (Cr) olarak isimlendirilmektedir. Bu deger baslangigtaki kalip
miktari ile ters orantilidir. Kontrol grubu ve deney grubunda gen ekspresyonun veri analizi
yapilirken siklikla kullanilan yontemlerden biri karsilastirmali Ct metodu (goreceli
kantifikasyon)'dur. Bu yontemde kontrol grubunun Ct degeri, deney grubunun C; degeri
ile karsilastirilarak bir genin ekspresyonundaki goreceli kat degisimi asagidaki formiile
gore hesaplanir;

Gen ekspresyonu kat degigimi = 2/ (Ctdeney- Ctkontrol) — 5ACt

Formiildeki ACr, kontrol ve deney grubunun esik dongiileri arasindaki farktir. Deney
kosullarinda bir farklilik olmadiginin gosterilmesi i¢in ekspresyon diizeyi degismeyen
referans bir gen secilmeli ve hesaplanan gen ekspresyonu kat degisimi normalize
edilmelidir. Bu durumda;

ACt1 = Ct (deney hedef gen) - Ct (deney referans gen)
ACt2 = Ct (kontrol hedef gen) -Ct (kontrol referans gen)
AACt = ACt1 (deney) - ACt2 (kontrol)

2AACt

Normalize edilmis gen ekspresyonu kat degisimi = olarak hesaplanir (178).

Mevcut tez ¢alismasinda ekspresyon analizleri i¢in ilgili mRNA'lara 6zgii (MMP-2
icin Hs01548727_m1 kodlu; MMP-9 i¢in Hs00234579_m1 kodlu ve Aktin-f igin
Hs01060665_ g1 kodlu Tagman Gene Expression Assay) Tagman problar kullanildi. Her
bir RT-PCR reaksiyonu i¢in olusturulan 30ul karigim (Tablo-8), kuyu basina 10ul olacak
sekilde plate igine alinarak StepOnePlus™ System Real Time- PCR (Applied Biosystems,
ABD) cihazina yiiklendi. Bdylelikle her bir deney grubunun ekspresyon analizi 3 tekrarli
gerceklestirildi.  Uygun reaksiyon kosullar1 altinda standart hizda calisan program
kullanilarak amplifikasyon saglandi (Tablo-9).
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Tablo-8 RT-PCR igin olusturulan reaksiyon karisimi

Reaksiyon Bileseni

Gene Expression Master Mix 15 ul
dH,0 7.5l
Tagman prob 1.5l
cDNA 6 ul

Toplam reaksiyon hacmi 30 ul
Kuyu basina reaksiyon hacmi 10 pl

Tablo-9 mRNA ekspresyon analizi igin kullanilan RT-qPCR programi1

Basamak Sicakhk Siire
Baslangi¢ basamag 50 2.dk
95 10 dk
Amplifikasyon basamagi 95 15sn
(40 déngii) 60 1dk

3.3. istatistiksel Analizler

WST-1 analizi sonucunda kontrol ve deney gruplarindan elde edilen hiicre
canliligindaki inhibisyon verileri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadig:
GraphPad Prism 6.01 (ABD) programi kullanilarak analiz edildi. Bu programda iki
bagimsiz degisken olarak doza ve zamana bagli hiicre canliligindaki inhibisyon oranlari
arasindaki farklilik iki yonlii varyans (two- way ANOVA) analizi ile karsilastirildi. Her bir
zaman diliminde deney gruplarinin kontrol grubuna gore inhibisyon oranlarindaki farklilik
iki yonlii varyans analizinde Dunnett ¢oklu karsilastirma (post- hoc) testinden elde edilen p
degerlerine gore belirlendi. MMP-2, MMP-9 ve referans gen olarak analiz edilen Aktin-f
icin elde edilen veriler ise "RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis" web tabanlh
programi1  kullanilarak  (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php)
2% ‘metodu ile degerlendirildi. Karsilagtirmali gen ekspresyonundaki farkliliklarin

istatistiksel anlami RT? Profiler PCR Array Data Analizi'nde bagimsiz érneklem t- testi ile

arastirildi. Yapilan tiim istatistiksel testlerde p<0.05 anlaml kabul edildi.
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BULGULAR

4.1. Juniperus L. Tiirlerine Ait Yaprak ve Meyve Oziitlerinin DU145 ve PC-3 Prostat

Kanseri Hiicre Hatlar1 ile HUVEC Normal Hiicre Hatt1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

4.1.1. Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. Tiiriine Ait Yaprak ve Meyve

Oziitlerinin Sitotoksik EtKisi

WST-1 analizi sonuglarina gére DU145 ve PC-3 prostat kanseri hiicre hatlarina 24, 48
ve 72 saatlik zaman dilimlerinde uygulanan J. communis L. var. saxatilis Pall. tiiriine ait 15
farkli yaprak ve meyve 6ziitii dozundan, hiicre canliligini doza ve zamana bagli olarak
azaltan 5 farkli doz aralig: tespit edilmistir. DU145 hiicre hattinda ilgili doz araliklarinda
hiicre canliligina bagh olarak WST-1 analizinden elde edilen absorbans degerleri (OD) ve
absorbans degerlerine karsilik gelen hiicre canlilig1 yiizdesi yaprak 6ziitii i¢in Tablo-10'da;
meyve Oziitli i¢in Tablo-11'de gosterilmistir. PC-3 hiicre hattinda ilgili doz araliklarinda
hiicre canliligina bagl olarak WST-1 analizinden elde edilen absorbans degerleri (OD) ve
absorbans degerlerine karsilik gelen hiicre canliligi ylizdesi ise yaprak ozitii i¢in Tablo-

12'de; meyve Oziitii i¢in Tablo-13'de gosterilmistir.
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Tablo-10 J. communis L. var. saxatilis Pall. tiiriine ait yaprak oziitiiniin 24, 48 ve 72 saatlik

zaman dilimlerinde DU145 hiicre hatt1 canlilig1 iizerindeki etkisi

24 saat

OD1

OD?2

OD 3

OD ortalama
Canhilik oram 1
Canhilik oram 2
Canhilik oram 3
Canhilik oram
ortalama

48 saat

OoD1

OoD 2

OD 3

OD ortalama
Canhilik oram 1
Canhilik oram 2
Canhilik oram 3
Canhilik oram
ortalama

72 saat

OD1

OD?2

OD3

OD ortalama
Canhhik orami 1
Canhlik oram 2
Canhlik oram 3
Canhhik oram
ortalama

Kontrol

0,576
0,485
0,475
0,512

100,00

Kontrol

0,511
0,705
0,742
0,652

100,00

Kontrol

0,409
0,45
0,368
0,409

100,00

1,25 pg/ml

0,465
0,414
0,516
0,465
90,8203125
80,859375
100,78125

90,8203125
1,25 pg/ml

0,58
0,564
0,536

0,56

88,95705521
86,50306748
82,20858896

85,88957055
1,25 pg/ml

0,321

0,314

0,308
0,314333333
78,48410758
76,77261614
75,30562347

76,85411573

2,5 pg/ml

0,478
0,417
0,449
0,448
93,359375
81,4453125
87,6953125

87,5
2,5 ng/ml

05
0,523
0,547

0,52333333
76,6871166
80,2147239
83,8957055

80,2658487
2,5 pg/ml

0,299

0,281

0,327
0,30233333
73,1051345
68,7041565
79,9511002

73,9201304

5 pg/ml

0,44
0,469
0,422
0,443

85,9375
91,6016
82,4219

86,5234
5 pg/ml

0,491
0,55
0,465
0,502
75,3067
84,3558
71,319

76,9939
5 png/ml

0,244

0,228

0,24
0,23733
59,6577
55,7457
58,6797

58,0277

7,5 pg/ml

0,416
0,384
0,448
0,416
81,25
75
87,5

81,25
7,5 pg/ml

0,493

0,457

0,449
0,466333
75,6135
70,09202
68,86503

71,52352
7,5 pg/ml

0,215
0,221
0,21
0,215333
52,56724
54,03423
51,34474

52,64874

10 pg/ml

0,396
0,419
0,407
0,407
77,34375
81,8359375
79,4921875

79,4921875
10 pg/ml

0,338

0,427

0,382
0,38233333
51,8404908
65,4907975
58,5889571

58,6400818
10 pg/ml

0,191
0,2
0,195
0,19533333
46,6992665
48,8997555
47,6772616

47,7587612
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Tablo-11 J. communis L. var. saxatilis Pall. tiirline ait meyve Oziitiinlin 24, 48 ve 72 saatlik

zaman dilimlerinde DU145 hiicre hatt1 canlilig1 iizerindeki etkisi

24 saat

OD1

OD?2

OD 3

OD ortalama
Canhhk oram 1
Canhilik oram 2
Canhilik oram 3
Canhilik oram
ortalama

48 saat

OD1

OD 2

OD 3

OD ortalama
Canhilik oram 1
Canhilik oram 2
Canhilik oram 3
Canhilik oram
ortalama

72 saat

OD1

OD?2

OD 3

OD ortalama
Canhhik orami 1
Canhlik oram 2
Canhlik oram 3
Canhlik oram
ortalama

Kontrol

0,749

0,846

0,921
0,838667

100,00

Kontrol

0,587
0,651
0,659
0,632

100,00

Kontrol

0,409
0,45
0,368
0,409

100,00

50 pg/ml

0,778

0,791

0,814
0,794333
92,7663
94,31638
97,05882

94,71383
50 png/ml

0,593
0,541
0,52
0,551333
93,82911
85,60127
82,27848

87,23629
50 pg/ml

0,471

0,487

0,411
0,456333
87,65509
90,63275
76,48883

84,92556

100 pg/ml

0,777
0,82
0,734
0,777
92,64706
97,77424
87,51987

92,64706
100 pg/ml

0,549
0,527
0,54
0,538667
86,86709
83,38608
85,44304

85,23207
100 pg/ml

0,432
0,45
0,409
0,430333
80,39702
83,7469
76,11663

80,08685

150 pg/ml

0,735
0,69
0,75

0,725

87,63911
82,27345
89,42766

86,44674
150 pg/ml

0,528

0,498

0,568
0,531333
83,5443
78,79747
89,87342

84,07173
150 pg/ml

0,41
0,38
0,44
0,41
76,30273
70,7196
81,88586

76,30273

200 pg/ml

0,711
0,642
0,64
0,664333
84,77742
76,55008
76,31161

79,21304

200 pg/ml

0,462
0,48
0,488
0,476667
73,10127
75,94937
77,21519

75,42194

200 pg/ml

0,363
0,328
0,34
0,343667
67,55583
61,04218
63,27543

63,95782

250 pg/ml

0,615
0,59
0,743
0,649333
73,33068
70,34976
88,593

77,42448
250 pg/ml

0,418

0,462

0,375
0,418333
66,13924
73,10127
59,33544

66,19198
250 pg/ml

0,313
0,339
0,287
0,313
58,25062
63,08933
53,41191

58,25062
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Tablo-12 J. communis L. var. saxatilis Pall. tiiriine ait yaprak oziitiiniin 24, 48 ve 72 saatlik

zaman dilimlerinde PC-3 hiicre hatt1 canlilig1 tizerindeki etkisi

24 saat Kontrol 1,25 pg/ml 2,5 pg/ml 5 ng/ml 7,5 pg/ml 10 pg/ml
OoD1 1,342 1,447 1,298 1,239 1,16 1,08
OD?2 1,65 1,46 1,324 1,227 1,38 1,1
oD 3 1,679 1,474 1,34 1,231 0,943 1,06
OD ortalama 1,557 1,460333 1,320667 1,232333 1,161 1,08
Canhlik oram 1 - 92,93513 83,36545 79,57611 74,50225 69,36416
Canhlik orani 2 - 93,77007 85,03532 78,80539 88,63198 70,64868
Canhlik oram 3 - 94,66924 86,06294 79,0623 60,56519 68,07964
Canhilik oram 100,00

ortalama 93,79148 84,82124 79,14793 74,56647 69,36416
48 saat Kontrol 1,25 pg/ml 2,5 pg/ml Spg/ml 7,5 pg/ml 10 pg/ml
OoD1 0,916 0,648 0,66 0,588 0,53 0,447
oD 2 0,825 0,764 0,662 0,613 0,434 0,587
oD 3 0,552 0,61 0,52 0,563 0,67 0,519
OD ortalama 0,764333 0,674 0,614 0,588 0,544667 0,517667
Canhilik oram 1 - 84,77976 86,34976 76,92979 69,34147 58,48234
Canhilik oram 2 - 99,95639 86,61143 80,20061 56,78151 76,79895
Canlihik oram 3 - 79,80811 68,03314 73,65896 87,65809 67,90231
Canhilik oram 100,00

ortalama 88,18142 80,33144 76,92979 71,26036 67,72787
72 saat Kontrol 1,25 ng/ml 2,5 ng/ml S5pg/ml 7,5 ng/ml 10 pg/ml
OoD1 0,377 0,319 0,28 0,317 0,22 0,144
OD2 0,47 0,336 0,201 0,249 0,255 0,192
oD 3 0,389 0,276 0,4 0,24 0,251 0,16
OD ortalama 0,412 0,310333 0,293667 0,268667 0,242 0,165333
Canhilik orani 1 - 77,42718 67,96117 76,94175 53,54369 35,18447
Canhilik orani 2 - 81,5534 48,78641 60,43689 61,93204 45,74757
Canhlik oram 3 - 66,99029 97,08738 58,25243 60,92233 38,97087
Canhilik oram 100,00

ortalama 75,32362 71,27832 65,21036 58,73786 40,12945
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Tablo-13 J. communis L. var. saxatilis Pall. tiirline ait meyve Oziitiinlin 24, 48 ve 72 saatlik

zaman dilimlerinde PC-3 hiicre hatt1 canlilig1 tizerindeki etkisi

24 saat Kontrol 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml 250 pg/ml
OoD1 1,342 1,527 1,467 1,379 1,262 1,147
OD2 1,65 1,536 1,425 1,4 1,272 1,175
oD 3 1,679 1,545 1,512 1,396 1,249 1,181
OD ortalama 1,557 1,536 1,468 1,391667 1,261 1,167667
Canhlik orani 1 - 98,07322 94,21965 88,56776 81,05331 73,66731
Canhlik orani 2 - 98,65125 91,52216 89,91651 81,69557 75,46564
Canhlik oram 3 - 99,22929 97,10983 89,6596 80,21837 75,851
Canhilik oram 100,00

ortalama 98,65125 94,28388 89,38129 80,98908 74,99465
48 saat Kontrol 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml 250 pg/ml
OoD1 0,916 0,691 0,632 0,611 0,5 0,517
oD 2 0,825 0,708 0,625 0,637 0,642 0,541
oD 3 0,552 0,695 0,744 0,62 0,602 0,56
OD ortalama 0,764333 0,698 0,667 0,622667 0,581333 0,539333
Canhilik oram 1 - 90,40558 82,68644 79,93894 65,41648 67,64065
Canhilik oram 2 - 92,62974 81,77061 83,3406 83,99477 70,78064
Canhilik oram 3 - 90,92891 97,33973 81,11644 78,76145 73,26646
Canhilik oram 100,00

ortalama 91,32141 87,26559 81,46533 76,05757 70,56258
72 saat Kontrol 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml 250 pg/ml
OoD1 0,377 0,329 0,314 0,271 0,25 0,212
oD 2 0,47 0,318 0,291 0,256 0,223 0,226
oD 3 0,389 0,346 0,339 0,282 0,223 0,225
OD ortalama 0,412 0,331 0,314667 0,269667 0,232 0,221
Canhlik oran 1 - 79,85437 76,21359 65,7767 60,67961 51,45631
Canhilik oram 2 - 77,18447 70,63107 62,13592 54,12621 54,85437
Canhilik oram 3 - 83,98058 82,28155 68,4466 54,12621 54,61165
Canhilik oram 100,00

ortalama 80,33981 76,3754 65,45307 56,31068 53,64078

WST-1 analizinde J. communis L. var. saxatilis Pall. tiiriine ait yaprak ve meyve
Oziitlerinin DU145 ve PC-3 prostat kanseri hiicre hatlarinda maksimum sitotoksik etkisini
gosterdigi zaman dilimi 72 saat olarak tespit edilmistir. 72 saatlik silire sonunda yaprak
oziti icin 10 pg/ml olarak belirlenen en etkin dozun DU145 ve PC-3 hiicre hatlarinda
sirasiyla %52,25 (p<0.001) ve %59,8 (p<0.0001) oranlarinda hiicre 6liimiine yol agtig
saptanmistir. Meyve Oziitii i¢in 250 ug/ml olarak belirlenen en etkin dozun ise DU145
hiicre hattinda %41,75 (p<0.001); PC-3 hiicre hattinda %46,36 (p<0.001) oraninda hiicre
oliimiine neden oldugu belirlenmistir. Ayni dozlarda ve ayni zaman diliminde HUVEC
normal hiicre hattinda yapilan uygulama sonucunda hiicre canliliginda saptanan inhibisyon
oranlart ise yaprak oziitii i¢in %18,52; meyve 06ziitii igin %21,25 (p<0.05)'tir (Tablo-14 ve
Tablo-15).
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Tablo-14 J. communis L. var. saxatilis Pall. tiiriine ait yaprak oziitiiniin 24, 48 ve 72 saatlik

zaman dilimlerinde HUVEC hiicre hatt1 canliligi tizerindeki etkisi

24 saat Kontrol 1,25 pg/ml 2,5 pg/ml 5 ng/ml 7,5 pg/ml 10 pg/ml
OoD1 1,2 1,131 1,17 1,34 1,269 1,03
OD?2 1,49 15 1,16 1,24 1,09 1,1
oD 3 1,114 1,221 1,48 0,952 1,19 1,254
OD ortalama 1,268 1,284 1,248 1,179 1,157 1,128
Canhlik oram 1 - 89,19558 92,27129 105,6782 100,0789 81,23028
Canhlik orani 2 - 118,2965 91,48265 97,7918 85,96215 86,75079
Canhlik oram 3 - 96,29338 116,7192 75,07886 93,84858 98,8959
Canhilik oram 100,00

ortalama 101,2618 98,42271 92,98107 91,24606 88,95899
48 saat Kontrol 1,25 pg/ml 2,5 ng/ml 5 pg/ml 7,5 ng/ml 10 pg/ml
OoD1 1,1 1,23 1,112 1,07 1,056 1,03
oD 2 0,82 0,98 1,198 1,284 0,991 1,084
oD 3 1,8 14 1,25 0,869 11 1,007
OD ortalama 1,24 1,206 1,186 1,074 1,049 1,04
Canhihik oram 1 - 99,19355 89,67742 86,29032 88,70968 83,06452
Canhilik oram 2 - 79,03226 96,6129 103,5484 79,91935 87,41935
Canlilik oram 3 - 112,9032 100,8065 70,08065 88,70968 81,20968
Canhilik oram 100,00

ortalama 97,25806 95,64516 86,6129 84,59677 83,87097
72 saat Kontrol 1,25 ng/ml 2,5 ng/ml S5pg/ml 7,5 ng/ml 10 pg/ml
OoD1 1,02 1,052 0,976 0,927 0,933 0,914
OD2 0,94 0,936 1.1 0,893 0,879 0,99
oD 3 14 1,112 0,937 0,968 0,967 0,834
OD ortalama 1,12 1,033333 1,004333 0,929333 0,926333 0,912667
Canhilik orani 1 - 93,92857 87,14286 82,76786 83,30357 81,60714
Canhilik orani 2 - 83,57143 98,21429 79,73214 78,48214 88,39286
Canhlik oram 3 - 99,28571 83,66071 86,42857 86,33929 74,46429
Canhilik oram 100,00

ortalama 92,2619 89,67262 82,97619 82,70833 81,4881
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Tablo-15 J. communis L. var. saxatilis Pall. tiirline ait meyve Oziitiinlin 24, 48 ve 72 saatlik

zaman dilimlerinde HUVEC hiicre hatt1 canlilig1 izerindeki etkisi

24 saat Kontrol 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml 250 pg/ml
OoD1 1,2 1,32 1,112 1,47 1,134 1,111
OD2 1,49 1,244 1,18 0,954 1,375 1,148
oD 3 1,114 1,118 1,25 0,998 0,996 1,054
OD ortalama 1,268 1,227333 1,180667 1,140667 1,168333 1,104333
Canhilik oram 1 - 104,1009 87,69716 115,9306 89,43218 87,6183
Canhlik orani 2 - 98,10726 93,05994 75,23659 108,4385 90,53628
Canhlik oram 3 - 88,17035 98,58044 78,70662 78,5489 83,12303
Canhilik oram 100,00

ortalama 96,79285 93,11251 89,95794 92,13985 87,09253
48 saat Kontrol 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml 250 pg/ml
OoD1 1,1 1,177 1,118 1,115 1,002 1,14
oD 2 0,82 1,24 0,986 1,091 1,146 0,953
oD 3 1,8 1,113 1,392 1,108 1,11 1,069
OD ortalama 1,24 1,176667 1,165333 1,104667 1,086 1,054
Canhilik oram 1 - 94,91935 90,16129 89,91935 80,80645 91,93548
Canhilik oram 2 - 100 79,51613 87,98387 92,41935 76,85484
Canhilik oram 3 - 89,75806 112,2581 89,35484 89,51613 86,20968
Canhilik oram 100,00

ortalama 94,89247 93,97849 89,08602 87,58065 85

72 saat Kontrol 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml 250 pg/ml
OoD1 1,02 0,999 1,02 0,923 0,952 0,882
oD 2 0,94 1,17 0,917 0,975 1,017 0,785
oD 3 14 0,975 1,12 1,025 0,924 0,963
OD ortalama 1,12 1,048 1,019 0,974333 0,964333 0,876667
Canhlik oran 1 - 89,19643 91,07143 82,41071 85 78,75
Canhilik oram 2 - 104,4643 81,875 87,05357 90,80357 70,08929
Canhilik oram 3 - 87,05357 100 91,51786 82,5 85,98214
Canhilik oram 100,00

ortalama 93,57143 90,98214 86,99405 86,10119 78,27381

J. communis L. var. saxatilis Pall. tiiriine ait yaprak ve meyve oziitlerinin DU145 ve
PC-3 prostat kanseri hiicre hatlar1 ile HUVEC normal hiicre hatt1 {izerinde 24, 48 ve 72
saatlik zaman dilimlerinde ilgili doz araliklari i¢in belirlenen sitotoksik etkileri doza-bagli

hiicre canliligindaki % degisimler olarak Sekil-20'de gosterilmistir.
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Sekil-20 J. communis L. var. saxatilis Pall. tiiriine ait yaprak ve meyve 6ziitlerinin

sitotoksik etkileri (A)-(B) DU145 (C)-(D) PC-3 (E)-(F) HUVEC
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 ve **** p<0.0001
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4.1.2. Juniperus excelsa M. Bieb. subsp. excelsa Tiiriine Ait Yaprak ve Meyve

Oziitlerinin Sitotoksik EtKisi

WST-1 analizi sonuglarina gére DU145 ve PC-3 prostat kanseri hiicre hatlarina 24, 48
ve 72 saatlik zaman dilimlerinde uygulanan J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa tiiriine ait 15
farkli yaprak ve meyve 0ziitii dozundan, hiicre canliligin1 doza ve zamana bagl olarak
azaltan 5 farkli doz araligi tespit edilmistir. DU145 hiicre hattinda ilgili doz araliklarinda
hiicre canliligina bagh olarak WST-1 analizinden elde edilen absorbans degerleri (OD) ve
absorbans degerlerine karsilik gelen hiicre canliligi yiizdesi yaprak 6ziitii i¢in Tablo-16'da;
meyve 0ziitli i¢in Tablo-17'de gosterilmistir. PC-3 hiicre hattinda ilgili doz araliklarinda
hiicre canliligina bagli olarak WST-1 analizinden elde edilen absorbans degerleri (OD) ve
absorbans degerlerine karsilik gelen hiicre canliligi yiizdesi ise yaprak oziitii igin Tablo-

18'de; meyve Oziitii igin Tablo-19'da gosterilmistir.
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Tablo-16 J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa tiirline ait yaprak oziitiniin 24, 48 ve 72

saatlik zaman dilimlerinde DU145 hiicre hatt1 canlilig1 iizerindeki etkisi

24 saat

OD1

OD?2

OD 3

OD ortalama
Canhhk oram 1
Canhilik oram 2
Canhilik oram 3
Canhilik oram
ortalama

48 saat

OoD1

OD 2

OD 3

OD ortalama
Canhilik oram 1
Canhilik oram 2
Canhilik oram 3
Canhilik oram
ortalama

72 saat

OD1

OD?2

OD 3

OD ortalama
Canhhik orami 1
Canhlik oram 2
Canhlik oram 3
Canhlik oram
ortalama

Kontrol

0,68
0,58
0,51
0,59

100,00

Kontrol

0,689
0,438
0,7
0,609

100,00

Kontrol

0,624
0,632
0,7
0,652

100,00

100 pg/ml

0,5
0,615
0,64
0,585
84,74576271
104,2372881
108,4745763

99,15254237
100 pg/ml

0,458
0,519
0,499
0,492
75,20525452
85,22167488
81,93760263

80,78817734
100 pg/ml

0,489
0,513
0,416
0,472666667
75
78,6809816
63,80368098

72,49488753

125 pg/ml

0,445
0,531
0,502
0,49266667
75,4237288
90
85,0847458

83,5028249
125 pg/ml

0,458
0,395
0,52
0,45766667
75,2052545
64,8604269
85,3858785

75,15052
125 pg/ml

0,33
0,372
0,285
0,329

50,6134969
57,0552147
43,7116564

50,4601227

150 pg/ml

0,49
0,555
0,395

0,48

83,0508
94,0678
66,9492

81,3559
150 pg/ml

0,396
0,334
0,419
0,383
65,0246
54,844
68,8013

62,89
150 pg/ml

0,379

0,266

0,299
0,31467
58,1288
40,7975
45,8589

48,2618

175 pg/ml

0,44
0,524
0,443
0,469

7457627
88,81356
75,08475

79,49153
175 pg/ml

0,362
0,358
0,396
0,372
59,44171
58,78489
65,02463

61,08374
175 pg/ml

0,222

0,257

0,279
0,252667
34,04908
39,41718
42,79141

38,75256

200 pg/ml

0,412

0,422

0,523
0,45233333
69,8305085
71,5254237
88,6440678

76,6666667
200 pg/ml

0,325
0,303
0,444

0,35733333

53,3661741

49,7536946

72,9064039

58,6754242
200 pg/ml

0,2
0,129
0,3
0,20966667
30,6748466
19,7852761
46,0122699

32,1574642

61



Tablo-17 J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa tiirline ait meyve Oziitiiniin 24, 48 ve 72

saatlik zaman dilimlerinde DU145 hiicre hatt1 canlilig1 iizerindeki etkisi

24 saat

OD1

OD?2

OD 3

OD ortalama
Canhhk oram 1
Canhilik oram 2
Canhilik oram 3
Canhilik oram
ortalama

48 saat

OoD1

OD 2

OD 3

OD ortalama
Canhilik oram 1
Canhilik oram 2
Canhilik oram 3
Canhilik oram
ortalama

72 saat

OD1

OD?2

OD 3

OD ortalama
Canhhik orami 1
Canhlik oram 2
Canhlik oram 3
Canhlik oram
ortalama

Kontrol

0,579
0,399
0,54
0,506

100,00

Kontrol

0,98
0,982
0,768

0,91

100,00

Kontrol

1,53
1,919
1,171

1,54

100,00

50 pg/ml

0,472

0,519

0,448
0,479667
93,28063
102,5692
88,53755

94,79578
50 pg/ml

0,792
0,811
0,785
0,796
87,03297
89,12088
86,26374

87,47253
50 pg/ml

1,265
1,384
1,14
1,263
82,14286
89,87013
74,02597

82,01299

100 pg/ml

0,458

0,372

0,578
0,469333
90,51383
73,51779
114,2292

92,75362
100 pg/ml

0,744
0,9
0,683
0,775667
81,75824
98,9011
75,05495

85,2381
100 pg/ml

1,136
1,157
1,118
1,137
73,76623
75,12987
72,5974

73,83117

150 pg/ml

0,449

0,359

0,514
0,440667
88,73518
70,94862
101,581

87,08827

150 pg/ml

0,754
0,729
0,8
0,761
82,85714
80,10989
87,91209

83,62637

150 pg/ml

1,07
0,921
1,128

1,039667
69,48052
59,80519
73,24675

67,51082

200 pg/ml

0,412
0,407
0,384
0,401
81,42292
80,43478
75,88933

79,24901

200 pg/ml

0,682

0,741

0,636
0,686333
74,94505
81,42857
69,89011

75,42125

200 pg/ml

0,889

0,902

0,916
0,902333
57,712727
58,57143
59,48052

58,59307

250 pg/ml

0,399
0,412
0,365
0,392
78,85375
81,42292
72,13439

77,47036

250 pg/ml

0,6
0,573
0,635

0,602667
65,93407
62,96703
69,78022

66,22711

250 pg/ml

0,771

0,598

0,834
0,734333
50,06494
38,83117
54,15584

47,68398
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Tablo-18 J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa tiirline ait yaprak oziitiniin 24, 48 ve 72

saatlik zaman dilimlerinde PC-3 hiicre hatti1 canlilig1 tizerindeki etkisi

24 saat

OD1

OD?2

OD 3

OD ortalama
Canhhk oram 1
Canhilik oram 2
Canhilik oram 3
Canhilik oram
ortalama

48 saat

OoD1

OD 2

OD 3

OD ortalama
Canhilik oram 1
Canhilik oram 2
Canhilik oram 3
Canhilik oram
ortalama

72 saat

OD1

OD?2

OD 3

OD ortalama
Canhhik orami 1
Canhlik oram 2
Canhlik oram 3
Canhlik oram
ortalama

Kontrol

1,731
1,99
1,814
1,845

100,00

Kontrol

0,985
2,07
0,91

0,957

100,00

Kontrol

0,547
0,538
0,43
0,505

100,00

100 pg/ml

1,763

1,724

1,852
1,779667
95,55556
93,44173
100,3794

96,4589
100 pg/ml

0,841
0,95
0,749
0,846667
87,87879
99,26855
78,26541

88,47092
100 pg/ml

0,43
0,345
0,291

0,355333
77,42718
81,5534
66,99029

70,36304

125 pg/ml

1,682
1,547
1,82
1,683
91,16531
83,84824
98,64499

91,21951
125 pg/ml

0,806
0,873
0,724
0,801
84,22153
91,22257
75,65308

83,69906
125 pg/ml

0,355

0,382

0,311
0,349333
67,96117
48,78641
97,08738

69,17492

150 pg/ml

1,691

1,734

1,514
1,646333
91,65312
93,98374
82,05962

89,23216

150 pg/ml

0,688

0,681

0,708
0,692333
71,89133
71,15987
73,98119

72,34413

150 pg/ml

0,26
0,294
0,244
0,266

76,94175
60,43689
58,25243

52,67327

175 pg/ml

1,534
1,6
1,364
1,499333
83,14363
86,72087
73,92954

81,26468

175 pg/ml

0,555

0,629

0,521
0,568333
57,99373
65,72623
54,44096

59,38697

175 pg/ml

0,259
0,167
0,18
0,202
53,54369
61,93204
60,92233

40

200 pg/ml

1,41
1,45
1,524
1,461333
76,42276
78,59079
82,60163

79,20506

200 pg/ml

0,512
0,531
0,444

0,495667

53,50052

55,48589

46,39498

51,7938

200 pg/ml

0,115

0,114

0,214
0,147667
35,18447
45,74757
38,97087

29,24092
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Tablo-19 J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa tiirline ait meyve Oziitiiniin 24, 48 ve 72

saatlik zaman dilimlerinde PC-3 hiicre hatti1 canlilig1 tizerindeki etkisi

24 saat Kontrol 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml 250 pg/ml
OD1 1,731 1,86 1,699 1,52 1,446 1,322
OD 2 1,99 1,779 1,501 1,703 1,365 1,352
OD3 1,814 1,647 1,487 1,563 1,528 1,25
OD ortalama 1,845 1,762 1,562333 1,595333 1,446333 1,308
Canhilik oram 1 - 100,813 92,08672 82,38482 78,37398 71,65312
Canhilik orani 2 - 96,42276 81,35501 92,30352 73,98374 73,27913
Canhilik oram 3 89,26829 80,59621 84,71545 82,81843 67,75068

Canhilik oram 100,00

ortalama 95,50136 84,67931 86,46793 78,39205 70,89431
48 saat Kontrol 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml 250 pg/ml
OD1 0,985 0,845 0,888 0,775 0,707 0,666
oD 2 2,07 0,901 0,846 0,741 0,616 0,587
oD 3 0,91 0,78 0,755 0,823 0,8 0,69
OD ortalama 0,957 0,842 0,829667 0,779667 0,707667 0,647667
Canhlik orani 1 - 88,29676 92,78997 80,98224 73,8767 69,59248
Canhlik oram 2 - 94,14838 88,40125 77,42947 64,36782 61,33751
Canhilik oram 3 - 81,5047 78,89237 85,99791 83,59457 72,10031
Canhilik oram 100,00

ortalama 87,98328 86,69453 81,46987 73,94636 67,67677
72 saat Kontrol 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml 250 pg/ml
OoD1 0,547 0,336 0,33 0,324 0,263 0,226
OD?2 0,538 0,428 0,41 0,23 0,244 0,147
OD 3 0,43 0,426 0,321 0,441 0,289 0,301
OD ortalama 0,505 0,396667 0,353667 0,331667 0,265333 0,224667
Canhlik orani1 1 - 66,53465 65,34653 64,15842 52,07921 44,75248
Canhlik oram 2 - 84,75248 81,18812 45,54455 48,31683 29,10891
Canhlik oram 3 - 84,35644 63,56436 87,32673 57,22772 59,60396
Canhilik oram 100,00

ortalama 78,54785 70,033 65,67657 52,54125 44,48845

WST-1 analizinde J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa tiiriine ait yaprak ve meyve
oziitlerinin DU145 ve PC-3 prostat kanseri hiicre hatlarinda maksimum sitotoksik etkisini
gosterdigi zaman dilimi 72 saat olarak tespit edilmistir. 72 saatlik siire sonunda yaprak
Oziitli icin 200 pg/ml olarak belirlenen en etkin dozun DU145 ve PC-3 hiicre hatlarinda
sirasiyla %67,85 (p<0.0001) ve %70,76 (p<0.0001) oranlarinda hiicre 6liimiine yol agtig1
saptanmigtir. Meyve 0ziitii i¢cin 250 pg/ml olarak belirlenen en etkin dozun ise DU145
hiicre hattinda %52,32 (p<0.0001); PC-3 hiicre hattinda %55,52 (p<0.001) oraninda hiicre
Olimiine neden oldugu belirlenmistir. Ayni1 dozlarda ve ayni zaman diliminde HUVEC
normal hiicre hattinda yapilan uygulama sonucunda hiicre canliliginda saptanan inhibisyon
oranlar1 ise yaprak oOziitii i¢in %27,91 (p<0.001); meyve oziitii i¢in %20,31 (p<0.01)'tir
(Tablo-20 ve Tablo-21).
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Tablo-20 J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa tiirline ait yaprak oziitiniin 24, 48 ve 72

saatlik zaman dilimlerinde HUVEC hiicre hatt1 canlilig1 izerindeki etkisi

24 saat

OD1

OD?2

OD 3

OD ortalama
Canhhk oram 1
Canhilik oram 2
Canhilik oram 3
Canhilik oram
ortalama

48 saat

OD1

OD 2

OD 3

OD ortalama
Canhilik oram 1
Canhlik oram 2
Canhilik oram 3
Canhilik oram
ortalama

72 saat

OD1

OD?2

OD 3

OD ortalama
Canhhik orami 1
Canhlik oram 2
Canhlik oram 3
Canhlik oram
ortalama

Kontrol

1,222
1,317
1,115
1,218

100,00

Kontrol

1,296
1,214
1,447
1,319

100,00

Kontrol

1,126
1,238
1,137
1,167

100,00

100 pg/ml

1,226

1,216

1,175
1,205667
100,6568
99,8358
96,46962

98,98741
100 pg/ml

1,211

1,371

1,256
1,279333
91,81198
103,9424
95,22365

96,99267
100 pg/ml

1,23
1,065
1,109

1,134667
105,3985
91,25964
95,02999

97,22936

125 pg/ml

1,116
0,986
1,42
1,174
91,62562
80,95238
116,5846

96,38752
125 pg/ml

1,214
1,171
1,263
1,216
92,03942
88,77938
95,75436

92,19105
125 pg/ml

1,003
0,911
1,17
1,028
85,94687
78,06341
100,2571

88,08912

150 pg/ml

1,159
1,079
11
1,112667
95,15599
88,58785
90,31199

91,35194

150 pg/ml

1,11
1,119
1,201

1,143333
84,15466
84,837
91,05383

86,68183

150 pg/ml

0,917

1,019

0,889
0,941667
78,57755
87,31791
76,17823

80,69123

175 pg/ml

1,006
1,032
1,115
1,051
82,59442
84,72906
91,54351

86,289

175 pg/ml

1,036
1,238
0,9
1,058
78,54435
93,85898
68,23351

80,21228

175 pg/ml

0,8
0,95
0,942
0,897333
68,55184
81,40531
80,71979

76,89232

200 pg/ml

0,983
11
0,883
0,988667
80,70608
90,31199
72,49589

81,17132

200 pg/ml

0,889
1,07
1,19

1,049667
67,39955
81,12206
90,21986

79,58049

200 pg/ml

0,821

0,814

0,889
0,841333
70,35133
69,7515
76,17823

72,09369
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Tablo-21 J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa tiirline ait meyve Oziitiiniin 24, 48 ve 72

saatlik zaman dilimlerinde HUVEC hiicre hatt1 canlilig1 izerindeki etkisi

24 saat Kontrol 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml 250 pg/ml
OD1 1,222 1,23 1,17 1,126 1,02 1,089
OD 2 1,317 1,193 1,176 1,142 1,096 1,005
oD 3 1,115 1,22 1,179 1,111 1,163 1,117
OD ortalama 1,218 1,214333 1,175 1,126333 1,093 1,070333
Canlilik orani 1 - 100,9852 96,05911 92,44663 83,74384 89,40887
Canhilik oram 2 - 97,94745 96,55172 93,76026 89,98358 82,51232
Canlhilik oram 3 - 100,1642 96,79803 91,21511 95,4844 91,70772
Canlilik orani 100,00

ortalama 99,69896 96,46962 92,474 89,73727 87,8763
48 saat Kontrol 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml 250 pg/ml
OD1 1,296 1,267 1,25 1,213 1,167 1,082
oD 2 1,214 1,48 1,258 1,199 1,134 1,13
oD 3 1,447 1,075 1,226 1,22 1,196 1,02
OD ortalama 1,319 1,274 1,244667 1,210667 1,165667 1,077333
Canhilik oram 1 - 96,05762 94,76876 91,96361 88,47612 82,03184
Canlhilik oram 2 - 112,2062 95,37528 90,9022 85,97422 85,67096
Canhlik oram 3 - 81,50114 92,9492 92,49431 90,67475 77,33131
Canhilik oram 100,00

ortalama 96,58832 94,36442 91,78671 88,37503 81,67804
72 saat Kontrol 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml 250 pg/ml
OD1 1,126 1,119 1,12 1,029 1,027 0,932
OD?2 1,238 1,105 1,079 1,183 0,939 0,86
OD3 1,137 1,126 1,056 0,903 1,111 0,998
OD ortalama 1,167 1,116667 1,085 1,038333 1,025667 0,93
Canhilik oran 1 - 95,88689 95,97258 88,17481 88,00343 79,8629
Canhihik oram 2 - 94,68723 92,4593 101,371 80,46272 73,69323
Canhibik oram 3 - 96,48672 90,48843 77,37789 95,20137 85,51842
Canlilik orani 100,00

ortalama 95,68695 92,97344 88,97458 87,88917 79,69152

J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa tiirline ait yaprak ve meyve Oziitlerinin DU145 ve
PC-3 prostat kanseri hiicre hatlar1 ile HUVEC normal hiicre hatt1 {izerinde 24, 48 ve 72
saatlik zaman dilimlerinde ilgili doz araliklar1 i¢in belirlenen sitotoksik etkileri doza- bagl

hiicre canliligindaki % degisimler olarak Sekil-21'de gosterilmistir.
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Sekil-21 J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa tiiriine ait yaprak ve meyve o6ziitlerinin
sitotoksik etkileri (A)-(B) DU145 (C)-(D) PC-3 (E)-(F) HUVEC
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 ve **** p<0.0001
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4.2. Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. ve Juniperus excelsa M. Bieb. subsp.
excelsa Tiirlerine Ait Yaprak ve Meyve Oziitlerinin DU145 ve PC-3 Prostat Kanseri

Hiicre Hatlar1 ile HUVEC Normal Hiicre Hattinda Hiicre Oliimii Uzerine Etkileri

4.2.1. Morfolojik Analiz

Sitotoksisite deneylerinden elde edilen veriler dogrultusunda, DU145 hiicre hattinda
maksimum sitotoksik etki gosterdigi saptanan o6ziit dozlarinin (J. communis L. var. saxatilis
Pall. yaprak 0ziitli i¢in 10 pg/ml, meyve oziitii i¢in 250 pg/ml; J. excelsa M. Bieb. subsp.
excelsa yaprak oziitii i¢in 200 pg/ml, meyve oziitii i¢in 250 pg/ml) 24, 48 ve 72 saat
uygulamalari sonrasinda 24 saatlik preparatlarda hiicre 6liimii morfolojik olarak net sekilde
belirlenemese de 48 saati takiben tiim uygulamalarda erken apoptotik ve nekrotik
morfolojide belirgin artis saptanmistir. 72 saatlik uygulamalarda ise 48 saatlik
uygulamalara gore gec¢ apoptotik ve nekrotik morfolojinin arttigi ve hiicrelerin normal

morfolojilerinden oldukg¢a uzaklastigr gozlenmistir (Sekil-22, -23, -24 ve -25).

Jil Gegapoptotik
hiicreler

Sekil 22 DU145 hiicre hattinda 10 pg/ml J. communis L. var. saxatilis Pall. yaprak
oziitiiniin (B) 24, (C) 48 ve (D) 72 saatte hiicre 6liimii izerindeki etkilerinin
morfolojik analizi (A) Kontrol
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C

Sekil 23 DU145 hiicre hattinda 250 pg/ml J. communis L. var. saxatilis Pall. meyve
Oziitliiniin (B) 24, (C) 48 ve (D) 72 saatte hiicre 6liimii lizerindeki etkilerinin
morfolojik analizi (A) Kontrol

i “\v Gegapoptotik

hiicreler

- p
Gegapoptotik hiicreler

T

C

Sekil 24 DU145 hiicre hattinda 200 ug/ml J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa yaprak
oziitliniin (B) 24, (C) 48 ve (D) 72 saatte hiicre 6liimii {izerindeki etkilerinin morfolojik
analizi (A) Kontrol
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Nekrotik hiicreler

Sekil 25 DU145 hiicre hattinda 250 pg/ml J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa meyve
ozitiiniin (B) 24, (C) 48 ve (D) 72 saatte hiicre 6liimii tizerindeki etkilerinin morfolojik
analizi (A) Kontrol

4.2.2. Immiinohistokimyasal Analiz

Juniperus L. tiirlerinin yaprak ve meyve Oziitlerine ait belirlenen en etkin dozlar ile 72
saatlik en etkin siire diliminde gerceklestirilen Annexin V analizine gére 10 pg/ml J.
communis L. var. saxatilis Pall. tiirline ait yaprak oziitiiniin DU145 hiicrelerinde %26,8
apoptotik, %5,45 nekrotik; PC-3 hiicrelerinde %33,5 apoptotik, %3,10 nekrotik; HUVEC
hiicrelerinde %8,65 apoptotik, %4,55 nekrotik 6liime yol agtig1 ve ayni tiire ait 250 pg/ml
meyve Oziitliniin DU145 hiicrelerinde %21,8 apoptotik, %4,30 nekrotik; PC-3 hiicrelerinde
%28,85 apoptotik, %1,95 nekrotik; HUVEC hiicrelerinde %8,05 apoptotik, %3,55 nekrotik
oliime yol agtig1 saptanmistir. Ayni inkiibasyon siiresinde 200 ug/ml J. excelsa M. Bieb.
subsp. excelsa tiirline ait yaprak Oziitiiniin ise DU145 hiicrelerinde %43,15 apoptotik,
%4,70 nekrotik; PC-3 hiicrelerinde %35,7 apoptotik, %21,90 nekrotik; HUVEC
hiicrelerinde %18,95 apoptotik, %5,60 nekrotik 6liime yol agtig1 ve ayni tiire ait 250 pg/ml
meyve Oziitinin  DU145 hicrelerinde %36,05 apoptotik, %3,90 nekrotik; PC-3
hiicrelerinde %40,1 apoptotik, %7,25 nekrotik; HUVEC hiicrelerinde %17,05 apoptotik,
%6,15 nekrotik oliime yol agtig1 belirlenmistir (Sekil-26).
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Sekil-26 J. communis L. var. saxatilis Pall. ve J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa tiirlerine
ait yaprak ve meyve oziitlerinin hiicre 6liimii tizerindeki etkilerinin immiinohistokimyasal
analizi. Kontrol: muamelesiz hiicre

4.3. Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. ve Juniperus excelsa M. Bieb. subsp.

excelsa Tiirlerinin Yaprak ve Meyvelerine Ait Oziitlerin DU145 ve PC-3 Hiicre

Hatlarimda MMP-2 ve MMP-9 Gen Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

Elde edilen RT-qPCR verilerine gére maksimum sitotoksik etki gosterdigi belirlenen

Juniperus L. 6ziit dozlarmin 72 saatlik uygulamalari sonrasinda, DU145 (Sekil-27 ve
Sekil-28) ve PC-3 (Sekil-29 ve Sekil-30) hiicre hatlarinda, invaziv siire¢lerde dnemli roller

tistlenen MMP2 ve MMP9 genlerinin ekspresyon diizeylerinde anlamli azalma (sirasiyla

p<0.01 ve p<0.05) oldugu saptanmistir.

Uygulama yapilmayan kontrol gruplar ile

karsilastirildiginda, J. communis L. var. saxatilis Pall. yaprak 6ziitii 10 pg/ml dozda MMP2
geninde DU145 ve PC-3 hiicre hatlarinda sirasiyla 26,17 ve 21,50 kat, MMP9 geninde
DU145 ve PC-3 hiicre hatlarinda sirasiyla 59,99 ve 67,64 kat; meyve oziitii 250 pg/ml
dozda MMP2 geninde DU145 ve PC-3 hiicre hatlarinda sirasiyla 22,52 ve 18,93 kat,
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MMP9 geninde DU145 ve PC-3 hiicre hatlarinda sirasiyla 47,17 ve 64,89 kat; J. excelsa M.
Bieb. subsp. excelsa yaprak 6ziitii 200 pg/ml dozda MMP2 geninde DU145 ve PC-3 hiicre
hatlarinda sirasiyla 23,26 ve 22,52 kat, MMP9 geninde DU145 ve PC-3 hiicre hatlarinda
sirasiyla 97,23 kat ve 125,07 kat; meyve 6ziitii 250 ug/ml dozda MMP2 geninde DU145 ve
PC-3 hiicre hatlarinda sirasiyla 16,91 ve 11,44 kat, MMP9 geninde DU145 ve PC-3 hiicre
hatlarinda sirastyla 39,12 ve 51,50 kat azalisa yol agmustir (Tablo-22). iki farkli tiiriin
yaprak ve meyve Oziit dozlarinin ilgili genlerde neden oldugu ekspresyon degisimlerinin
deney gruplar1 arasinda yapilan karsilastirma sonuglar1 ise Tablo-23, -24 ve -25'de
gosterilmis olup deney gruplart arasinda anlamli oldugu belirlenen gen ekspresyon
farkliliklarinin p degerleri DU145 hiicre hattinda MMP-2 i¢in Sekil-27 ve MMP-9 i¢in
Sekil-28; PC-3 hiicre hattinda MMP-2 i¢in Sekil-29 ve MMP-9 icin Sekil-30 iizerinde

gosterilmistir.
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Tablo-22 DU145 ve PC-3 hiicre hatlarinda 72 saatlik 0ziit muamelesi sonrasinda MMP-2

ve MMP-9 genlerindeki ekspresyon degisimlerinin kontrol grubu ile karsilastiriimasi

DuU145 PC-3
MMP-2 MMP-9 MMP-2 MMP-9
Kontrol
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0,123279 0,01354 0,176369 0,01599
10 pg/ml J. communis

yaprak oziitii
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0,00471 0,000226 0,008201 0,000236
Kat Degisim 0,0382 0,0167 0,0465 0,0148
%95 CI (0.03,0.05) (0.01,0.02) (0.04,0.06) (0.01,0.02)
Kat Regiilasyon -26,1729 -59,9907 -21,506 -67,6492
p degeri 0.002811 0.0377 0.00104 0.0216

250 pg/ml J. communis

meyve Oziitii
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0,005473 0,000287 0,009312 0,000246
Kat Degisim 0,0444 0,0212 0,0528 0,0154
%95 CI (0.03,0.06) (0.01,0.02) (0.04,0.07) (0.01,0.02)
Kat Regiilasyon -22,5231 -47,1766 -18,9396 -64,8934
p degeri 0.00288 0.03672 0.001067 0.02037

200 pg/ml J. excelsa

yaprak oziitii
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0,005299 0,000139 0,007831 0,000128
Kat Degisim 0,043 0,0103 0,0444 0,008
%95 CI (0.03,0.05) (0.01,0.02) (0.03,0.05) (0.01,0.01)
Kat Regiilasyon -23,2636 -97,2303 -22,5231 -125,0765
p degeri 0.002861 0.0479 0.001031 0.02079

250 pg/ml J. excelsa

meyve 0ziitil
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0,007289 0,000346 0,01541 0,00031
Kat Degisim 0,0591 0,0256 0,0874 0,0194
%95 CI (0.04,0.08) (0.02,0.03) (0.07,0.11) (0.01,0.02)
Kat Regiilasyon -16,9123 -39,1245 -11,4452 -51,5059
p degeri 0.003049 0.03713 0.001227 0.02716
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Tablo-23 DU145 ve PC-3 hiicre hatlarinda 72 saatlik 10 pg/ml J. communis yaprak 6ziiti

uygulamasi sonrasinda MMP-2 ve MMP-9 genlerindeki ekspresyon degisimlerinin diger

uygulamalar ile karsilastirilmasi

DuU145 PC-3
MMP-2 MMP-9 MMP-2 MMP-9
10 pg/ml J. communis

yaprak oziitii

27(-Avg.(Delta(Ct)) 0,00471 0,000226 0,008201 0,000236
250 pg/ml J. communis

meyve Oziitii
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0,005473 0,000287 0,009312 0,000246
Kat Degisim 1,162 1,2716 1,1355 1,0425
%95 ClI (0.98,1.34) (1.13,142) (1.01,1.26) (0.84,1.25)
Kat Regiilasyon 1,162 1,2716 1,1355 1,0425
p degeri 0.135665 0.015371 0.09814 0.714987

200 pg/ml J. excelsa

yaprak oziitii
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0,005299 0,000139 0,007831 0,000128
Kat Degisim 1,1251 0,617 0,9548 0,5409
%95 ClI (1.02,1.23) (057,066) (090,1.01) (045,063)
Kat Regiilasyon 1,1251 -1,6208 -1,0473 -1,8489
p degeri 0.071107 0.0408 0.196493 0.004253

250 pg/ml J. excelsa

meyve Oziitii
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0,007289 0,000346 0,01541 0,00031
Kat Degisim 1,5476 1,5333 1,879 1,3134
%95 ClI (1.31,1.78) (041,166) (1.75,200) (1.07,156)
Kat Regiilasyon 1,5476 1,5333 1,879 1,3134
p degeri 0.006446 0.00512 0.329914 0.045986
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Tablo-24 DU145 ve PC-3 hiicre hatlarinda 72 saatlik 250 pg/ml J. communis meyve 6ziiti

uygulamasi sonrasinda MMP-2 ve MMP-9 genlerindeki ekspresyon degisimlerinin diger

uygulamalar ile karsilastirilmasi

DU145 PC-3
MMP-2 MMP-9 MMP-2 MMP-9
250 pg/ml J. communis
meyve oziitii
2"\(-Avg.(Delta(Ct)) 0,005473 0,000287 0,009312 0,000246
200 pg/ml J. excelsa
yaprak oziitii
2(-Avg.(Delta(Ct)) 0,005299 0,000139 0,007831 0,000128
Kat Degisim 0,9682 0,4852 0,8409 0,5188
%95 Cl (0.84,1.09)  (0.44,053) (0.75,0.93) (0.44,0.60)
Kat Regiilasyon -1,0329 -2,061 -1,1892 -1,9274
p degeri 0.622446 0.0035 0.040444 0.02436
250 pg/ml J. excelsa
meyve oOziitii
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0,007289 0,000346 0,01541 0,0031
Kat Degisim 1,3318 1,2058 1,6548 1,2599
%95 ClI (1.10,156)  (1.08,1.33) (0.47,1.84) (1.04,1.48)
Kat Regiilasyon 1,1674 1,2058 1,6548 1,2599
p degeri 0.056323 0.181526 0.17529 0.062474
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Tablo-25 DU145 ve PC-3 hiicre hatlarinda 72 saatlik 200 pg/ml J. excelsa yaprak oziiti

uygulamasi sonrasinda MMP-2 ve MMP-9 genlerindeki ekspresyon degisimlerinin diger

uygulamalar ile karsilastirilmasi

DuU145 PC-3
MMP-2 MMP-9 MMP-2 MMP-9
200 pg/ml J. excelsa
yaprak oziitii
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0,005299 0,000139 0,007831 0,000128
250 pg/ml J. excelsa
yaprak oziitii
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0,007289 0,000346 0,01541 0,0031
Kat Degisim 1,3755 2,4852 1,9679 2,4284
%95 ClI (1.20,155)  (2.36,2.61) (0.86,2.08) (2.12,2.74)
Kat Regiilasyon 1,3755 2,4852 1,9679 2,4284
p degeri 0.011085 0.0135 0.016678 0.00597
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Sekil-27 Juniperus L. yaprak ve meyve 6ziitlerinin DU145 hiicre hattinda 72 saatlik
uygulama sonrasinda yol ac¢tigit MMP-2 gen ekspresyonundaki degisimlerin
karsilastirilmasi. Kontrol: muamelesiz hiicre hatti, ** kontrole gore p<0.01
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Sekil-28 Juniperus L. yaprak ve meyve Oziitlerinin DU145 hiicre hattinda 72 saatlik
uygulama sonrasinda yol ac¢tigi MMP-9 gen ekspresyonundaki degisimlerin
karsilastirilmasi. Kontrol: muamelesiz hiicre hatti, * kontrole gére p<0.05
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Sekil-29 Juniperus L. yaprak ve meyve oziitlerinin PC-3 hiicre hattinda 72 saatlik
uygulama sonrasinda yol ac¢tigit MMP-2 gen ekspresyonundaki degisimlerin
karsilastirilmasi. Kontrol: muamelesiz hiicre hatti, ** kontrole gore p<0.01
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Sekil-30 Juniperus L. yaprak ve meyve oziitlerinin PC-3 hiicre hattinda 72 saatlik
uygulama sonrasinda yol agtigit MMP-9 gen ekspresyonundaki degisimlerin
karsilastirilmasi. Kontrol: muamelesiz hiicre hatti, * kontrole gére p<0.05
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4.4. Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. ve Juniperus excelsa M. Bieb. subsp.
excelsa Tiirlerinin Yaprak ve Meyvelerinden Hazirlanan Oziitlerin Fenolik

Iceriklerinin Yiiksek Basinch Sivi Kromatografi (HPLC) ile Analizi

Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Ogretim Uyesi Dog. Dr.
Saliha Sahin tarafindan gerceklestirilen analizde, oziitlerin fenolik igeriklerinin HPLC-
DAD cihazinda belirlenebilmesi i¢in her bir fenolik bilesige ait standartlar ile farkli
konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmistir.  Oziitlerin tiimii (+)- katesin, mirisetin,
kuercetin, kaempferol, vanilik asit, rosmarinik asit, 2-hidroksibenzoik asit, ellajik asit, p-
hidroksibenzoik asit, p-kumarik asit, protokatekuik asit, kafeik asit, epikatesin, luteolin,
siyanidin, siringik asit, izokuercitrin, malvidin, hesperidin, resveratrol, apigenin,
pelargonidin, naringin, genistein, delphinidin, karvakrol, epigallokatesin, gallik asit,
Klorojenik asit, rutin, ferulik asit, t-cinnamik asit ve kaempferol-3-glikozit olmak {iizere
toplam 33 farkli fenolik i¢in analiz edilmis olup o6ziitlerde gallik asit, t- cinnamik asit,
klorojenik asit, ferulik asit, kamferol-3-glikozit ve rutin olmak tizere 6 farkli fenolik bilesik
saptanmistir. Saptanan fenolik bilesikler i¢in hazirlanan standart ¢ozelti konsantrasyonlari,
konsantrasyona karsilik gelen kalibrasyon grafiklerine ait dogru denklemleri ve regresyon

katsayilart ile ilgili fenolik bilesiklerin saptandig1 dalgaboylari1 Tablo-26'da gosterilmistir.

Tablo-26 Standart fenolik maddeler i¢in HPLC-DAD kalibrasyon grafikleri

Fenolik Bilesik = Hazirlanan standart Kalibrasyon Regresyon Dalgaboyu
cozelti konsantrasyonlar1  grafigi katsayisi (nm)
(mg/l)

Gallik asit 20, 30, 40 y = 55.49x - 159.5 0,999 280

t- cinnamik asit 2,4,6,8,10 y =413,9x - 212,0 0,992 280

Klorojenik asit 5, 20, 50, 100, 250 y = 8,458x - 44,15 0,994 320

Ferulik asit 0.5, 25,5, 10, 15, 20 y = 27,00x + 140,7 0,992 320

Kaempferol-3- 5, 8, 10, 15, 20 y = 7,648x - 18,58 0,994 360

glikozit

Rutin 2,5, 10, 20, 30 y = 49,08x - 30,24 0,999 360

Fenolik bilesiklerin saptandigi oziite gore gram ornek basina miktarlar1 Tablo-27'de;

Oziitlerin kromatogram goriintiileri ise Sekil-31, -32, -33 ve -34'de gosterilmistir.
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Tablo-27 Juniperus L. 6ziitlerinde saptanan fenolik bilesikler ve miktarlari

Oziit Fenolik Bilesik Miktar (ng/g ornek)
J. communis L. var. saxatilis Klorojenik asit 1322,9
Pall. yaprak oziitii t- cinnamik asit 28,3
Rutin 119,9
Ferulik asit 127,9
J. communis L. var. saxatilis Ferulik asit 169,7
Pall. meyve oziitii Kaempferol-3-glikozit 350,5
J. excelsa M. Bieb. subsp. Gallik asit 562
excelsa yaprak oziitii Klorojenik asit 320,8
Rutin 31
Ferulik asit 22,7
J. excelsa M. Bieb. subsp. Klorojenik asit 103,5
excelsa meyve oziitii Ferulik asit 97
500
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Sekil-31 J. communis L. var. saxatilis Pall. yaprak oziitiinde saptanan fenolik bilesiklerin
kromatogram goruntiisii 1) klorojenik asit 2) rutin 3) ferulik asit 4) t-cinnamik asit
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Sekil-32 J. communis L. var. saxatilis Pall. meyve 6ziitiinde saptanan fenolik bilesiklerin
kromatogram goriintiisii 1) kamferol-3-glikozit 2) ferulik asit
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Sekil-33 J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa yaprak 6ziitiinde saptanan fenolik bilesiklerin
kromatogram goruntiisii 1) gallik asit 2) klorojenik asit 3) rutin 4) ferulik asit
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Sekil-34 J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa meyve 6ziitiinde saptanan fenolik bilesiklerin
kromatogram goriintiisii 1) klorojenik asit 2) ferulik asit
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TARTISMA VE SONUC

Gelismis tlkelerde en sik rastlanan solid doku kanseri olan prostat kanseri erkek
bireylerin yasamini tehdit eden ciddi bir saglik problemidir (1). Oldukga heterojen formda
ortaya cikabilen bu hastalifin tiimor hiicrelerinin prostat bezi ile sinirli oldugu lokalize
tipinde radikal prostatektomi ve/veya radyoterapi yeterli olurken lokal ileri (metastatik)
prostat kanserinde mevcut tedaviler kiiratif segenek olusturmamaktadir. Giiniimiizde
hastaligin bu formunun tedavisinde altin standart olarak cerrahi yolla ya da kimyasal
ajanlar ile viicutta androjen iiretimini veya androjen reseptor sinyalizasyonunu baskilamay1
hedefleyen androjen ablasyon terapi kullanilmaktadir (3). Anti-androjenik ya da endokrin
terapi olarak isimlendirilen bu tedavi, baslangigta kanserli bolge hacminin kii¢iilmesinde
ve PSA diizeyinin diismesinde oldukea etkili sonuglar verse de lokal ileri prostat kanserli
hastalarin ¢ok biiyiik bir kisminda degisen siirelerde mevcut tedaviye direng gelismekte ve
rekiirrens ile karsilagilmaktadir (43). Edinilmis direng ile ortaya ¢ikan, Klinikte hormon
terapi direnci (kastrasyon yaklasimlarina direng) olarak tanimlanan ve molekiiler temelleri
heniiz aydinlatilamayan kastrasyon direngli prostat kanseri (KDPK), prostat kanserinin
oliimciil formudur. KDPK tedavisinde giiniimiiz tedavi yontemleri yetersiz kalmaktadir
(48). Prostat kanseri iligkili olimler, biiyilk oranda metastaz ve Kkastrasyona direng
kaynaklidir (2). Giiniimiizde KDPK'lh hastalarda hormon terapinin yaninda KDPK
tedavisinde kullanimi uygun bulunan kemoterapi ilaglari ile yasam siiresi ortalama 5-8
aydir (4). Mevcut tedavi yontemlerine katki saglayabilmesi ya da daha etkin tedavi
seceneklerinin olusturulabilmesi acisindan morbidite ve mortalite oran1 yiiksek olan KDPK

tedavisinde kullanilmak iizere yeni terapdtik aday molekiillere ihtiyag duyulmaktadir.

Kanser tedavisinde kullanilan mevcut kemoterapédtik ajanlarin biiylik bir bolimii
bitkisel kokenlidir. Kamptotesin ve yar1 sentetik tiirevi olan irinotekan alkoloid bilesikler
grubuna, paklitaksel ile KDPK'min mevcut tedavisinde kullanilan dosetaksel ve
kabazitaksel taksan grubuna, etoposid ve teniposid podofilotoksin grubuna, daha yeni
bilesik olarak resveratrol flavonoid grubuna dahil mevcut bitkisel kemoterapi
ajanlarindandir (125). Giintimiizde kanser tedavisinde mevcut kemoterapi ajanlari ile uzun
stireli etkin sonuglar alinamamasi ¢ok ¢esitli biyoaktif bilesiklerin zengin kaynaklart olarak
bitkilere olan ilginin daha da artmasina yol agmistir. Farkli farmakolojik 6zelliklere ve
medikal degere sahip bilesiklerin zengin bir kaynagi olarak Juniperus L. tiirleri de bu
anlamda ilgi ¢eken bitkiler arasinda yer almaktadir. Antiinflamatuvar, antimikrobiyal,

antioksidatif, antiseptik ve analjezik etkileri ile geleneksel tipta kullanimlari oldukg¢a
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yaygin olan Juniperus L. tiirlerine ait dziitlerin antitiimdoral etkilerine yonelik bulgular son
yillarda artig gostermistir (162-168). Yapilan ¢alismalarda farkli Juniperus L. tiirlerinden
elde edilen Oziitlerin pek ¢ok kanser tiiriinde sitotoksik etkiye sahip oldugu gosterilmis
olmasina ragmen prostat kanseri hiicre hatlarinda olas1 etki heniliz degerlendirilmemis ve
mevcut ¢alismalarin biiyiik bir bolimiinde hiicre Sliimiine ve antitiimdral etkilere yonelik
ileri analizler gerceklestirilmemistir. Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda Tiirkiye florasinda
dogal olarak yetisen iki farkli Juniperus L. tiirine ait yaprak ve meyvelerden elde edilen
sulu 6ziitlerin endokrin terapi direncli iki farkli KDPK hiicre hatt1 ve bir normal hiicre hatt1
tizerindeki sitotoksik etkileri, sitotoksisitenin hangi hiicre 6lim tipi ile uyarildigi ve
invazyonda gorevli onemli genler olan MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlarinda herhangi bir

degisime yol acip agmadig arastirilarak degerlendirilmistir.

Mevcut tez calismasi kapsaminda ilk gergeklestirilen WST-1 analizinde J. communis
L. var. saxatilis Pall ve J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa tiirlerine ait yaprak ve meyve
oziitlerinin DU145 ve PC-3 KDPK hiicre hatlarinda zamana ve doza bagli 6liime yol agtigi
saptanmigtir. Her iki hiicre hattinda 6ziitlerin maksimum sitotoksik etki gosterdigi zaman
dilimi 72 saat olarak belirlenmistir. J. communis L. var. saxatilis Pall meyve 6ziitiinde 72
saatte hiicre canliligindaki inhibisyon orani %50'yi gegmedigi igin higbir 6ziitiin 1Cso dozu
hesaplanmamis; her bir 0ziit icin en etkin doz, 72 saatte maksimum sitotoksik etki
belirlenen doz olarak tanimlanmistir. Elde edilen bulgular, ayni tiir i¢inde yaprak
Oziitlerinin, tiirler aras1 degerlendirme yapildiginda ise J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa
tiirliniin daha sitotoksik oldugunu gostermektedir. 72 saatlik zaman diliminde 4 6ziit i¢in
belirlenen maksimum sitotoksik dozlarin, J. communis yaprak 6ziitii i¢cin 10 pg/ml oldugu
ve DU145 hiicre hattinda %52,25; PC-3 hiicre hattinda %59,8; HUVEC hiicre hattinda
%18,52 oraninda hiicre Oliimiine yol agtigi; J. communis meyve oziitii i¢in 250pg/ml
oldugu ve DU145 hiicre hattinda %41,75; PC-3 hiicre hattinda %46,36; HUVEC hiicre
hattinda %21,25 oraninda hiicre 6liimiine yol actigi; J. excelsa yaprak oziitii i¢in 200
png/ml oldugu ve DUI145 hiicre hattinda %67,85; PC-3 hiicre hattinda %70,76; HUVEC
hiicre hattinda %27,91 oraninda hiicre 6liimiine yol actig1; J. excelsa meyve Oziitii igin 250
png/ml oldugu ve DU145 hiicre hattinda %52,32; PC-3 hiicre hattinda %55,52; HUVEC
hiicre hattinda %20,31 oraninda hiicre 6limiine yol actigi belirlenmistir. Elde edilen
sonuclara gore 4 farkli 6ziit icin kanser hiicre hatlarinda saptanan hiicre canliligindaki
inhibisyon orani, normal hiicre hattindaki inhibisyon oranindan anlamli diizeyde yiiksek

bulunmustur (p<0.001).
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WST-1 analizinde belirlenen 4 farkli Juniperus 6ziitiine ait en etkin dozlarin sitotoksik
etkisinin zamana bagli arttigi, DU145 hiicre hattinda Hoechst-Pl floresan boyama yontemi
kullanilarak 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde gerceklestirilen hiicre 6liimiiniin
morfolojik analizi ile dogrulanmustir. ilk 24 saatlik preparatlarda hiicre &liimii morfolojik
olarak net sekilde belirlenemese de yalnizca yaprak Oziitlerinde az oranda ge¢ apoptotik
morfolojiye rastlanmistir. 48 saatlik tiim 6ziit uygulamalarinda, 24 saatlik uygulamalara
gore belirgin artis gosteren apoptotik morfoloji net olarak ayirt edilmis olup, ilgili zaman
dilimindeki hiicre 6liimii erken apoptoz ve nekroz olarak belirlenmistir. Oziitlerin 72
saatlik uygulamalarinda ise tiim preparatlarda ge¢ apoptotik ve nekrotik morfolojideki
artisa paralel hiicrelerin normal morfolojilerinden olduk¢a uzaklagtigi goriilmistiir.
Morfolojik analiz sonuc¢larimiz, 6ziitlerin doz etkinligi zamana baglh artis gosterdigi igin
WST-1 analiz sonuclarimiz1 destekler niteliktedir. Kanser hiicrelerinde ve normal hiicre
hattinda en etkin dozlar ile 72 saatlik en etkin zaman diliminde uyarilan hiicre 6liim tipinin
belirlenmesi i¢in gergeklestirilen Annexin V analizine gore ise 10 pg/ml J. communis
yaprak Oziitiiniin DU145 hiicrelerinde %26,8 apoptotik, %5,45 nekrotik; PC-3 hiicrelerinde
%33,5 apoptotik, %3,10 nekrotik; HUVEC hiicrelerinde %8,65 apoptotik, %4,55 nekrotik
Olime ve ayni tiire ait 250 pg/ml meyve oziitiinlin DU145 hiicrelerinde %21,8 apoptotik,
%4,30 nekrotik; PC-3 hiicrelerinde %28,85 apoptotik, %1,95 nekrotik; HUVEC
hiicrelerinde %8,05 apoptotik, %3,55 nekrotik Oliime yol actigi saptanmistir.  Aym
inkiibasyon siiresinde 200 pg/ml J. excelsa yaprak Oziitiiniin ise DU145 hiicrelerinde
%43,15 apoptotik, %4,70 nekrotik; PC-3 hiicrelerinde %35,7 apoptotik, %21,90 nekrotik;
HUVEC hiicrelerinde %18,95 apoptotik, %5,60 nekrotik 6liime ve ayni tiire ait 250 pg/ml
meyve Oziitinin DU145 hiicrelerinde %36,05 apoptotik, %3,90 nekrotik; PC-3
hiicrelerinde %40,1 apoptotik, %7,25 nekrotik; HUVEC hiicrelerinde %17,05 apoptotik,
%0,15 nekrotik 6lime yol agtig1 belirlenmistir. Mevcut analiz sonuglarimiza gore, kanser
hiicre hatlarinda yiiksek oranda uyarilan hiicre 6liim tipi apoptoz olarak belirlenmistir.
Annexin V analizinin histogram sonuglari, morfolojik analiz bulgularimiz ile uyumlu
olarak 72 saatte gec apoptoza Ve nekroza isaret etmektedir. Ayrica WST-1 analizini
destekler nitelikte yaprak oziitlerinin daha sitotoksik oldugunu ve HUVEC normal hiicre
hatt1 lizerindeki sitotoksik etkinin tiim oziitlerde kanser hiicrelerindeki etkiye gore cok
daha disiik oldugunu ortaya koymaktadir. Ek olarak bu analiz ile en gii¢lii sitotoksik
etkiye sahip 6ziitiin J. excelsa yaprak oziitii ve en az sitotoksik etkiye sahip 6ziitlin ise J.

communis meyve 0ziitli oldugu da dogrulanmstir.
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Literatiirde ayni Juniperus L. tiirlerinin kanser hiicrelerinde sitotoksik etkisinin
degerlendirildigi birka¢ ¢alisma mevcuttur. Benzina ve arkadaglari tarafindan
gerceklestirilen oldukca yeni bir caligmada 12 farkli bitki tiirlinden hazirlanan metanol
Oziitlerinin MB231 meme kanseri hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkileri arastiriimis
olup, J. communis dal ve yaprak oziitii 10 ug/ml dozda 1, 3 ve 5 giin periyotlarinda hiicre
canliliginda anlamli inhibisyona yol agarak ilgili oziitler igerisinde en giiclii sitotoksik
etkiye sahip 6ziit olarak belirlenmistir (168). Mevcut ¢alisma sitotoksik etkisi belirlenen J.
communis ozitiiniin igerigi hakkinda veri bulundurmasa da maksimum sitotoksik etki
belirledigimiz dozun ayn1 6ziit i¢in ayni konsantrasyonda olmasi yoniinden bulgularimiz
destekler niteliktedir. Ek olarak bu c¢alismada sitotoksik etkisi belirlenen J. communis
yaprak 6ziitiinlin MB231 kanser ve MCF10A normal meme hiicrelerinde apoptotik etkileri
degerlendirilmis, 3 zaman periyodunda 6ziit muamelesi sonrasinda kaspas3/7 aktivitesinin
malign hiicrelerde anlamli diizeyde artarken normal hiicrelerde bazal seviyede oldugu
bulunmustur. Mevcut bulgu, 10 pg/ml J. communis yaprak oziitiiniin 72 saatte DU145
kanser hiicrelerinde %26,8 apoptotik, %5,45 nekrotik; PC-3 kanser hiicrelerinde %33,5
apoptotik, %3,10 nekrotik; HUVEC normal hiicrelerinde %8,65 apoptotik, %4,55 nekrotik
Olime yol agtigimi saptadigimiz bulgumuz ile uyumludur. Benzer sekilde Shokrzadeh ve
arkadaglar1 J. sabina hidroalkolik Oziitiiniin ~sitotoksik etkisini cisplatine gore
karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda HepG2 ve SKOV3 kanser, CHO (insan normal over
hiicresi) ve fare fibroblast normal hiicre hatlarinda 72 saatlik kolonogenik analiz
sonuglarina gore saptadiklar1 ICso dozunda etkinin CHO < Fibroblast < HepG2 < SKOV3
seklinde oldugunu bulmuslardir (179).

Slambrouck ve arkadaslart J. communis sulu meyve Oziitiinin MCF-7/AZ meme
kanseri hiicre hattindaki sitotoksik etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, 96 saatlik oOziit
muamelesi boyunca 50 pg/ml dozda %30 oraninda olmak iizere 50- 180 pg/ml araligindaki
tiim dozlarda hiicre canliliginda artan oranlarda anlamli inhibisyon saptamislardir (163).
Mevcut ¢alismamizda J. communis sulu meyve 6ziitiinii daha yiiksek dozda uygulamamiza
ragmen hiicre canliligindaki inhibisyon orani iki hiicre hattinda da %50'yi gegcmemis, %30
inhibisyon ise 100 pg/ml'nin iizerinde saptanmugtir. 1ki calismada ayni tiire ait
meyvelerden hazirlanan sulu 6ziitler kullanilmasina ragmen toplanan J. communis meyve
olgunluklarinin, 6ziit hazirlamada siirecinde kullanilan kuru bitki materyali agirliginin ve
materyalin su ile ekstraksiyon siiresinin farkli olmasi gibi nedenlerin bu farkliliga yol

acmis olabilecegini diislinmekteyiz. Ayrica literatiirde endokrin terapi direnci yiiksek
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KDPK hiicre hatlarinda kemoterapi direncinde de artis oldugu bildirilmistir. Bu durum,
mevcut farkliligin iki ¢alismada kullanilan hiicre hatlarindaki terapi direncinin farkl
olmasindan kaynaklanan bir sonug¢ oldugunu da diisiindiirmektedir. Ek olarak Slambrouck
ve arkadaslarinin c¢alismalarinda kullanilan J. communis Oziitiiniin igerik analizlerinin
gerceklestirilmemis olmasi iki farkli sonucun olast nedenlerini degerlendirmek agisindan

da siir olusturmaktadir.

J. excelsa subsp. excelsa tiiriiniin de yer aldig: iki J. excelsa alt tiiriine ait yaprak ve
meyvelerinden elde edilen hidroalkolik oziitlerin HeLa, KB, MDA-MB-468 hiicre
hatlarinda 72 saatlik sitotoksik etkisinin aragtirildig1 bir ¢alismada, sitotoksik etkinin hiicre
hattina bagl olarak farkli dozlarda tespit edildigi belirtilmis ve J. excelsa subsp. excelsa
tirtine ait Oziitlerin 20 pg/ml'den yiiksek dozlarda daha sitotoksik olduklar1 belirlenmistir
(166). Nitekim, Azar ve arkadaslari tarafindan yapilan baska bir ¢alismada J. excelsa
yapraklarindan hazirlanmig hidroalkolik 6ziitlerin HepG2 karaciger kanseri hiicre hattinda
ICso dozu 48 saatte 540 pg/ml olarak belirlenmistir (167). Oziit hazirlama asamasinda
hidroalkolik ekstraksiyon islemini kullanmamis olsak da DU145 ve PC-3 prostat kanseri
hiicre hatlarinda 72 saatte 200 ve 250 ug/ml dozlar ile hiicre canliliginda maksimum
inhibisyon elde ettigimiz sonuglarimiz, J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa oziitlerinin
yiiksek dozlarda sitotoksik etki gosterdigini dogrulamaktadir. Farkli dozlarda saptadigimiz
sitotoksik etkinin kullanilan hiicre hatlarindan ve 6ziit hazirlama isleminde kullandigimiz
kuru bitki materyal agirlign ve ¢oziici farkindan kaynaklaniyor olabilecegini

diistinmekteyiz.

Juniperus L. tiirleri fenolik bilesikler, flavonoidler, esansiyel yaglar, lignanlar ve
terpenoidler yoniinden ¢ok zengin bitkilerdir. Juniperus L. tiirlerine ait yaprak, dal ya da
meyvelerin farkli tipte ve sayida ¢oziiciiler ile fraksiyonlamalarindan farkli bilesikler izole
edilmekte ve tanimlanan yeni bilesiklerin anti-tiiméral etkileri giincel ¢alismalar ile analiz
edilmektedir. Hekzan ve diklorometan kullanilarak hazirlanan Juniperus L. oziitlerinden
izole edilmis deoksipodofilotoksin molekiiliiniin gii¢lii bir apoptoz uyaricist oldugu
bilinmektedir (168) ancak Muto ve arkadaslar1 J. taxifolia kloroform oziitiinden izole
ettikleri yeni molekiil olan 7-a-hidroksisandarakopimarik asitin ayni stirede daha az dozda,
deoksipodofilotoksin molekiilinden daha giicli bir apoptoz uyaricis1 oldugunu
bildirmislerdir (161). Benzer sekilde Moujir ve arkadaslar1 J. brevifolia yapraginin hekzan,
aseton ve etanol ile hazirlanan fraksiyonlarindan elde ettikleri ve yeni spiro bilesik olarak

tanimladiklar1 18- hidroksidehidroabietan molekiiliiniin HeLa hiicre canliliginda 48 saatte
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diisiik dozda anlamli inhibisyona yol a¢tigini (164), Marino ve arkadaglari ise J. oxycedrus
ssp. oxycedrus meyvelerinden metanol ve butanol kullanarak gergeklestirdikleri
fraksiyonlama sonucunda elde ettikleri yeni monoterpen glukozid molekiiliiniin ii¢ farkli
kanser hiicre hatt1 iizerinde hiicre canliliginda anlamli inhibisyona neden oldugunu ve
vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii diizeyinde azalmaya yol actigini bulmuslardir (12).
Giiglii ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanan Juniperus L. oziitleri disinda su, etanol, metanol
ya da su ve alkol karisimi (hidroalkolik) kullanilarak hazirlanan Juniperus L. 6ziitlerinin
fenolik asitler yoniinden zengin fraksiyonlara sahip oldugu ve bu ¢oziiciiler ile hazirlanan
Juniperus L. ozitlerinin antitiimoral etkilerinin fenolik fraksiyonlardan kaynaklandigi

cesitli calismalar ile gosterilmistir (14, 15, 162).

Fenolik bilesikler, kapali halka yapisinda polihidroksil grubu tasiyan, kanser dahil
olmak iizere ¢ok ¢esitli hastalik grubunda essiz farmakolojik 6zellikleri nedeniyle giincel
caligmalarda yogun ilgi ¢eken ve yaklastk 8000 iyesi oldugu tahmin edilen bitkisel
fitokimyasal bilesik grubudur (180). Yapisal farkliliklara bagli olarak fenolik bilesikler
dort ana gruba ayrilmalarina ragmen ilk iki grupta yer alan tek halka yapisina sahip fenolik
asitler ve cift halka yapisina sahip flavonoidler tiim fenolik bilesiklerin sirasiyla %30 ve
%60'1n1 olusturmaktadir (181, 182). Mevcut tez ¢alismasinda da iki farkli Juniperus L.
tiiriine ait yaprak ve meyvelerin sulu 6ziitleri hazirlandig: i¢in 6ziitlerde bulunan fenolik
bilesikler HPLC-DAD analizi ile karakterize edilmistir. Calismamizda tim oziitler (+)-
katesin, mirisetin, kuercetin, kaempferol, vanilik asit, rosmarinik asit, 2-hidroksibenzoik
asit, ellajik asit, p- hidroksibenzoik asit, p-kumarik asit, protokatekuik asit, kafeik asit,
epikatesin, luteolin, siyanidin, siringik asit, izokuercitrin, malvidin, hesperidin, resveratrol,
apigenin, pelargonidin, naringin, genistein, delphinidin, karvakrol, epigallokatesin, gallik
asit, klorojenik asit, rutin, ferulik asit, t-cinnamik asit ve kaempferol-3-glikozit olmak
tizere 33 farkli fenolik bilesik i¢in analiz edilmis olup 6ziitlerde 4'i fenolik asit ve 2'si
flavonoid grubuna dahil olmak iizere farkli miktarlarda toplam 6 farkli fenolik bilesik
saptanmustir. Oziitlerdeki fenolik bilesikler miktarlarma gére J. communis L. var. saxatilis
Pall. yaprak oziitii igin klorojenik asit (1322,9 pg/g) > ferulik asit (127,9 ug/g) > rutin
(119,9 pg/g) > t-cinnamik asit (28,3 ug/g); J. communis L. var. saxatilis Pall. meyve 6ziitii
icin kaempferol-3-glikozit (350,5 pug/g) > ferulik asit (169,7 pg/g); J. excelsa M. Bieb.
subsp. excelsa yaprak 6ziitii i¢in gallik asit (562 ug/g) > klorojenik asit (320,8 pg/g) > rutin
(31 pg/g) > ferulik asit (22,7 pg/g) ve J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa meyve 06ziitii i¢in
klorojenik asit (103,5 ug/g) > ferulik asit (97 ug/g) seklinde saptanmastir.
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Literatiirde alkol ya da su ile hazirlanan aymi Juniperus L. oziitlerinin fenolik
iceriklerine dair herhangi bir veri bulunmasa da 3 ¢alismada farkli Juniperus L. tiirlerinin
alkol ya da alkol ve su ile hazirlanmis 6ziitlerinin antitiimoral etkileri ve fenolik igerikleri
yoniinden bulgular yer almaktadir. Tavares ve arkadaslar1 Portekiz'de yetisen 4 farkh
Juniperus L. tiirtine (J. navicularis, J. oxycedrus, J. phoenicea ve J. turbinata) ait su ve
etanol kullanarak hazirladiklar1 yaprak oziitlerinden izole ettikleri fenolik fraksiyonlarin
noroblastom hiicreleri lizerinde 24 saatte 100 pg/ml diisiik dozda hiicre canliliginda anlamli
inhibisyona yol agtigin1 bulmuslardir (15). Bu ¢alismada saptanan 22 fenolik bilesikten
higbirinin ¢alismamizda saptanamamasini iki ¢alismada kullanilan Juniperus L. tiirlerinin
farkli bolgelerde yetisen tiirler olmasiyla ve ilgili ¢alismada yapilan igerik validasyonunda
fenolik bilesiklere ait piklerden yalnizca major piklerin karakterize edilmis olmasi ile ilgili
olabilecegini diisinmekteyiz.  Miceli ve arkadaslarinin ¢alismasinda J. drupacea
meyvesine ait metanol oziitiiniin HepG2 hiicre hattinda ICsp dozu 24 saat i¢in 10 ug/ml
olarak belirlenmis olup 6ziitte HPLC-DAD analizi ile 14 farkl fenolik bilesik saptanmigtir
(162). Bu calisma ile ¢calismamizda saptadigimiz ortak fenolik bilesikler Klorojenik asit,
rutin ve gallik asittir. Taviano ve arkadaslari J. oxycedrus tiiriine ait meyvelerinin metanol
oziitiinii kullandiklar1 ¢aligmalarinda ise biri ortak olarak saptadigimiz rutin olmak tizere 7
farkli fenolik bilesik tespit etmis olsalar da bu ¢alismada HepG2 hiicre hatti iizerinde 24
saatte sitotoksik etki belirleyemediklerini ve bu sonucu diisiik fenolik igerik ile
iliskilendirdiklerini bildirmislerdir (14). Mevcut {i¢ caligmada saptanan fenolik bilesiklerin
say1 ve miktarca caligmamizda saptadigimiz fenolik bilesiklerden fazla olmasinin, 6ziit
hazirlama siirecinde yalmizca su kullanmis olmamiz ile ilgili bir sonug olabilecegi
kanisindayiz. Fenolik bilesiklerin alkol ¢oziintirliiklerinin su ¢oziiniirliiklerinden ¢ok daha
yiiksek olmasi ve g¢alismalarda Juniperus L. tiirlerinin alkol ile hazirlanmig 6ziitlerinde
sitotoksik etkinin daha erken siirede ve daha diisiik dozda saptanmasi da bu sonucu
destekler niteliktedir. Yine de iki farkli Juniperus L. tiiriine ait yaprak ve meyve sulu
oOziitleri ile prostat kanseri hiicre hatlarinda 72 saatte belirledigimiz sitotoksik etkinin
yaprak Oziitlerinde daha giiglii olmasi, kullandigimiz 6ziitlerin fenolik bilesik profilleri ile
uyumludur. Yaprak sulu 6ziitlerinde belirledigimiz fenolik bilesikler sayr ve miktar
bakimindan meyve oziitlerine gére daha fazladir. Ek olarak J. communis L. var. saxatilis
Pall. yaprak oziitiindeki fenolik bilesiklerin diger tiire ait yaprak oziitiinde saptanan fenolik
bilesiklerden miktar olarak daha fazla olmasi bu oziitteki sitotoksik etkinin daha diisiik

dozda saptandig: ile uyumlu bir bulgudur.
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Calismamizda saptadigimiz fenolik bilesikler, mevcut ¢alismalarda saptanan fenolik
bilesiklerden say1r bakimindan az olsa da miktar bakimindan belirgin bir fark s6z konusu
degildir. Aksine Lesjak ve arkadaslarmin (183) J. foetidissima tiiriine ait yaprak ve
meyvelerden su ve metanol oziitii hazirladiklar1 ¢alismalarinda saptadiklar1 toplam 25
fenolik bilesik igerisinde saptadigimiz 6 fenolik bilesigin timii bulunmasina ragmen J.
excelsa M. Bieb. subsp. excelsa yaprak oziitiinde saptadigimiz gallik asit miktar1 J.
foetidissima tiiriiniin yaprak Oziitiinde saptanan gallik asit miktarindan 2 kat; J. communis
L. var. saxatilis Pall. yaprak ve meyve o6ziitiinde saptadigimiz ferulik asit miktar: ise J.
foetidissima tiiriiniin yaprak oziitiinde saptanan ferulik asit miktarindan yaklasik 1,5 kat
fazladir. Calismamizda tiim 6ziitlerde saptadigimiz ferulik asit, J. excelsa M. Bieb. subsp.
excelsa tiiriine ait yaprak ve meyve Oziitlerinde ise daha disiik miktarda saptanmistir.
Klorojenik asit, J. communis L. var. saxatilis Pall. meyve 6ziitii disinda galismamizdaki
tiim oziitlerde ortak olarak saptadigimiz ikinci fenolik bilesiktir.  Ozellikle yaprak
Oziitlerinde saptadigimiz klorojenik asitin miktar1 ise mevcut calismada saptanan
miktardan yaklasik 4 kat fazladir. Bu calismada J. foetidissima tiirlinde saptanan rutin
miktar1 olduk¢a fazla olmasma ragmen belirlenen kaempferol-3-glikozit miktarlarinda
belirgin bir fark yoktur. J. foetidissima oziitlerinde cinnamik asit ise belirlenememistir.
llgili galigmada hazirlanan o6ziitlerin olas1 antitiimoral etkilerine ait herhangi bir veri

bulunmamaktadir (183).

Sitotoksik etkisini degerlendirdigimiz Juniperus L. oziitlerinde flavonoid yapidaki
kuersetin ve apigenin bilesiklerini analiz etmis olmamiza ragmen saptamamis olsak da
mevcut calismamizda analiz edebildigimiz 33 farkli fenolik bilesik disinda kalan ve
tarayamadigimiz flavonoidlerden o6zellikle flavon grubuna dahil cupressoflavone,
biflavone, metilbiflavone ve hinokiflavone molekiillerinin de meyve oOziitlerinde
bulunabilecegini diisiiniiyoruz. Nitekim 72 saatlik Annexin V analizinden elde ettigimiz
veriler, J. excelsa meyve 6ziitiiniin J. communis yaprak 6ziitiine gore 6zellikle PC-3 hiicre
hattinda daha giiclii apoptotik etkiye sahip olduguna isaret etmektedir. Her iki Oziitte
klorojenik asit ve ferulik asit bulunmasi ve hatta J. communis yaprak oziitiinde her iki
fenolik bilesigin daha yiliksek miktarda bulunuyor olmasi meyve oziitiinde olast flavonoid
molekiillerin bulunma olasiligin1 gliglendirmektedir. Ciinkii J. communis yaprak o6ziitiinde
yiiksek saptanan klorojenik asit ve ferulik asit miktarlar 6ziitiin aynmi siirede daha diistik
dozda etkinligini agiklarken, J. excelsa meyve Oziitinde ayni fenolik bilesiklerin az

miktardaki varlig1 giicli apoptotik etkiyi agiklamakta tek basina yetersiz kalmaktadir.
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Ayrica cgesitli calismalarda (14, 162) Juniperus L. meyvelerine ait metanol Gziitlerinde
saptandigi bildirilen bu flavonoid grubu bilesiklerden kuersetin ve apigeninin
Oziitlerimizde taranmasina ragmen saptanmamis olmasi, Oziitlerin  yalnizca sulu
ekstraksiyon yontemi ile hazirlanmis olmasindan kaynaklaniyor olabilecegini
diisindirmektedir. Tim bulgular birlikte degerlendirildiginde Juniperus L. tiirlerine ait
oziitlerin kanser hiicreleri tizerindeki doz ve zaman bagimli sitotoksik etkisinin kullanilan
Juniperus L. tiirine, 6ziit hazirlama stirecindeki kuru bitki agirligina, kullanilan ¢oziicii

tiirline ve buna bagl olarak fenolik bilesik icerigine dayali olarak degistigi soylenebilir.

Kanser hiicrelerinde invaziv siiregler ve metastaz ¢ok basamakli kompleks bir siirectir.
Bu siiregte kanser hiicrelerinin primer timor bolgesinden kan dolasimina gegisi, uzak
organa gogiin baslamasi, kan damarlarini kaplayan endotel hiicrelere adhezyonu ve hedef
bolgeye ulastiklarinda kan dolasimindan ¢ikip ilgili dokuda yeniden koloni olusturmasi
basamaklar: birbirini takip etmektedir (91). Her bir basamakta hedef bdlgede yeniden
adhezyon saglanmadan Once hiicre migrasyonunun kolaylastirilmast icin ekstraselliiler
matriks (ECM) ve bazal membran yapilar gibi ¢evresel bariyerlerin spesifik proteolitik
enzimler tarafindan yikimi gerekmektedir (98). Matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2) ve -
9 (MMP-9) bu siireglerde gorev aldigi bilinen ve pek ¢ok kanser tipinde invaziv 6zellikler
ile iliskili olarak yiiksek diizeyde eksprese edilen matriks metalloproteinaz ailesinin iki
onemli tiyesidir (100). Tip IV kollajeni yikma yetenegine sahip bu proteinlerin kanser
hiicrelerinde invaziv siireclerdeki onemli rolleri pek ¢ok ¢alisma ile kanitlanmistir (122-
124). Fonksiyonel dneme sahip olmalarindan dolayt MMP-2 ve -9, kanser tedavisinde
kullanilabilecek yeni terapotik adaylarin gelistirilmesinde 6nemli hedeflerdir (100).
Prostat kanserinde de kanser iligkili 6liimlerin tlimiiniin metastaz kaynakli olmas1 yeni
terapotik yaklasimlarin hedefi olarak arastirmacilari ilgili genler ve protein iiriinleri iizerine

yogunlagtirmigtir.

Mevcut ¢alismada iki farkli Juniperus L. yaprak ve meyvelerine ait sulu Oziitlerin
MMP-2 ve MMP-9 genlerinin ekspresyon diizeylerine olan etkisi RT-qPCR yontemi ile
aragtirtlmistir.  Tim Oziitlerin DU145 ve PC-3 prostat kanseri hiicre hatlarinda 72 saatlik
maksimum sitotoksik etki saptanan dozlarindaki uygulamalar1 sonrasinda, Oziitlere bagh
olarak degisen farkli kat degisimleri ile (Tablo-22) MMP-2 ve MMP-9 genlerinin
ekspresyon diizeyindeki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (MMP-2 ve
MMP-9 i¢in sirastyla p<0.01 ve p<0.05). Oziit uygulamalar1 sonrasinda MMP-9 geninde

belirledigimiz ekspresyon kat degisimleri istatistiksel anlam1 daha diisiik olmasina ragmen
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MMP-2 geninde belirledigimiz kat degisimlerine gore daha fazladir. Bu durum, DU145 ve
PC-3 prostat kanseri hiicre hatlarinda endojen MMP-9 ekspresyon diizeylerinin hiicrelerin
invaziv Ozelliklerine bagh sekilde (PC-3 > DU145) daha yiiksek oldugu bilgisi ile
aciklanabilir (121). Literatiirde Juniperus L. tiirlerine ait Oziitlerin kanser hiicrelerinde
MMP-2 ve MMP-9 ekspresyon diizeyleri ya da protein diizeyinde aktiviteleri tizerindeki
etkilerini arastiran herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir ancak Oziitlerde saptadigimiz
fenolik bilesiklerin kanser hiicreleri lizerindeki antitiimoral etkileri, ilgili genlerin
ekspresyonu azaltmalar1 veya protein diizeyinde aktivitelerini baskilamalar1 yoniinden
farkli ¢alismalar ile kanitlanmistir. Bu nedenle gen ekspresyon diizeyinde elde ettigimiz
anlamli verilerin 6ziitlerin fenolik bilesik igerikleri ile iligkili olabilecegi goriisiindeyiz.
Elde ettigimiz ekspresyon bulgularina gore her iki gende saptanan azalma yoniindeki
ekspresyon kat degisimlerinin yaprak oziitii uygulamalarinda meyve 6ziitlerine goére daha

fazla olmas1 da bu gorlistimiizii destekler niteliktedir.

DUI145 hiicre hattinda 72 saatlik J. communis yaprak oziiti uygulamasi MMP-2
ekspresyonunda J. excelsa meyve 6ziitiine gore 1,54 kat (p=0.006), J. excelsa yaprak oziitii
ise ayni tiire ait meyve oziitiine gore 1,37 kat (p=0.011) anlamli azalisa yol agmigtir. PC-3
hiicre hattinda ise benzer sekilde 72 saatlik J. excelsa yaprak oziitli uygulamasinin, MMP-2
ekspresyonunda J. communis meyve Oziitii uygulamasina gore 1,18 kat (p=0.04) ve J.
excelsa meyve 6ziitii uygulamasina gore ise 1,96 kat (p=0.016) anlamli azalisa yol agtig
belirlenmistir (Sekil-27 ve Sekil-29).

Oziit muameleleri sonrasinda MMP-9 ekspresyon diizeyindeki degisimler
incelendiginde ise 72 saatlik J. communis yaprak 6ziitii uygulamasi DU145 hiicre hattinda,
ayni tiire ait meyve 0ziitii uygulamasima gore 1,27 kat (p=0.015), J. excelsa meyve oziitii
uygulamasina gore 1,53 kat (p=0.005); J. excelsa yaprak 6ziitii uygulamasi ise ayni tiire ait
meyve Oziiti uygulamasina gore 2,48 kat (p=0.013), J. communis meyve Oziitii
uygulamasina gore 2,06 kat (p=0.003) anlaml1 azalisa yol agmistir. PC-3 hiicre hattinda ise
72 saatlik J. communis yaprak &ziitii uygulamasi J. excelsa meyve 6ziitii uygulamasina
gore 1,31 kat (p=0.045); J. excelsa yaprak Oziitli uygulamasi ayni tiire ait meyve Oziitii
uygulamasina gore 2,42 kat (p=0.005), J. communis meyve 06ziitii uygulamasina gore 1,92
kat (p=0.024) anlaml1 azalisa yol agmigtir. 72 saatlik 6ziit muamelesi sonrasinda MMP-9
ekspresyon diizeyindeki degisimler iki hiicre hattinda yaprak 6ziitleri arasinda da anlamli

bulunmustur. J. excelsa yaprak oOziiti J. communis yaprak Oziitine gére MMP-9
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ekspresyonunda DU145 hiicre hattinda 1,62 kat (p=0.04) ve PC-3 hiicre hattinda 1,84 kat
(p=0.004) anlaml1 azalisa neden olmustur (Sekil-28 ve Sekil-30).

Klorojenik asitin yaprak o6ziitlerinde miktar bakimindan fazla olmasinin, her iki hiicre
hattinda da 72 saatlik yaprak 6ziitii uygulamalar1 sonrasinda tespit etti§imiz MMP-2 ve
MMP-9 gen ekspresyonlarindaki anlamli azalma ile iligkilendirilebilecegini
diistinmekteyiz. Ayrica tiim Oziitler igerisinde ilgili genlerin ekspresyon diizeylerinde en
fazla azalmaya neden oldugu belirlenen J. excelsa yaprak oziitiinde klorojenik asitten daha
bol miktarda gallik asit tespit edilmis olmasi da prostat kanseri hiicre hatlarinda en giiglii
sitotoksik etkiye sahip olan bu 6ziitte iki molekiiliin sinerjistik etki gdsteriyor olabilecegini
akla getirmektedir. Nitekim Jin ve arkadaglari E. alatus bitkisi metanol oziitiinden izole
ettikleri fenolik bilesigin klorojenik asit oldugunu ve Hep3B karaciger kanseri hiicrelerinde
MMP-9 protein aktivitesi izerinde gii¢lii inhibisyona neden oldugunu bildirmislerdir (184).
Tseng ve arkadaslari igerisinde gallik asitin de bulundugu P. urinaria L. 6ziitiiniin A549 ve
LCC akciger kanseri hiicre hatlarinda invazyon yetenegini anlamli diizeyde azalttigini, RT-
PCR ile MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyonlarinda anlamli diizeyde (p<0.001) azalma
saptadiklarini ve bu 6ziitiin antimetastatik potansiyele sahip olabilecegini gostermislerdir
(185). Gallik asitin MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunda azalmaya yol agarak kanser
hiicrelerinde invazyon yetenegini azaltabilecegi Bcr/Abl eksprese eden insan 16semi
hiicrelerinde (186) ve SCC-4 insan oral kanser hiicrelerinde (187) de gosterilmistir.
Mevcut bulgular cinnamik asit, klorojenik asit ve ferulik asit igin A549 hiicre hattinda Tsali
ve arkadaslarinin ¢aligmalari ile de desteklenmistir (188). Yine 6ziitlerimizde saptadigimiz
ferulik asitin hiicre canliligi inhibisyonundaki apoptotik etkisi prostat kanseri hiicre
hatlarinda Eroglu ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen ¢alismada dogrulanmustir (189).
Ek olarak Li ve arkadaslar1 yeni bir ¢alismada kaempferol molekiiliiniin insan meme
kanseri hiicrelerinde MMP-9 ekspresyonunu ve protein diizeyinde MMP-9 aktivitesini
baskiladigini bildirmislerdir (190). Bu ¢alisma Lin ve arkadaslarinin kaempferoliin SCC-4
hiicre hattinda MMP-2 ekspresyonunu baskiladigi yoniindeki bulgularini desteklemistir
(191). Santoz ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen ¢ok yeni bir calismada ise
flavonoid grubundaki pek ¢ok molekiiliin ekstraselliiler matriks metalloproteinazlar
diizenleme yolu ile etki gosterdikleri gen ekspresyonu ve protein aktivitesi analizleri ile
gosterilmistir (192). Elde ettigimiz ekspresyon verileri, mevcut literatiir bulgular ile
uyumludur. Bu anlamda iki farkli KDPK hiicre hattinda sitotoksik etkisini belirledigimiz

Juniperus L. éziitlerinin igerdikleri fenolik bilesikler sayesinde invazyondaki dnemli rolleri
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oldugu bilinen MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyonlarini diizenleme yolu ile antitiiméral

etki gosteriyor olabilecegini diistinmekteyiz.

Mevcut tez ¢aligmasi ile Juniperus L. tiirlerinden elde edilen 6ziitlerin KDPK hiicre
hatlarinda sitotoksik etkileri literatiirde ilk kez degerlendirilmistir. Yapilan analizler ile
Oziitlerin segici olarak kanser hiicreleri ilizerinde sitotoksik etkisi bulundugu, DU145 ve
PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde saptanan sitotoksisitenin daha yiliksek oranda geg
apoptozu ve nekrozu uyararak etkili oldugu ve ilgili hiicre hatlarinda 6ziit muamelesi
sonrasinda MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyonlarinda azalma oldugu gosterilmistir.
Bulgularimiz dogrultusunda Juniperus L. oziitlerinin kanser tedavisinde kullanilabilecek
yeni terapotik molekiillerin kaynagi olarak bundan sonra bu alanda gerceklestirilecek
aragtirmalar i¢in 6nemli olabilecegini ve ileri ila¢ arastirmalarinda Juniperus L. tiirlerinde
bulunan kiigiik molekiillerin umut vaat eden bilesikler olarak kullanilabilecegini

diisiinmekteyiz.
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