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ÖZET  

       Günümüzde kastrasyon dirençli prostat kanseri (KDPK) mevcut taksan türevi ilaçlar 

ile etkin tedavi edilememektedir.  KDPK tedavisi için yeni yaklaşımların geliştirilmesi 

gerekmekte ve bu anlamda biyoaktif moleküllerin zengin kaynakları olarak bitkiler yoğun 

ilgi çekmektedir.  Son yıllarda sahip olduğu antitümöral özellikteki bileşikler nedeni ile 

Juniperus L. türlerinin kanser tedavisinde faydalanılabilecek bitkiler arasında yer 

alabileceği düşünülmektedir.   

       Gerçekleştirilen çalışmada Türkiye florasında yetişen iki farklı Juniperus L. türüne ait 

yaprak ve meyve sulu özütlerinin iki farklı KDPK hücre hattı ve bir normal hücre hattında 

sitotoksik etkileri değerlendirilmiştir.  Sitotoksisite analizine göre Juniperus L. özütlerinin 

KDPK hücreleri üzerindeki seçici sitotoksik etkisinin doz-zaman bağımlı arttığı 

bulunmuştur.  Hücre ölümünün morfolojik ve immünohistokimyasal analizlerine göre 48 

saatlik özüt uygulamasında erken apoptozda artış saptanırken, 72 saatlik özüt 

uygulamasında yüksek oranda geç apoptotik ve daha az oranda nekrotik hücre ölümü 

belirlenmiştir.  Türler arasında J. excelsa' nın, tür içinde ise yaprak özütlerinin daha etkili 

olduğu bulunmuştur.  HPLC-DAD analizi ile özütlerin farklı sayıda ve miktarda fenolik 

bileşik içerdiği saptanmış ve saptanan fenolik bileşiklerin yaprak özütlerinde daha çok 

olmak üzere klorojenik asit, ferulik asit, gallik asit, kaempferol-3-glikozit, rutin ve t-

cinnamik asit olduğu belirlenmiştir.  RT-qPCR analizine göre Juniperus L. özütlerinin 

KDPK hücre hatlarında MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyonlarında (sırasıyla p<0.01 ve 

p<0.05) anlamlı azalışa yol açtığı saptanmıştır.  

       Mevcut tez çalışması ile Juniperus L. özütlerinin KDPK hücre hatlarındaki 

antitümöral etkileri literatürde ilk kez araştırılmıştır.  Bulgularımız doğrultusunda 

Juniperus L. türlerinin, kanser tedavisinde yeni terapötik aday araştırmaları için önemli 

bitki türleri arasında yer alabileceğini ve ileri ilaç araştırmalarında Juniperus L. türlerinde 

bulunan küçük moleküllerin umut vaat eden bileşikler olabileceğini düşünmekteyiz. 

Anahtar kelimeler: Juniperus, prostat kanseri, KDPK, sitotoksik etki  
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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-qPCR 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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GİRİŞ 

       Prostat kanseri geliĢmiĢ ülkelerde erkeklerde en sık rastlanan epitel kökenli solid doku 

kanseridir.  Ülkemizde ise görülme sıklığı açısından akciğer kanserini takiben ikinci sırada 

yer almaktadır (1).  Prostat kanseri iliĢkili ölümlerin büyük oranda metastaz kaynaklı 

olduğu bilinmektedir (2).  Oldukça heterojen formlarda ortaya çıkabilen bu hastalığın 

klinik olarak anlamlı formu lokal ileri prostat kanseridir.  Metastatik potansiyel taşıyan 

lokal ileri prostat kanserinin tedavisinde cerrahi müdahalenin yanı sıra anti-androjenik 

ajanların kullanımı ile prostat kanseri progresyonunda yaşamsal etkisi olduğu bilinen 

androjen reseptör sinyalizasyonunu represe etmeyi hedefleyen kimyasal kastrasyon 

yaklaşımları (endokrin terapi) uygulanmaktadır (3).  Mevcut tedavinin başlangıçta oldukça 

etkin sonuçları olsa da hastaların %80-90'ında yaklaşık 18-24 ay sonra androjene duyarsız 

olarak ortaya çıkan ve kastrasyon dirençli prostat kanseri (KDPK) olarak tanımlanan 

agresif fenotiple karşılaşılmaktadır.  Etkin tedavisi şu an için mümkün olmayan KDPK'da 

anti-androjenik ilaçların yanında en etkili kemoterapötik ajanlarla ortalama yaĢam süresi 

birkaç ay ile sınırlıdır (4).  

       Pek çok kanser türünün günümüzdeki tedavisinde sıklıkla bitkisel metabolitler 

kullanılmaktadır. KDPK tedavisinde kullanılan mevcut kemoterapötik ajanlar da 

(dosetaksel ve kabazitaksel) bitkisel kökenli taksan türevleridir (5).  Son yıllarda kanser 

tedavisinde daha etkin yaklaĢımların oluĢturulmasına katkı sağlamayı hedefleyen pek çok 

çalıĢmada geniĢ spektrumlu farmakolojik özelliklere sahip bitkilerin ya da bitkisel kökenli 

metabolitlerin önemli terapötik adaylar olabileceği belirtilmektedir (6-10).  Ülkemiz, 

coğrafi ve iklimsel koĢullarının bir avantajı olarak oldukça zengin floraya sahip nadir 

ülkeler arasında yer almaktadır.  Kuzey yarım kürede 70, ülkemizde ise 7 tür ile temsil 

edilen ve fenolik bileĢikler, flavonoidler, esansiyel yağlar, lignanlar, terpenoidler yönünden 

zengin bitkiler olan Juniperus L. (ardıç) türlerinin farmakolojik özellikleri nedeniyle dünya 

çapında geleneksel tıpta kullanımları oldukça yaygındır (11).  Son yıllarda Juniperus L. 

türlerinin yaprak ve meyvelerinden farklı çözücüler ve farklı ekstraksiyon yöntemleri 

kullanılarak elde edilen özütlerin veya özütlerden izole edilen farklı tipteki etken 

maddelerin çeĢitli kanser türleri üzerinde sitotoksik etkilere sahip olduğuna yönelik 

bulgular artıĢ göstermiĢtir (12-15).  Mevcut bulgular sitotoksik etkisi araĢtırılan Juniperus 

L. türüne, kanser tipine, özüt ekstraksiyon koĢullarına ve özütün içeriğine bağlı değiĢim 

göstermektedir.  Literatürde Juniperus L. türlerinin kastrasyon dirençli prostat kanseri 
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üzerindeki olası sitotoksik etkilerinin değerlendirildiği herhangi bir çalıĢma 

bulunmamaktadır.  Ayrıca daha çok içerik karakterizasyonuna yönelik gerçekleĢtirilen 

mevcut çalıĢmaların pek çoğunda kanser hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi saptanan 

özütlerin normal hücreler üzerindeki etkileri değerlendirilmemiĢ, belirlenen sitotoksik 

etkinin hücre ölümü üzerindeki ileri analizleri gerçekleĢtirilmemiĢtir.  Ek olarak Juniperus 

L. türlerinin sahip olduğu antitümöral etkilerin olası moleküler mekanizmalarını araĢtıran 

çalıĢmalar ise oldukça az sayıdadır.    

       Bu doğrultuda mevcut tez çalıĢmasının hipotezini Türkiye florasında doğal olarak 

yetiĢen iki farklı Juniperus L. türüne ait yaprak ve meyve özütlerinin KDPK hücre hatları 

üzerindeki olası sitotoksik etkileri oluĢturmaktadır.  Tez çalıĢması kapsamında Uludağ'ın 

Kirazlıyayla ve Harmancık mevkiinden toplanan iki farklı Juniperus L. türüne ait yaprak 

ve meyvelerden sulu özütler hazırlanarak dört farklı özütün iki farklı KDPK ve bir normal 

hücre hattında sitotoksik etkileri araĢtırılmıĢ, saptanan sitotoksik etkinin hücre ölümü 

üzerindeki etkileri iki farklı yöntem kullanılarak tespit edilmiĢtir.  Özüt muameleleri 

sonrasında, kanser hücrelerinde invaziv süreçlerde görev aldığı bilinen matriks 

metalloproteinaz-2 (MMP-2) ve -9 (MMP-9) genlerinin ekspresyon düzeylerindeki 

değiĢimler RT-qPCR ile analiz edilmiĢtir.  Ayrıca tüm özütlerin HPLC-DAD analizi ile 33 

farklı fenolik bileĢik için içerik analizleri gerçekleĢtirilmiĢ olup, özütlerin tümünde farklı 

miktarlarda 6 farklı fenolik bileĢik belirlenmiĢtir.  Mevcut tez çalıĢması ile Juniperus L. 

türlerinin KDPK hücre hatları üzerindeki sitotoksik etkisi ilk kez araĢtırılmıĢtır.  Sulu 

ekstraksiyon yöntemi ile hazırlanan iki farklı Juniperus L. türüne ait yaprak ve meyve 

özütlerinin KDPK hücre hatları üzerindeki sitotoksik etkisinin literatürdeki benzer 

çalıĢmalara göre daha kapsamlı değerlendirildiği ilk çalıĢma olarak, bulgularımızın ilgili 

alanda gelecek çalıĢmalara ıĢık tutacağını düĢünmekteyiz.  Ayrıca sonuçlarımız 

doğrultusunda antitümöral özellikteki pek çok küçük molekülün kaynağı olarak Juniperus 

L. türlerinin kanser tedavisi için ileri ilaç araĢtırmalarında kullanılma potansiyeli yüksek 

bitki türleri olabileceği görüĢündeyiz. 
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GENEL BİLGİLER 

2.1. Prostat Bezinin Yapısı ve Fonksiyonu 

       Prostat, mesanenin hemen altında lokalize, yaklaĢık 15-20 gr ağırlığında fibromuskuler 

ve glandüler yapılı bir salgı bezidir.  Konik yapılı ve uzunluğu yaklaĢık 2.5 cm olan prostat 

bezi erkek üreme sisteminde üretrayı sararak mesane boynu ile devam eder (ġekil-1a).  

Erkeklerde prostat geliĢimi döllenmenin 8. haftasında baĢlar, fetal testislerden androjen 

hormonu üretimiyle birlikte 16. haftaya kadar sürer.  Epitelyal ve stromal hücrelerden 

oluĢan prostat dokusu prostatik üretra ile olan iliĢkisine göre glandüler ve nonglandüler 

olmak üzere iki ana bölgeye ayrılır (16).  Glandüler bölge santral zon, periferik zon ve 

preprostatik zondan oluĢur (ġekil-1b).  Periferik zon glandüler prostat dokusunun yaklaĢık 

%70'ini oluĢturup prostat karsinomlarının %70-75 oranında en sık köken aldığı bölgedir.  

Periferik zonu takiben karsinomların %15-20'si santral zondan ve %10-15'i preprostatik 

bölgede yer alan transizyonel zondan kaynaklanır (17).  

 

Şekil-1 (a)Erkek üreme sistemi ve prostat bezi anatomisi, (b)Prostatın glandüler zonu (18) 

       Prostat bezi fonksiyonu açısından fertilizasyon sürecinde büyük önem taĢımaktadır.  

Sperm hücrelerinin büyüme geliĢmesini destekleyen, canlılığını korumasını sağlayan ve 

hücreleri fertilizasyona hazır halde tutan ortalama 2-5 ml hacme sahip seminal plazmanın 

büyük kısmını seminal vezikül sekresyonu oluĢturmaktadır.  Prostat bezinden salgılanan 

prostat spesifik antijen (PSA) bir serin proteaz olup semenogelin adı verilen seminal 

proteinin proteolizi yolu ile seminal sıvının çözünmesini sağlar.  Prostattan sağlanan sitrik 

asit ise seminal sıvının ozmotik dengesini koruyucu görev üstlenir (19).   
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2.2. Prostat Kanseri, Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi 

       Prostat kanseri, prostat bezindeki genetik ve epigenetik değiĢimler sonucu hücre 

proliferasyonu ve hücre ölümü arasındaki dengenin bozulmasıyla organ hacminin 

büyümesi sonucu normal glandüler yapının preneoplastik lezyonlara dönüĢümüyle 

karakterize invaziv bir karsinom türüdür.  Özellikle geliĢmiĢ ülkelerde erkeklerde en sık 

rastlanan epitel kökenli solid doku kanseridir (20).  Uluslararası Kanser Ajansı'nın son 

istatistiklerine göre her yıl yaklaĢık 1.1 milyon yeni olguya prostat kanseri tanısı 

koyulmaktadır.  Dünya'da kansere bağlı ölüm nedenleri arasında ise beĢinci sıradadır (1).  

Dünya genelinde erkeklerde görülen tüm kanser türlerinin %11'inden ve kansere bağlı 

ölümlerin %9'undan sorumlu olan prostat kanserinin yaĢa göre standardize edilmiĢ insidans 

ve mortalite hızı ġekil-2'de gösterilmiĢtir.  Ülkemizde ise görülme sıklığı açısından akciğer 

kanserini takiben ikinci sırada yer almaktadır (7).  Türkiye’de prostat kanserinin yaĢa göre 

standardize edilmiĢ hızı ise 100.000 kiĢide 36.1 olarak açıklanmıĢtır (ġekil-3).   

 

Şekil-2 Dünya genelinde yaĢa göre standardize edilmiĢ prostat kanseri insidans ve 

mortalite hızı (100.000 kiĢide) (1) 
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Şekil-3 Türkiye'de erkeklerde en sık görülen 10 kanserin yaĢa göre standardize edilmiĢ hızı 

(100.000 kiĢide) (21) 

       Prostat kanserinin epidemiyolojisi ve etiyolojisinde yaĢ, ırk, çevresel etkiler (diyet), 

hormonal etkiler ve genetik etmenler gibi pek çok önemli faktörden söz edilebilir.  Prostat 

kanseri yaĢla birlikte insidansta en hızlı artıĢı gösteren kanser türüdür.  Yeni tanı konmuĢ 

hastaların %75'inden fazlası 65 yaĢ üstüdür (22).  Dünya'da prostat kanseri insidansı en 

yüksek olan ırk ise Amerikalı zenci ırktır (20).  Prostat kanserinin geliĢimi ve 

progresyonuna neden olan faktörler kesin olarak bilinmemesine rağmen literatürde diyet ile 

alınan likopen, vitamin D, vitamin E ve selenyumca zengin besinlerin prostat kanseri 

insidansını azalttığı belirtilmekteyken yüksek miktarda kalsiyum alımının ve et tüketiminin 

ise prostat kanseri açısından risk faktörü olabileceği bildirilmiĢtir (23). 

       Prostat kanserinin geliĢimi ve progresyonu normal prostat dokusunda olduğu gibi 

hormon bağımlıdır (24).  Androjen, testislerdeki Leydig hücreleri ve adrenal bezlerce 

üretilen erkek steroid hormonudur.  Kandaki testesteronun azalmasına paralel olarak 

hipotalamustan uyarı geldiğinde luteinize edici hormon salınımından sorumlu olan hormon 

(LHRH/GnRH) salgısı artar.  LHRH reseptörlerinin aktif hale geçmesi ile luteinize edici 

hormon (LH) salınımı uyarılır.  LH sirkülasyonu Leydig hücrelerinde steroidogenezi 

uyararak androjen üretimini baĢlatır.  Üretilen testosteron prostat içine girdiğinde 5- α- 

redüktaz tip 2 (SRD5A2) enzimi tarafından androjenin daha aktif formu olan 

dihidroksitestosterona  (DHT) dönüĢtürülür.  DHT, hücre içinde androjen reseptörüne (AR) 

bağlanır ve oluĢan bu kompleks nükleusa giriĢ yapar (ġekil-5).  DHT bağlı AR, 

ekspresyonu androjen tarafından düzenlenen genlerin promotör bölgelerindeki androjen 
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cevap elementleri (ARE) olarak isimlendirilen spesifik DNA dizilerine bağlanarak PSA'yı 

kodlayan KLK3 geninin de içinde yer aldığı hedef genlerin transkripsiyonunu uyarır (4). 

Prostatik bazal epitel hücrelerin salgı luminal epitel hücrelere dönüĢümünü gerektiren 

normal farklılaĢma sürecinde, stromal hücrelerin parakrin desteği aracılığıyla gerçekleĢen 

prostatik epitel hücrelerin proliferasyonunda ve yaĢamında AR sinyalizasyonu görev 

almaktadır.  

 

Şekil-5 Prostat hücrelerinde AR sinyalizasyon mekanizması (4) 

 

       Prostat kanseri insidansını etkileyen önemli bir faktör de genetik yatkınlıktır.  Tüm 

prostat kanserlerinin yaklaĢık %10 oranda nadir otozomal dominant prostat kanseri 

yatkınlık genlerinden kaynaklandığı hipotezi çeĢitli kanıtlar ile desteklenmiĢtir.  Birinci 

derece akrabalarında prostat kanseri hikayesi olan bireylerde 2-3 kat risk artıĢı (25), birinci 

derece akrabalarında iki ya da daha fazla kiĢide prostat kanseri hikayesi olan bireylerde 5-

11 kat risk artıĢı söz konusudur (26).  Bu rakamlar ailesinde prostat kanseri hikayesi 

olmayan erkeklere kıyasla 8 kat fazla risk teĢkil etmektedir.  Aile hikayesi olan erkeklerde 

hastalık çok daha erken yaĢlarda ortaya çıkmakla beraber bu süre yaklaĢık olarak sporadik 

olgulara göre 6-7 yıl öncedir (27).  Ailesel prostat kanser riski sebebiyle genetik danıĢma 

gerektiren erkek adaylar, üç ya da daha fazla birinci derece yakınının (baba, oğul, erkek 

kardeĢ) prostat kanseri olması, paternal ya da maternal kaynaklı üç nesilde ardıĢık Ģekilde 

hastalığın gözükmesi, en az iki akrabasının 55 yaĢından önce prostat kanseri tanısı almıĢ 
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olması veya maternal kaynağı da içeren en az üç akrabasında prostat kanseri hikayesi 

olması Ģeklinde sıralanan Hopkins Kriterleri’nden en az birini taĢımalıdır (28).  Ailesel 

prostat kanserini net Ģekilde saptamak ve yüksek prevelans nedeniyle hastalığın sporadik 

formundan ayırmak çok mümkün olmasa da farklı çalıĢmalar ile prostat kanserine 

yatkınlıktan sorumlu olarak tanımlanmıĢ pek çok gen bulunmaktadır (Tablo-1).  

 

Tablo-1 Prostat kanserine yatkınlıktan sorumlu olarak tanımlanmıĢ genler 

Gen Kromozomal Lokus Kaynak  
RNASEL (HPC1) 1q24-25 (29) 

ELAC2 (HPC2) 17p11 (30) 

HPCX Xq27-28 (31) 

HPC20 20q13 (32) 

MSR1 8p22-23 (33) 

HOXB13 17q21-22 (34) 

NBS1 8q21 (35) 

 

2.3. Prostat Kanserinde Klinik ve Histopatolojik Evreleme 

       Serum PSA düzeyi, klinikte prostat kanseri tanısında yaygın olarak kullanılan bir 

parametredir.  Prostatik semptomlara bağlı olarak üriner fonksiyon bozuklukları artmıĢ, 

anormal rektal tuĢe bulgulu ve serum PSA düzeyi >4 ng/ml olan erkek bireylerde prostat 

kanseri Ģüphesi nedeni ile biyopsi endikasyonu söz konusudur (36).  Prostat kanseri pozitif 

doku örneklerinin evrelemesindeki amaç ise prognozu tayin ederek hastalığın yayılımına 

göre uygun tedaviyi belirlemektir.  Prostat adenokarsinomlarının patolojik 

değerlendirilmesinde en yaygın kullanılan sistem prostat biyopsi örneklerinin ıĢık 

mikroskobu altında analiz edildiği Gleason evreleme sistemidir (37).  Bu sistemde sitolojik 

özelliklerden bağımsız olarak tümörün glandüler diferansiasyonu ve büyüme paterni 

stromal iliĢki açısından değerlendirilir.  Primer ve sekonder yapısal paternler belirlendikten 

sonra tümörün agresifliği 5 temel Gleason evre paternine göre tanımlanır; derece 1 iyi 

diferansiasyonu, derece 5 kötü diferansiasyonu gösterir (ġekil-6).  Primer ve sekonder 

yapısal paternler için ayrı ayrı derecelendirme yapıldıktan sonra elde edilen değerler 

toplanarak Gleason skoru elde edilir.  Gleason skoru 2-4 arası tümörler iyi diferansiye, 4-6 

tümörler orta diferansiye, 7 orta-kötü diferansiye ve 8-10 kötü diferansiye Ģeklinde 

gruplandırılır.  Gleason skoru yüksek olan tümörler, düĢük skorlu tümörlere göre agresif 

fenotipe sahiptir (38).  



8 
 

 

Şekil-6 Gleason evreleme sistemi (39) 

 

       Gleason evreleme sistemine ek olarak prostat adenokarsinomlarının evrelemesinde 

American Joint Comitte on Cancer (AJCC)'in 2002 yılında modifiye ettiği tümör (T), nod 

(N), uzak metastaz (M) evreleme sisteminden de yararlanılmaktadır.  Bu sistemde cerrahi 

öncesi klinik (k) (PSA düzeyi, rektal muayene, görüntüleme bulguları) ve cerrahi sonrası 

patolojik (p) (prostat dokusundaki histolojik bulgular) olmak üzere iki farklı evreleme 

yapılmaktadır (40).  Prostat kanseri tanısının TNM evrelemesine göre belirlenmesine 

rağmen olup tedavi aĢamasında PSA düzeyi, klinik T evresi ve patolojik bulgular önem 

taĢır.  TNM evreleme sistemi, tümör dokunun prostat içine ve etrafı saran diğer yapılar 

içerisine ne kadar yayıldığını tanımlar (ġekil-7).  Prostat kanseri için TNM evreleme sitemi 

aĢağıda özetlenmiĢtir; 

 

Primer tümör (T); 

p/k T1: Palpe edilemeyen ve rektal muayene ile saptanamayan tümör 

p/k T2: Prostat ile sınırlı tümör  

 p/k T2a: Tümör bir lobun %50'den azını kapsıyor 

 p/k T2b: Tümör bir lobun %50'den fazlasını kapsıyor. 

 p/k T2c: Tümör her iki lobu kapsıyor 

p/k T3: Prostatik kapsülden seminal vezikül içerisine yayılım gösteren tümör 

p/k T4: Lenf nodu ve organ (mesane boynu veya rektuma invaze) yayılımı gösteren tümör 

Lenf nodu yayılımı (N); 

N0: Lenf nodu metastazı negatif tümör  

N1: Tek, çapı < 2cm, bölgesel lenf nodu metastazlı tümör 

N2: Tek > 2cm ancak < 5cm, ya da multipl < 5 cm, lenf nodu metastazlı tümör 

N3: Bölgesel lenf nodlarına > 5 cm’lik metastazlı tümör 
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Uzak metastaz (M); 

M0: Uzak metastaz negatif tümör  

M1: Uzak metastaz pozitif tümör  

M1a: Bölgesel olmayan lenf nodu tutulumu gösteren tümör  

M1b: Kemik tutulumu pozitif tümör  

M1c: Kemik tutulumu ya da baĢka bölgelere metastazı pozitif gösteren tümör  

 
T, N, M kategorileri belirlendikten sonra evrelendirme yapılır; 

Evre I : (Şekil-7 a)         T1a N0 M0 G1  

Evre II: (Şekil-7 b,c)      T1a N0 M0 G2,3,4 

                                         T1b N0 M0 Herhangi bir GS 

                            T1c N0 M0 Herhangi bir GS 

                            T1 N0 M0 Herhangi bir GS 

                            T2 N0 M0  

Evre III: (Şekil-7 d)       T3 N0 M0 Herhangi bir GS 

Evre IV: (Şekil-7 e)        T4 N0 M0 Herhangi bir GS 

                            T1-T4 N1 M0 Herhangi bir GS 

                            T1-T4 N1-N3 M1 Herhangi bir GS 

 

Şekil-7 Prostat kanserinde TNM evrelemesinin Ģematize hali  

a: Evre I, b,c: Evre II, d: Evre III, e: Evre IV (41) 
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       Prostat kanseri hastaları PSA düzeyi, Gleason skoru, klinik T evresi ve TNM 

evrelemesine göre 3 farklı risk grubuna ayrılır (40) (Tablo-2). 

 

Tablo-2 Prostat kanseri risk grupları  

Risk Grubu  PSA (ng/ml) Gleason skoru Klinik evre (kT)  

Düşük <10 ≤ 6 T1-T2 

Orta  ≤10- ≤20 7 T2b 

Yüksek  >20 ≥8 T2c-T3 

 

    

       Klinik ve patolojik bulgular ile tanı koyulan prostat kanseri farklı prognostik özellikler 

gösteren formlarda ortaya çıkabilmekte ya da hastalık kötü prognoz ile seyreden daha 

agresif forma ilerleyebilmektedir.   Klinik açıdan birbirinden farklı olan bu formlarda 

tedavi seçenekleri de oldukça farklılık göstermektedir.   Bu kapsamda prostat kanserini 3 

ana formda incelemek gerekir.  

 

2.3.1. Prostat Kanserinin Farklı Prognostik Özelliklere Sahip Formları  

2.3.1.1. Lokalize Prostat Kanseri  

       Tümörün prostat bezine sınırlı olup prostat kapsülü içine yayılım göstermediği tipteki 

prostat kanseri ''lokalize prostat kanseri'' olarak isimlendirilir.  Lokalize prostat kanserini 

tanımlayan klinik evre T1-T2'dir.  Dolayısıyla lokalize prostat kanserli hastalar düĢük ya 

da orta risk grubuna dahildir.  Tümörün oldukça yavaĢ büyüme gösterdiği ve iyi prognoz 

gösteren bu formda lokalize prostat kanseri tanısı alan hastaların %50'sinde prostat kanseri 

progresyon riski yaklaĢık 15-20 yıl gibi bir süreyi kapsamaktadır (42).  Lokalize prostat 

kanseri için en uygun tedavi yaklaĢımı genellikle PSA düzeyi ve prostat morfolojisinin 

düzenli takibi olmasına rağmen prognostik biyobelirteçlerin eksikliği nedeniyle lokalize 

prostat kanserlerinde tedavi yönteminin seçimi klinik açıdan zorluklar oluĢturabilmektedir.  
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2.3.1.2. Lokal İleri (Metastatik) Prostat Kanseri 

       Tümörün prostat kapsülünü geçerek seminal veziküllere ve/veya lokal organlara 

(mesane, rektum ya da pelvis boĢluğu) yayılım gösterdiği ve klinik evre T3-T4 (T3 N0 MO 

ve T4 N0 M0) olan prostat kanseri ''lokal ileri prostat kanseri" olarak isimlendirilir.  Ek 

olarak lokal ileri prostat kanseri lokal organlar dıĢında uzak organ metastazı ile de 

karakterize olabilir.  Klinik evre T4 olan (T1-T4 N1 M0 ve T1-T4 N1-N3 M1) ileri evre 

prostat kanserlerinde uzak metastaz varlığı %90 oranda kemik, %40-50 oranda akciğer ve 

%25-30 oranda karaciğer olarak bildirilmiĢtir (2).  Günümüzde metastatik prostat 

kanserlerinde en uygun tedavi cerrahi ve kimyasal kastrasyon yaklaĢımlarını kapsayan 

endokrin (anti-androjenik) tedavidir.  

2.3.1.3. Kastrasyon Dirençli Prostat Kanseri  

       Lokal ileri prostat kanseri tanısı almıĢ hastaların %80-90'nında endokrin tedavi 

yöntemleri ilk 18-24 ay içerisinde istenilen biyokimyasal cevapları sağlasa da uzun sürede 

bu tedavi etkin sonuçlar vermemekte ve tedavinin son dönemi, tedaviye direnç gösteren 

kanser hücrelerinin seleksiyonu ile sonuçlanmaktadır (43).  Lokal ileri prostat kanserinin 

rekürrensi ile ortaya çıkan ve ''kastrasyon dirençli prostat kanseri (KDPK)'' olarak 

isimlendirilen bu form prostat kanserinin ölümcül formudur.  KDPK progresyonunun 

moleküler temelleri henüz bilinmese de hastalıkta özellikle AR sinyalizasyonunu kapsayan 

pek çok değiĢimin ve onkogenik aktiviteye katkı sağlayan diğer moleküler yolakların etkili 

olduğu düĢünülmektedir (44).  KDPK’li hastalarda anti-androjenik ilaçların yanında en 

etkili kemoterapötik ajanlarla ortalama yaĢam süresi 5-8 aydır (4). 

2.3.2. Prostat Kanserinde Mevcut Tedaviler  

2.3.2.1. Aktif İzlem  

       Tümörün küçük boyutta olduğu ve yavaĢ büyüme gösterdiği düĢük riskli (lokalize) 

prostat kanseri hastalarında en güvenli tedavi seçeneğidir (42).  Prostat kanserindeki 

ilerleme her 3-6 ayda bir PSA taraması ve 3-5 yılda bir prostat biyopsisi ile değerlendirilir.  

Aktif izlemdeki amaç düĢük risk grubuna dahil, yaĢam beklentisi yaĢa bağlı olarak 
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nispeten düĢük prostat kanseri hastalarında tümör progresyonu artana kadar (PSA≥10ng/ml 

ve GS>7) agresif tedaviden kaçınmaktır.  

2.3.2.2. Radikal Prostatektomi  

       DüĢük ve orta risk grubuna dahil, yaĢam beklentisi 10 yıldan fazla olan lokalize 

prostat kanseri hastalarında yaygın olarak kullanılan bu küratif tedavi yönteminde cerrahi 

müdahale ile prostat bezinin tüm bölümleri ve seminal veziküller çıkarılır (45).  Radikal 

prostatektomi sonrasında kanda PSA saptanmaması beklenir.  Kan PSA düzeyinde 0.5 

ng/ml'nin üzerindeki artıĢ prostat kanseri rekürrensine iĢaret 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 düĢünülebilir.  XRT'de 

hedeflenmiĢ radyasyon küratif dozda çevre dokulara zarar vermeden direkt olarak prostat 

içerisine verilir.  Brakiterapide ise iki seçenek mevcuttur; brakiterapi düĢük doz hızında 

radyoaktif çekirdekçikler transrektal ultrason eĢliğinde prostatik doku içerisine kalıcı 

olarak implant edilirken genellikle XRT ile kombin Ģekilde uygulanan brakiterapi yüksek 

doz hızında ise implantasyon geçicidir (40).  

2.3.2.4. Endokrin Terapi  

       1941 yılında Huggins ve Hodges prostat kanseri progresyonunun testosteron aktivitesi 

ile güçlü iliĢkisi olduğunu açıklamıĢlardır (46).  Bu iliĢkiyi baz alarak testosteron 

aktivasyon mekanizmasını elimine etmeyi hedefleyen endokrin tedavi, günümüzde lokal 

ileri ve metastatik prostat kanseri hastalarında ya da primer tedavi (prostatektomi ve/veya 

radyasyon terapi) sonrasında rekürrens gösteren prostat kanseri hastalarında yaygın olarak 

kullanılmaktadır (3).  Endokrin terapide farklı tedavi seçenekleri bulunmaktadır; ilk 

seçenekte gonadotropin salıcı hormon (GnRH/LHRH) agonistlerinin kullanımı ile GnRH 

reseptör fonksiyonunu inhibe edilerek luteinize edici hormon (LH) düzeyindeki düĢüĢ 

sonrasında testislerde testosteron üretimi baskılanır.  Ġkinci seçenekte anti-androjenik 

ajanların kullanımı ile AR sinyalizasyonu represe edilerek testosteronun ve DHT'nin AR'ye 

bağlanması engellenir.  Böylelikle hücre içerisinde transkripsiyonu AR tarafından 

yönlendirilen büyüme-farklılaĢma iliĢkili hedef genlerin transkripsiyonu baskılanır.  
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Endokrin terapide son seçenek GnRH agonistleri ve anti-androjenik ajanların kombin 

kullanımı ile sağlanan maksimum androjen blokajıdır.  Bu kombin tedavide testosteron 

üretimi ve AR sinyalizasyonu aynı anda baskılanmaktadır.  BaĢlangıçta yüksek düzeyde 

etki görülse de geliĢen direnç nedeniyle metastatik prostat kanserinde endokrin tedavi 

küratif bir tedavi seçeneği değildir (47). 

2.3.2.5. Kemoterapi 

       Metastatik prostat kanseri hastalarında endokrin tedavi sonrasında ortaya çıkan agresif 

fenotipe sahip KDPK tümör büyümesini yavaĢlatmak amacıyla anti-androjenik tedaviye ek 

olarak ya da tek baĢına kemoterapiden faydalanılmaktadır.  Prostat kanserinde 

kullanılmakta olan pek çok kemoterapi ajanı olmasına rağmen dosetaksel (Taxotere) en sık 

kullanılanıdır.  Dosetaksel dirençli olgularda kullanımı uygun bulunarak 2010 yılında FDA 

onayı alan kabazitaksel (Jevtana) ise, KDPK için ikinci jenerasyon kemoterapi ajanı olarak 

piyasaya sürülmüĢtür ancak günümüzde KDPK'nın mevcut terapötik ajanlar ile etkin 

tedavisinin mümkün değildir (48). 

       Prostat kanserinin klinik açıdan farklılık gösteren formları ve uygun tedavi seçenekleri 

ġekil-8'de Ģematize edilmiĢtir.  

 

Şekil-8 Prostat kanserinin farklı klinik formları ve tedavi yaklaĢımları (49) 
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2.4. Prostat Kanseri Patogenezinde Rol Alan Genetik ve Epigenetik Mekanizmalar 

       Prostat kanserleri yaklaĢık %10-20 oranda ailesel olmakla birlikte %80-90 oranda 

sporadik olarak ortaya çıkmaktadır (24).  Hastalığın sporadik formunda farklı genetik ve 

epigenetik mekanizmaların etkisi söz konusudur. Bu mekanizmalar; 

- Prostat kanseri için risk faktörü oluĢturan gen polimorfizmleri 

- Prostat kanserinde somatik genetik ve epigenetik değiĢimler 

- Prostat kanseri progresyonundan ve kastrasyon direncinden sorumlu tutulan moleküler 

mekanizmalar olmak üzere üç grupta incelenmelidir.  

2.4.1. Prostat Kanseri İçin Risk Faktörü Oluşturan Gen Polimorfizmleri  

       Prostat geliĢiminde önemli görevlere sahip hormonlar olan androjenler (testosteron ve 

DHT) prostat kanseri geliĢimi için de kritik öneme sahiptir.  DHT düzeyinde anormal artıĢa 

neden olarak AR sinyalizasyonunu sürekli uyaran ve hücreye yaĢamsal avantaj sağlayan 

faktörler prostat kanseri için risk teĢkil etmektedir (50).  Bu nedenle bu kapsamda 

değerlendirilen genlerin tümü androjen hormonlarının metabolik döngüsünden sorumlu 

enzimleri kodlayan genlerdir (ġekil-9).  

 

Şekil-9 Androjen metabolizmasının biyokimyası 
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Sitokrom p450C17α (CYP17) geni 

Sitokrom p450 süperailesine üye 10q24.3 lokalizasyonlu CYP17 gen ailesi tarafından 

kodlanan 17α-hidroksilaz ve 17,20 liyaz enzimleri, pregnenolonu sırasıyla 17α-OH 

pregnenolone ve dehidroepiandrosterona dönüĢtürür (ġekil-9).  CYP17 mutasyonları hem 

sporadik ve hem de ailesel prostat kanseri olgularında saptanmıĢtır (24).  

Tip 2, 3 β-Hidroksisteroid Dehidrogenaz (HSD3B2) geni 

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

alan HSD3B2 enzimi prostat kanseri riskini belirleyebilecek aday genler arasındadır (51). 

5α-Redüktaz Tip II (SRD5A2) geni 

2p22-23 lokalizasyonlu SRD5A2 enzimi geri dönüĢümsüz olarak testosteronun DHT'ye 

dönüĢümünü katalizler.  SRD5A2 genindeki polimorfizmler farklı etkinliklerde aktivitelere 

sahip enzimlerin ekspresyonuna neden olur.  Prostat kanserinde SRD5A2 enzim 

aktivitesinin artması sonucu hem prostat dokusunda hem de kanda DHT düzeyi yükselir ve 

buna paralel olarak hastalarda PSA düzeyi artar (52).  

Sitokrom p450 3A4 (CYP3A4) geni  

Sitokrom p450 süperailesine üye 7q21.3- 22.1 lokalizasyonlu CYP3A4 geni tarafından 

kodlanan bu enzim, testosteronun oksidasyonunu katalizleyerek hormonun fonksiyonunu 

kaybetmesine neden olur.  Ġleri yaĢlarda ortaya çıkan sporadik prostat kanseri olgularında 

testosteron oksidasyon oranında azalmaya neden olan CYP3A4*1B genotip varlığı anlamlı 

düzeyde yüksek bulunmuĢtur (51).  

2.4.2. Prostat Kanserinde Somatik Genetik ve Epigenetik Değişimler 

       Büyük oranda sporadik olarak ortaya çıkan prostat kanseri bazı tümör süpresör 

genlerde ve onkogenlerde pek çok genetik ve epigenetik değiĢimin sonucu oluĢan ve 

ilerleyen heterojen bir hastalıktır.  
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2.4.2.1. Tümör Süpresör Genler  

       Hücre döngüsü düzenleyicileri, apoptozu uyarıcı ya da DNA tamir mekanizmalarından 

sorumlu proteinleri kodlayan, normal fonksiyonları ile tümör oluĢumunu baskılayan tümör 

süpresör genlerde genin her iki allelinde mutasyon, delesyon ya da promotör 

hipermetilasyonu mekanizmalarından herhangi biri ya da ikisi meydana geldiğinde 

proteinin normal fonksiyonunu kaybetmektedir (53).  AĢağıda sıralanan bazı tümör 

süpresör genlerin prostat kanseri patogenezinde rol oynadığı tanımlanmıĢtır; 

p53 geni: 17p13.1 lokalizasyonlu, hücre siklusunun G1-S kontrol noktasında görevli 

olmakla birlikte apoptoz düzenleyicisi olarak görev yapan ve "genom koruyucusu" olarak 

isimlendirilen p53 geninde primer prostat kanserinde %10-20 oranında, lokal ileri prostat 

kanserlerinde ise %42 oranında mutasyon bildirilmiĢ ve mutasyon varlığı kemik metastazı 

ve kastrasyon direnci ile iliĢkili bulunmuĢtur (54).  

  

Glutatyon S- transferaz 1 (GSTP1) geni: 11q13 lokalizasyonlu, genomun oksidatif 

hasara karĢı korunmasında görevli GSTP1 geninin prostat kanserinde yaygın Ģekilde 

promotör hipermetilasyonu yolu ile inaktivasyonu söz konudur.  Erken evrede ortaya çıkan 

bu değiĢim prostat kanseri için diagnostik bir biyobeliteç olma potansiyeli taĢımaktadır 

(55).  

Fosfataz ve Tensin Homoloğu (PTEN) geni: 10q23.31’te lokalizasyonlu fosfolipid 

fosfataz kodlayan bu gen hücre proliferasyon sürecinin temel yolaklarından olan PI3K-Akt 

yolağını inhibe ederek tümörogenezisi inhibe etmektedir.  Prostat kanserlerinde sıklıkla 

PTEN delesyonlarına rastlanmaktadır.  Ayrıca lokalize prostat kanserlerinin %5-27'sinde, 

metastatik prostat kanserlerinin %30-60'ında PTEN mutasyonu görülmektedir (56).  

Prostat spesifik homeobox (NKX3.1) geni: 8p21’te lokalizasyonlu bu gen prostat bezinin 

geliĢiminde negatif regülatör olarak görevlidir.  Erken evre prostat kanserlerinin %6’sında, 

KDPK'ların %34’ünde, ileri evre prostat kanserlerinin %78’inde NKX3.1 delesyonu 

görülmektedir (57).  

Siklin Bağımlı Kinaz İnhibitörü 1B (CDKN1B/p27) geni: 12p13’te lokalize siklin 

bağımlı kinaz inhibitörüdür.  Lokalize prostat kanserlerinin %23’ünde, lokal ileri prostat 

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

       Transkripsiyon faktörleri, sinyal ileticiler, apoptoz regülatörleri ya da büyüme 

faktörleri ve reseptörleri gibi büyüme ve geliĢme iliĢkili esansiyel proteinleri kodlayan 

proto-onkogenler gen amplifikasyonu, kromozomal yeniden düzenlenme ya da fonksiyon 

kazanımına neden olan nokta mutasyonları gibi genetik değiĢimler sonrasında onkogen 

aktivitesi kazanmaktadır.  Meydana gelen değiĢim sonucu hücrede büyüme ve geliĢme ile 

ilgili normal fonksiyonlar bozulmakta, hücre ölümünden kaçıĢ sonucu malignant 

transformasyon gerçekleĢmektedir (59).  Onkogen aktivasyonu için ilgili değiĢimin genin 

tek allelinde gerçekleĢmesi yeterlidir.  AĢağıda sıralanan bazı onkogenlerin prostat kanseri 

patogenezinde rol oynadığı tanımlanmıĢtır; 

Hücresel myelositomatozis viral onkogeni (c-myc): 8q24.12 lokalizasyonlu bir 

transkripsiyon faktörü olan bu genin ürünü hücre proliferasyonu ve transformasyonu için 

gereklidir.  Lokalize prostat kanserlerinde %8 oranında metastatik prostat kanserlerinde 

%30 oranında amplifikasyonu bildirilmiĢtir. Ayrıca c-myc aĢırı ekspresyonu yüksek 

Gleason skoru kötü prognoz ile iliĢkili bulunmuĢtur (60).  

B-hücre lenfoma 2 (Bcl-2) geni: 18q21.3 lokalizasyonlu anti-apoptotik protein 

kodlamaktadır.  Normal prostat dokusunda eksprese olmayan Bcl-2 proteinin lokal ileri 

prostat kanserlerinde aĢırı ekspresyonu söz konusudur (61).  

Prostat kök hücre antijen (PSCA) geni: Prostat dokusunda artmıĢ ekspresyonu yüksek 

Gleason skoru, yüksek hastalık evresi ve kastrasyon direncinden sorumlu tutulmuĢtur (62).  

TMPRSS2-ETS füzyonları: AR hedef genlerinden biri olan prostat hücre yüzey spesifik 

serin proteaz 2 (TMPRSS2) geni ile ETS transkripsiyon faktör ailesi üyelerinden ERG veya 

ETV1 füzyonu (21q) oluĢması sonucunda ortaya çıkan kimerik protein, prostat kanserinde 

onkogenik aktiviteden sorumlu tutulan spesifik bir yeniden düzenlenme olarak 

tanımlanmıĢtır (63).  TMPRSS2’nin ERG ile yaptığı füzyon en sık füzyon tipi olup ikinci 

sık füzyon tipi ise ETV1 ile oluĢan füzyondur.  Prostat kanserli olguların %40-70’i iki 

değiĢimden biri için füzyon pozitiftir (64).  Hastaların doku veya rektal muayene sonrası 

idrar örneklerinde füzyon transkriptin ekspresyon düzeyinin saptanmasının, prostat kanser 

tanı özgüllüğünü oldukça arttırdığı ve prostat kanseri için diagnostik bir biyobelirteç 

olabileceği gösterilmiĢtir (65).  Literatürde yüksek tümör evresi ve yüksek Gleason 
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skoruyla (>7) seyreden ileri evre prostat kanserine bağlı ölümler ile TMPRSS2- ETS 

füzyonu arasında anlamlılık bildiren çalıĢmalar da mevcuttur (66, 67).   

A metil koenzim-A rasemaz (AMACR) geni: 5p13 lokalizasyonlu AMACR geni yağ asidi 

oksidasyonunda görevli bir protein kodlamaktadır.  Prostat kanserli olgularda %88 

oranında ekspresyon artıĢı olduğundan diagnostik bir biyobelirteç adayı olarak dikkat 

çekmektedir (68).  

Androjen reseptör (AR) geni: Xq11-12 lokalizasyonlu, nükleer reseptör süperailesine üye 

bir steroid tiroid hormon reseptör genidir.  Ligand (androjen ya da androjen türevi 

moleküller) ile indüklenen bir transkripsiyon faktörü olan androjen reseptörünü 

kodlamaktadır.  AR, prostatik dokularda normal geliĢim için gerekli transkripsiyon faktörü 

görevi ile PSA (KLK3) geni ve TMPRSS2-ERG füzyonunun da yer aldığı hedef genlerin 

ekspresyonunu düzenlemektedir (4).  Erken evre prostat kanserlerinde fonksiyon kazanımı 

ile sonuçlanan AR somatik mutasyonlarının sıklığı %4 gibi düĢük bir oran iken ileri evre 

rekürrens gösteren tümörlerde ve KDPK’de AR mutasyon oranı %20-25’e ulaĢmaktadır 

(69).  Ek olarak AR amplifikasyonları da KDPK progresyonundan sorumlu tutulmaktadır.  

2.4.3. Prostat Kanseri Progresyonundan ve Kastrasyon Direncinden Sorumlu 

Tutulan Moleküler Değişimler  

       Lokal ileri prostat kanserinin cerrahi ya da kimyasal olarak endokrin tedavisi 

sonrasında tedaviye direnç geliĢtiren prostat kanseri formu olarak ortaya çıkan KDPK'nın 

moleküler temelleri ve KDPK progresyonunu önceden tahmin edilmesini sağlayacak 

moleküler biyobelirteçler henüz bilinmese de hastalığın bu formunda özellikle AR 

sinyalizasyonunu kapsayan pek çok değiĢimin ve onkogenik aktiviteye katkı sağlayan 

diğer yolakların etkili olduğu düĢünülmektedir (4).  Prostat kanserinin en agresif formu 

olan KDPK'da prostat kanser hücreleri ana yaĢam faktörü olan androjenden bağımsız 

olarak çoğalabilir hale gelseler bile hücre yaĢamı hala AR sinyal sistemine bağlıdır.  AR 

amplifikasyonu ile fazla miktarda üretilen reseptör, kanser hücrelerini minimal androjen 

konsantrasyonlarına duyarlı hale getirir.  AR değiĢimlerini ilgilendiren bir diğer 

mekanizma ise fonksiyon kazanımı mutasyonlarıdır.  Ligand bağlanma domainini 

kodlayan bölgede meydana gelen mutasyonlar, reseptörün ligand spesifitesini düĢürerek 

reseptörü diğer steroid hormonlar ile de aktif hale getirir (70).  KDPK’da PTEN 

inaktivasyonunun ve AR transkripsiyonel aktivitesinin artmasına sebep olarak dolaylı 
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yoldan AR sinyalizasyonu etkileyen aktif sinyal yolaklarının (AR bağımsız değiĢimler) 

(PI3K-Akt-mTOR ve MAPK) etkisi de söz konusudur.  Ek olarak IL-6, EGF, TGF-beta, 

VEGF, IGF, ve EGFR gibi büyüme faktörleri ve büyüme faktörü reseptör genlerinin 

ekspresyonlarındaki artıĢ da metastatik prostat kanseri ve KDPK progresyonu ile 

iliĢkilendirilmiĢtir (4).  KDPK progresyonundan sorumlu tutulan moleküler değiĢimler 

ġekil-10'da özetlenmiĢtir. 

 

Şekil-10 Kastrasyon direncinden sorumlu tutulan moleküler değiĢimler (4) 

 

2.5. Hücre Ölümü ve Kanser İlişkisi  

       Çok hücreli organizmalarda doku homeostazisinin sağlıklı Ģekilde sürdürülmesi için 

dokuyu oluĢturan hücrelerde yaĢam ve ölüm arasındaki dengenin korunması 

gerekmektedir.  GeliĢim ve farklılaĢma sürecinde çevresel ya da fizyolojik etmenler nedeni 

ile fonksiyonunu yerine getiremeyecek düzeyde hasar gören hücrelerin yaĢamları, normal 

koĢullarda hücre içi ölüm yolaklarının kontrollü aktivasyonu ile sona ermektedir.  Ancak 

hücre proliferasyonunda sürekli artıĢ ile karakterize kanser hastalığında hücre ölüm 

yolaklarının kontrollü aktivasyonu kaybolmakta ve hücre ölümünden kaçıĢ 

gerçekleĢmektedir (71).  Günümüzde hücrenin morfolojik görüntüsüne, ölüm yolaklarında 

rol oynayan enzimlere ve immünolojik karakterlere bağlı olarak çeĢitli hücre ölüm tipleri 

(ġekil-11) tanımlanmasına rağmen kanser terapisinde hedeflenen ölüm tipi programlı hücre 

ölümüdür.  Mevcut kemoterapötik yaklaĢımların tümünde kanser hücresinde iĢlevi bozulan 
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programlı hücre ölümünün DNA'ya hasar verme yolu ile yeniden uyarılması 

hedeflenmektedir.  Çünkü kanser hücrelerinde hücre ölümünden kaçıĢ, esas olarak 

programlı hücre ölümünü yönlendiren yolaklardaki bozulmalar sonucu gerçekleĢmektedir 

(72).  Programlı hücre ölümünü yönlendiren moleküler sinyal yolaklarının aydınlatılması 

kanser tedavisinde hedefe yönelik yeni ilaçların geliĢtirilmesine de katkı sağlayacaktır.   

 

Şekil-11 Hücre ölümü tipleri (73) 

 

2.5.1. Kanser Terapisinde Hedef Olarak Programlı Hücre Ölüm Tipleri  

       Günümüzde aydınlatılabilen mekanizmalar doğrultusunda programlı hücre ölüm 

tipleri, birbirinden tamamen farklı iĢlediği kanıtlanan ve morfolojik farklılıklar sebebiyle 

kolaylıkla ayırt edilebilen apoptoz, otofaji ve nekroptoz Ģeklinde major olarak üçe 

ayrılmaktadır (74).  Kontrollü sinyal sistemleri ile iĢlemeleri nedeni ile programlı hücre 

ölümü olduğu düĢünülen anoikis, piroptozis, mitotik katastrof ve entosisin üç major 

programlı hücre ölüm tipi ile ortak noktaları olduğu bilinmekle birlikte moleküler temelleri 

henüz tam olarak aydınlatılamamıĢtır. 

       Hücre morfolojisindeki değiĢimler ile aktifleĢme mekanizması ve regülasyonu en iyi 

tanımlanmıĢ olan ölüm tipi, programlı hücre ölümü tip 1 olarak bilinen apoptozdur.  Ġlk kez 

Kerr ve arkadaĢları tarafından tanımlanan apoptotik ölümde hücrede spesifik morfolojik ve 

biyokimyasal değiĢimler gerçekleĢmektedir (75).  Apoptotik bir hücrede gerçekleĢen 
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baĢlıca morfolojik değiĢimler hücre büzülmesi, nüklear kondensasyon ve fragmentasyon, 

hücre zarının kabarması, hücrede ekstrasellüler matriks adhezyonunun azalmadır.  

Biyokimyasal değiĢimler ise DNA'nın internükleozomal fragmentler Ģeklinde 

parçalanması, hücre membranının iç yüzünde bulunan fosfatidilserinin dıĢ yüze 

translokasyonu ve hücre içi substratların spesifik proteolizis süreçleri ile yıkılmasıdır     

(76-77).  GerçekleĢen bu değiĢimler ile apoptotik bir hücre morfolojisi nekrotik hücre 

morfolojisinden kolaylıkla ayrılır. 

      Apoptotik ölüm iç apoptoz ve dıĢ apoptoz yolağı olarak bilinen iki ana yolaktan birinin 

aktivasyonu ile gerçekleĢir (78).  Her iki yolakta ortak olarak hücre içi bileĢenlerin 

parçalanmasını sağlayan kaspaz adı verilen proteolitik enzimler görev alır.  Kaspazlar 

fonksiyonelliklerine göre baĢlatıcı kaspazlar (kaspaz 8, 9 ve 10) ve baĢlatıcı kaspazlar 

tarafından kesim ile aktive olan efektör kaspazlar (kaspaz 3, 6 ve 7) olmak üzere iki sınıfa 

ayrılmaktadır (79).  

       Büyüme faktörü veya hormon eksikliği, tamir edilemeyecek düzeyde DNA hasarı, 

oksidatif stres ya da onkogen aktivasyonu gibi genellikle hücre içi sinyaller tarafından 

yönlendirilen iç apoptoz yolağının aktifleĢmesi mitokondriyal bileĢenlerin kontrolü altında 

sağlanır. Hücre içi sinyaller ile mitokondriyal membran geçirgenliğinin değiĢmesi 

(MOMP) sonucu mitokondri dıĢ membranından pro-apoptotik moleküllerin salınımı 

uyarılmaktadır.  Salınımı gerçekleĢtirilen moleküller apoptozun erken ve geç evrelerine 

göre iki grupta toplanır.  Ġlk grupta yer alan ve erken evrede salınan Smac/DIABLO ve 

sitokrom-c kaspaz-bağımlı yolağı aktive eden moleküller olarak görev yapar; sitokrom-c 

salınımının uyarılması sonucu, sitozolde Apaf-1 ve pro- kaspaz 9 tarafından "apoptozom" 

molekülü oluĢturulurken pro- kaspaz 9, kaspaz 9 Ģeklinde aktifleĢir.  Aktif hale geçen 

kaspaz 9'un kaspaz 3'ü uyarması ile apoptoz gerçekleĢir (80).  Smac/DIABLO molekülü ise 

bu süreçte apoptozu inhibe eden proteinlere (IAP) bağlanarak devaktivasyondan sorumlu 

görev üstlenmektedir.  Apoptozun geç evresinde salınımı yapılan moleküller ise apoptoz 

uyarıcı faktör (AIF) ve endonükleaz G (Endo G)'dir.  Geç evrede nükleusa translokasyonu 

gerçekleĢen AIF, DNA fragmentasyonunu baĢlatmakla görevlidir (81).  Mitokondri 

bağımlı apoptozun regülasyonu ise sitozolde lokalize Smac/DIABLO tarafından kontrol 

edilen IAP'lara ek olarak dıĢ mitokondriyal membranda lokalize Bcl-2 ailesi proteinleri 

tarafından sağlanır.  Bcl-2 ailesi proteinler Bcl-2 homoloji (BH) domain yapılarına göre 

anti-apoptotik ve pro-apoptotik üyelerden oluĢur. Anti-apoptotik Bcl-2 ailesine üye 

proteinler BH-1,4 domain yapısına sahip Bcl-2, Bcl-XL ve Mcl-1 ile BH-3 domain yapısına 
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sahip Bim, Bad, Bmf, Noxa ve Puma'dır. BH-1,3 domain yapısındaki Bax ve Bak ise pro-

apoptotik fonksiyona sahiptir. Bax proteininin, iç yolağın aktivasyonunda Bad ve Bid ile 

dimer yapısı oluĢturarak MOMP'u uyardığı ve sitokrom-c salınımından sorumlu baĢlatıcı 

protein olduğu bilinmektedir (82).  

       Hücre dıĢı sinyaller ile yönlendirilen dıĢ apoptoz yolağı ise spesifik ligandların ölüm 

reseptörleri (DR) olarak bilinen transmembran proteinlere bağlanması ile uyarılır.  Hücre 

yüzeyinde tümör nekroz faktör (TNF) reseptör ailesine üye TNFR, Fas (CD95) ve TNF 

iliĢkili apoptoz tetikleyici ligand reseptörü (TRAIL) olmak üzere tanımlanmıĢ üç farklı 

ölüm reseptörü bulunmaktadır (83).  Ġlgili ligandların (FasL ve TNF gibi) reseptörler ile 

birlikteliği sağlandıktan sonra ölüm domaini içeren protein ve pro-kaspaz 8'den oluĢan 

ölüm uyarıcı sinyal kompleksi (DISC) oluĢmakta ve eĢ zamanlı olarak pro-kaspaz 8, 

kaspaz 8 Ģeklinde aktive olmaktadır (84).  AktifleĢen kaspaz 8'in kaspaz 3'ü aktif hale 

getirmesi ile apoptoz gerçekleĢmektedir (ġekil -12).  

 

Şekil-12 Apoptozun iç ve dıĢ sinyal yolakları (85) 

       Programlı hücre ölümü tip 2 olarak bilinen otofaji, sitoplazmik makromoleküllerin ve 

organellerin etrafını saran çift membranla çevrili "otofagozom" yapılarının oluĢması ile 

baĢlayan, hücrelerin geri dönüĢüme gönderildiği evrimsel olarak korunmuĢ katabolik bir 

süreçtir.  Bu süreçte büyüme faktörü yokluğunda oluĢan hücresel stres ve açlık durumunda 

minimal hücre fonksiyonu için gerekli enerjinin sağlanabilmesi için hücre içi 
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makromoleküller yıkılmaktadır (86).  Bu anlamda otofaji, hücre yaĢamının devam etmesi 

yönünde gerçekleĢen kritik pro-survival öneme sahiptir.  YaĢamsal fonksiyona sahip bir 

hücre ölüm tipi olmasından dolayı otofajinin kanser tedavisinde hedeflenen programlı 

hücre ölüm tipi olarak değerlendirilmesi tartıĢmalıdır (87).  

       Programlı hücre ölümü 3 olarak nitelendirilen ve programlanabilen nekroz tipi olarak 

literatüre son yıllarda geçen nekroptozda ise sırasıyla hücrenin ĢiĢmesi, organellerde 

parçalanma, hücre membran bütünlüğünün bozulması ve hücrenin lizisi sonrası 

inflamasyon söz konusudur.  Nekroz, kontrolsüz bir süreç olarak rastlantısal hücre ölümü 

olarak bilinmekteyken nekrotik ölümün anahtar aracı moleküllerinin keĢfi ile nekrozun 

programlanabilir bir hücre ölümü olduğu kanıtlanmıĢtır (88).  Nekroptoz adı verilen bu 

süreçte reseptör ile etkileĢen protein (RIP) kinazlar, poli (ADP-riboz) polimeraz-1 

(PARP1), NADPH oksidazlar ve kalpainler görev almaktadır (89).  Ġnflamasyonun tümör 

büyümesi üzerindeki etkileri bilinmiyor olmasına rağmen son yıllarda nekrotik hücre 

ölümünün kanser terapisinde hedeflenebilir bir hücre ölüm tipi olabileceği 

düĢünülmektedir (90).  

2.6. Kanser Hücrelerinde İnvaziv Süreçler  

       Tümörün oluĢumu, progresyonu ve invazyonu farklı hücre tiplerinin yer aldığı tümör 

mikroçevresi içerisinde kompleks etkileĢimlerin bir sonucu olması dolayısıyla çok 

basamaklı bir süreci gerektirir.  Bu süreç içerisinde birbiri ardına gerçekleĢen pek çok 

moleküler olayın genellikle sırası aynı olmakla birlikte Ģu Ģekildedir (91); 

- Primer tümör bölgesinden lokal migrasyon 

- Kan dolaĢımı içine giriĢ (intravazasyon) 

- DolaĢım sirkülasyonu içinde yaĢam 

- Kan dolaĢımından çıkıĢ (ekstravazasyon) ve hedef dokuya geçiĢ  

- Yeni bölgede kolonizasyon 

2.6.1. Prostat Kanserinde İnvaziv Süreçler ve Moleküler Mekanizmaları  

       Prostat kanserine bağlı ölümler, büyük oranda kastrasyona dirençli kanser hücrelerinin 

primer organdan yeni bir bölgeye yayılımı olarak tanımlanan uzak metastaz kaynaklıdır 

(92).  Sekonder bölgede geliĢen tümörün lokalizasyonu ise rastgele olmamaktadır.  Prostat 
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kanserinde uzak metastaz çok büyük bir oranda kemikte gerçekleĢmekte ve kanser 

hücreleri metastaz bölgelerinde osteoblastik lezyonlar oluĢturarak kemiğin büyümesine 

neden olmaktadır (93).   

       Prostat kanserinde metastazın ilk basamağını primer bölgede proliferasyon, hücrelerin 

ilgili bölgeden ayrılması ve malignant hücrelerin migrasyon sonucu kan damarlarına ya da 

lenf dokuya giriĢi oluĢturmaktadır.  Normal prostat dokusunda epitel hücrelerin migrasyon 

yeteneği birbirlerine ve ekstrasellüler matriks (ECM) bileĢenlerine sıkı adherens 

göstermeleri nedeniyle oldukça sınırlıdır.  Malignant dönüĢüm sırasında epitel hücrelerin 

adhezyon özelliklerinde azalma meydana gelmekte ve hücrelerin migrasyon özelliklerinde 

artıĢ olmaktadır (94).  Lokal adhezyon ve migrasyonun yanı sıra prostat kanseri hücreleri 

invaziv süreçlerin baĢında ECM yıkımını uyararak çevre doku içine yayılımla birlikte 

dolaĢıma geçmektedir.  Prostat dokusundan ayrılarak kan dolaĢımına katılan prostat 

kanseri hücreleri yaĢamsal (pro-survival) genlerin ekspresyon düzeylerindeki artıĢ ve 

apoptozu uyaran genlerin ekspresyonundaki düĢüĢ ile yeni mikroçevreye hızlıca adapte 

olmaktadır (95).  Yüksek evreli metastatik prostat kanseri hastalarında kanda sirküle tümör 

hücreleri ile yapılan mikroçip tabanlı bir çalıĢmada invazyon süreci ile iliĢkili GSK3β, 

WNT5A, EGFR, MMP9, IGF1R, FOXA2, TCF3, SPP1, FOLH1, PIM2 ve ACP5 genlerinin 

ekspresyonunda değiĢim saptanmıĢtır (96).  Tümör hücrelerinin kan dolaĢımından çıkıĢı 

(ekstravazasyon), kemik mikroçevresi içindeki adaptasyon ve sekonder tümör oluĢumunun 

moleküler mekanizmaları henüz anlaĢılamasa da bu sürecin çevre dokuda adhezyon 

sonrasında proteaz yıkımını gerektiren bir süreç olduğu bilinmektedir.  Prostat kanseri 

hücreleri ve kemik hücrelerinin aynı ortamda kültürünün sağlandığı bir çalıĢmada 

ekstrasellüler matriks proteinlerinin, matriks proteazların, koloni uyarıcı faktörlerin 

ekspresyon düzeylerinde değiĢim saptanmıĢtır (97).  Prostat kanserinde invaziv süreçlerin 

üç basamağından sorumlu olarak tanımlanmıĢ genler ve sorumlu oldukları aĢamalar ġekil-

13'de özetlenmiĢtir.  
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Şekil-13 Prostat kanserinde invaziv süreçler ve sorumlu tutulan genler (95) 

2.6.1.1. Matriks Metalloproteainaz (MMP) Ailesinin Prostat Kanserinde İnvaziv 

Süreçlerdeki Etkileri  

       Tümör hücresinin yayılımını kolaylaĢtıran invaziv süreçler ECM temel bileĢenlerinin 

proteolitik sistemler tarafından hidroliz edilmesini gerektirir.  Bugüne kadar pek çok 

proteaz kanserde invaziv süreçler ile iliĢkilendirilmiĢ olmasına rağmen matriks 

metalloproteinaz (MMP) ailesi olarak isimlendirilen ve 24 enzimden oluĢan spesifik enzim 

grubu antitümöral etkilerin değerlendirildiği pek çok çalıĢma için odak noktası 

oluĢturmaktadır (98).  MMP enzim ailesi ECM yapısal proteinlerini hidroliz etme 

yeteneğinde metal iyonlarına bağlı katalitik aktivite gösteren bir enzim grubudur (99).  

Tipik bir MMP bir sinyal peptid domain, bir pro-peptid domain ve bir katalitik domainden 

oluĢan çoklu domain yapısına sahiptir (ġekil-14).  Yapısal olarak MMP'ler arketipaller (tip 

1 kollajenazlar), matrilsinler (membran tip MMP'ler), gelatinazlar ve furin ile aktive olan 

MMP'ler olmak üzere dört gruba ayrılmaktadır (100).  Her bir grubun ana yapısal 

domainler dıĢında birbirinden farklı özellikleri bulunmaktadır; arketipal MMP'ler 

kollajenazlar, stromelinler ve diğer arketipal MMP'ler olmak üzere alt gruplara ayrılırken 

matrilsinler hemopeksin domaininden yoksun olan MMP grubunu oluĢturur.  Gelatinazlar 
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katalitik domainlerinde fibronektin tekrarlarına sahiptir.  Furin ile aktive olan MMP'ler ise 

her biri furin tanıma motifi içeren salgı MMP'lerin yanı sıra membrana bağlanabilme 

özellikleri olan Tip 1 transmembran ve Tip II transmembran MMP'ler olmak üzere üç alt 

grupta toplanır.  Membrana bağlanma tipine bağlı olarak bazı transmembran tip 

MMP'lerde glikofosfatidilinositol (GPI) çapaları mevcuttur (ġekil-14).  

 

Şekil-14 Memelilerde MMP ailesinin domain yapısına göre sınıflandırılması (100) 

 

2.6.1.2. Matriks Metalloproteinaz Enzimlerinin Regülasyonu 

       Hücre içinde MMP aktivitesi transkripsiyon düzeyinde (mRNA) ve aktivatörler 

/inhibitörler aracılığıyla protein düzeyinde sıkı Ģekilde düzenlenmektedir.  Ekspresyonun 

mRNA düzeyinde kontrolünün yanı sıra metalloproteinazların doku inhibitörleri (TIMP) 

olarak isimlendirilen bir ekstrasellüler protein ailesi MMP aktivitesinin protein düzeyinde 

negatif regülasyonunu sağlamaktadır.  TIMP protein ailesinin TIMP-1, -2, -3 ve -4 olmak 

üzere dört üyesi tanımlanmıĢtır.  MMP'lerin önemli regülatörleri olarak bilinen TIMP'ler 
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hücre-hücre ve hücre-matriks adhezyon molekülleri ile ECM yoğunluğunun 

belirlenmesinde rol oynamaktadır (101, 102).   

2.6.1.3. Prostat Kanserinde Matriks Metalloproteinazların Fonksiyonu ve 

Regülasyonu 

       Prostat kanserinde MMP ve TIMP ekspresyon düzeylerindeki dengesizlik sonucu 

MMP upregülasyonu ve TIMP downregülasyonu söz konudur.  ArtmıĢ MMP ekspresyonu 

ve aktivitesinin prostat kanseri progresyonuna metastazı kolaylaĢtırmak ile katkı 

sağlamanın yanında hücre proliferasyonunda artıĢ, apoptozdan kaçıĢ, anjiyogenezi teĢvik 

etmek gibi pek çok süreçte etkin olduğu bildirilmiĢtir (ġekil-15).  Genel olarak prostat 

kanserinin ileri evrelerinde MMP'lerin daha aktif oldukları (103) ve Gleason skoru yüksek 

prostat kanserlerinde çoğu MMP'nin yüksek ekspresyon gösterdiği bildirilmiĢtir (104).  

Prostat kanseri hastalarının doku örnekleri ile yapılan çalıĢmalarda özellikle MMP-2, -3, -

7, -9, -13, -14, -15 ve -26 ekspresyonlarındaki artıĢ ile ileri ve/veya metastatik hastalık 

arasında (100), MMP-1 ekspresyonu ile de invazyon insidansının daha az olduğu düĢük 

evreli prostat kanseri arasında korelasyon saptanmıĢtır (105).  Prostat kanserinde MMP 

ekspresyonlarını değerlendiren çalıĢmalardan bazıları ve sonuçları Tablo-3'de 

listelenmiĢtir.  Prostat kanserinin progresyonundaki rolleri açısından MMP ailesi içinde en 

çok üzerinde durulan ve rolleri daha iyi aydınlatılmıĢ olan grup ise MMP-2, -7, -9 ve MT1-

MMP'dir (100).   
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Tablo-3 Prostat kanserlerinde MMP ekspresyonlarının değerlendirildiği bazı çalıĢmalar ve 

sonuçları  

MMP Yöntem Sonuç Referans 

MMP-2 ve TIMP-1 Northern Blot Yüksek evre prostat kanseri 

örneklerinde MMP-2/TIMP-1 

anlamlı oran artıĢı 

(106) 

MMP-2 IHC Malignant prostat kanseri 

dokularında Gleason skoruna bağlı 

olmaksızın ekspresyon artıĢı 

(107) 

MMP-2 ELISA Kemik metastazı gösteren prostat 

kanseri örneklerinde serumda artıĢ 

(108) 

MMP-9 Zimografi Bening prostat hiperplazi doku 

örneklerine göre malignant 

prostatik dokularda aktivite artıĢı 

(109) 

MMP-2,-9,-13 ELISA Uzak metastazı pozitif olan prostat 

kanserli olguların plazma 

örneklerinde artıĢ 

(103) 

MMP-9 qRT-PCR Ekspresyon düzeyindeki artıĢ 

biyokimyasal rekürrens ile iliĢkili 

(110) 

MMP-2,-9 IHC Dokudaki artıĢ konvensiyonel 

prognostik faktörler ile iliĢkili 

(111) 

MMP-2 IHC Malignant epitel hücrelerde 

saptanan ekspresyon artıĢı kısa 

yaĢam süresi ile iliĢkili 

(112) 

IHC: Immünohistokimya, ISH: in situ hibridizasyon 

 

 

 

Şekil-15 Prostat kanseri progresyonunun farklı aĢamalarında görev alan 

matriks metalloproteinazlar (100) 
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2.6.1.3.1. Matriks Metalloproteinaz- 2 (MMP-2)  

       Matriks metalloproteinazların gelatinaz alt ailesine üye MMP-2 (Gelatinaz A) 

fibronektin-benzeri gelatin bağlama domaini ile ECM bileĢeni olan gelatinin yıkımını 

sağlama yeteneğinde proteolitik bir enzimdir (113).  Ekstrasellüler matriks üzerindeki 

proteolitik aktivitesinin yanı sıra enzimatik kesim ile MMP-9 aktivasyonundan sorumludur 

(114) (ġekil-16). Prostat kanserinde MMP-2 ekspresyonunda artıĢ olduğu ve özellikle 

yüksek patolojik TNM evresine ve yüksek Gleason skoruna sahip tümörlerde MMP-2 

ekspresyonunun daha da arttığı pek çok çalıĢma ile doğrulanmıĢtır (104, 115, 116).  

Murray ve arkadaĢları tarafından gerçekleĢtirilen daha yeni bir çalıĢmada ise MMP-2 

ekspresyonunun prostat kanserinin agresif progresyonu ve metastaz ile iliĢkili olduğu 

bulunmuĢtur (117).  

 

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

2.6.1.3.2. Matriks Metalloproteinaz- 9 (MMP-9)  

       Matriks metalloproteinazların gelatinaz alt ailesine üye MMP-9 (Gelatinaz B) inaktif 

formda sentez edildikten sonra MMP-2 tarafından aktif hale getirilir (ġekil-16).  Tümör 

hücrelerinden köken alan MMP-9'un MMP-2 fonksiyonuna benzer olarak kanser 

metastazında görev aldığı bilinmektedir (118).  Trudel ve arkadaĢları tarafından 

gerçekleĢtirilen bir çalıĢmada prostat kanseri dokusunda %94.1 oranda intrasellüler MMP-

9 ekspresyonunun varlığı yüksek Gleason skoru ile iliĢkilendirilmiĢ ancak prognostik bir 

sonuca ulaĢılamamıĢtır (119).  BaĢka bir çalıĢmada ise radikal prostatektomi sonrası analiz 
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edilen invaziv fenotipte olmayan 22 lokalize primer prostat kanserli dokuda ise 

gelatinolitik ekspresyon düzeyinin düĢük bulunması gelatinolitik aktivitenin agresif 

fenotipe bağlı arttığı sonucunu doğrulamaktadır (120).  DeğiĢen MMP-9 ekspresyon 

düzeyinin prostat kanserinde invazyon ve metastatik özellikler ile olan iliĢkisi in vitro 

çalıĢmalarda yaygın kullanılan prostat kanseri hücre hatlarında da doğrulanmıĢtır.  LNCaP, 

DU145 ve PC-3 hücreleri invazyon aktiviteleri ile korele olarak sırasıyla düĢük, orta ve 

yüksek MMP-9 eksprese ettikleri bildirilmiĢtir (121).  Ġnvaziv özellikleri oldukça yüksek 

olan DU145 ve PC-3 prostat kanseri hücre hatlarında MMP-9 ekspresyonunun siRNA- 

aracılı susturulması sonucu anjiyogenezin azalarak apoptozun uyarıldığı bildirilmiĢtir (122, 

123).  Ġnvaziv özelliği bulunmayan LNCaP hücreleri ile yapılan bir çalıĢmada ise MMP-9 

transfeksiyonu sonrası invaziv özelliklerde artıĢ olduğu bulunmuĢtur (124).   

2.7. Kanser Tedavisinde Bitkilerin Yeri ve Önemi 

       Günümüzde çeĢitli kanser türlerinin tedavisinde kullanılan kemoterapötik ajanların 

çoğu bitkisel kökenlidir.  Prostat kanserinin agresif formu olan KDPK kemoterapisinde de 

kullanılan mevcut ilaçlar (dosetaksel ve kabazitaksel), kanser hücrelerinde hücre 

bölünmesi sırasında iğ ipliklerinin oluĢumunu engelleyen mitoz bloke edici ajanlar olarak 

etki gösteren taksan türevleri olup Taxus cinsi bitkilerden elde edilen diterpenlerdir (5).  Ek 

olarak irinotekan, etoposit, paklitaksel, vinkristin ve vinblastin gibi diğer kanser türlerinin 

kemoterapisinde yaygın kullanılan ilaçlar da bitkisel kökenli ajanlardır (125).  Kanser 

tedavisi için yeni terapötik yaklaĢımların oluĢturulmasında bitkisel metabolitler hala yoğun 

ilgi çekmektedir.   

2.7.1. Juniperus L. (Ardıç) Bitkisi  

       Ülkemizin de içinde bulunduğu kuzey yarım kürede 70 tür ile temsil edilen Juniperus 

L. (Cupressaceae) özellikle Himalayalar, Tayvan, Tropikal Afrika ve Batı Hint Adaları gibi 

güneyin dağlık alanları içerisine kadar uzanan bir yayılım göstermektedir (126).  

Türkiye'de ise yerel bölgelerde genellikle "Ardıç" ismi ile bilinen Juniperus L. 7 tür ile 

temsil edilmektedir (127).  Juniperus cinsi Juniperus ve Sabina Spach. olmak üzere 2 alt 

Ģubeye ayrılmaktadır.  Juniperus Ģubesindeki türler asikular (iğnemsi), oldukça sert ve 

tabanda eklemli yaprakları ile tespit edilmektedir.  Sabina Spach. Ģubesine üye türler ise 

pul benzeri yapraklara sahip olmakla birlikte asikular yapılı yapraklara sahip bazı türlerde 

tabanda eklem yapısı gözlenmemektedir.  Juniperus Ģubesi içinde J. drupacea Lab., J. 
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communis L., ve J. oxycedrus L. olmak üzere 3 tür yer alırken Sabina Spach. Ģubesinde ise 

J. phoenicia L., J. foetidissima Willd., J. sabina L., ve J. excelsa M.Bieb. isimleri ile 4 tür 

bulunmaktadır (128, 129).  

 

2.7.1.1. Türkiye'de Doğal Olarak Yetişen Juniperus L. Türleri 

       Türkiye’de doğal olarak yetiĢen Juniperus cinsi üyeleri 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 üzere 10 takson altında 7 tür ile temsil edilmektedir (130). 

 

2.7.2. Juniperus L. Türlerinin Farmakolojik Özellikleri 

       Esansiyel yağlar, tanenler, fenolik bileĢikler, flavonoidler, lignanlar ve terpenoidler 

yönünden zengin bitkiler olan Juniperus L. türlerinin çeĢitli farmakolojik özellikleri 

nedeniyle dünya çapında geleneksel tıpta kullanımları oldukça yaygındır.  Ülkemiz de 

dahil olmak üzere dünyanın pek çok ülkesinde Juniperus L. türlerinin deri iltihaplarına, baĢ 

ağrılarına, sindirim yolu hastalıklarına, bronĢit, astım, böbrek ve idrar yolu 

rahatsızlıklarına, romatizmaya, solunum yolu rahatsızlıklarına, sinüzite, karaciğer 

rahatsızlıklarına ve metabolizma bozukluklarına iyi geldiği bilinmekte ve geleneksel tıpta 

Juniperus L. türlerinden sıklıkla faydalanılmaktadır (11, 131).  Yapraklarından ve 

meyvelerinden elde edilen özütler ve esansiyel yağlar soğuk algınlığı, üriner enfeksiyonlar 

ve dermatolojik hastalıklar gibi pek çok hastalığın tedavisinde kullanılmaktadır (132).  

Bugüne kadar Juniperus L. türlerinin sahip olduğu çeĢitli biyolojik aktiviteler; 

antiinflamatuvar (133, 134), diüretik, 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) çeĢitli çalıĢmalar ile doğrulanmıĢtır.  Ek 

olarak sedef hastalığının (151) ve nörastenik nöroz (152) tedavisinde kullanımları sonucu 

potansiyel etkileri doğrulanmıĢtır.  Tavares ve arkadaĢları tarafından yapılan baĢka bir 

çalıĢmada farklı Juniperus L. türlerine (J. navicularis, J. oxycedrus, J. phoenicea ve J. 

turbinata) ait fenolik bileĢiklerce zengin fraksiyonların nöro-koruyucu etkileri olduğu 

bildirilmiĢtir (15).  Ayrıca ardıç yağı ve seyreltilmiĢ ardıç tohumu çayının vücutta birikmiĢ 
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olan laktik asidi azalttığı, çocuklardaki böbrek iltihaplanmasına ve kronik mesane 

hastalıklarına iyi geldiği tespit edilmiĢtir.  Kan dolaĢımını arttırdığından düzenli alınan 

ardıç tohumu çayı vücuttaki ağrı semptomlarını da azaltmaktadır.  ÇeĢitli ve Ģiddetli sinir 

sistemi bozukluklarında özellikle ilaçların etkisiz kaldığı durumlarda baĢ ağrısı, ense ağrısı, 

genel kırgınlık, mide krampı rahatsızlıklarında ardıç tohumu çayının abortif etkisi olduğu 

bilinmektedir.  Özellikle migren vb. baĢ ağrılarında ardıç tohumu çayının sürekli kullanımı 

iyileĢme sağlamaktadır (153, 154).  Wegener ve Schmidt, J. communis meyvelerinin 

ürolojik ve hazımsızlık (sindirim güçlüğü) rahatsızlığı olan hastalarda uzun süre kullanımı 

sonucu meyvelerin diüretik özelliği sayesinde potansiyel etkilere sahip olduğunu ve bu 

amaçla kullanılan Roleca R adlı ardıç kapsülünün ise böbreklere zararı bulunmadığını 

bildirmiĢlerdir (155).  Bunun yanı sıra J. excelsa Bieb. tüberküloz ve sarılık hastalıklarında, 

aynı türün meyvelerinden hazırlanan dekoksiyon soğuk algınlığı ve bronĢit tedavisinde 

kullanım alanı bulmuĢtur (156).  Finike ardıcının yapraklarından hazırlanan dekoksiyon ise 

antidiyabetik ve laksatif özelliklere sahiptir (157, 158).  J. communis yaprakları Türkiye'de 

herbal mağazalarda satılmasının yanı sıra yerli ihracat kaynağı olarak da kullanılmaktadır 

(159).  J. oxycedrus yaprak ve meyvelerinin kaynatılması ile elde edilen özütten ülkemizde 

hemoroit ve böbrek taĢı tedavisinde yine diüretik olarak faydalanılmaktadır (160).  

 

2.7.2.1. Juniperus L. Türlerinin Antitümöral Özellikleri 

       Kanser hücreleri üzerinde sitotoksik etkilere sahip medikal bitkiler arasında Juiperus 

L. türleri antitümöral özellikteki çeĢitli bileĢiklerin zengin bir kaynağı olarak ilgi 

çekmektedir.  Bugüne kadar Juniperus L. türlerinin yaprak ve meyvelerinden farklı 

çözücüler ve yöntemler kullanılarak elde edilen özütlerin veya özütlerden elde edilen farklı 

tipte etken maddelerin pek çok farklı kanser hücresi üzerinde sitotoksik etkisi olduğu 

bildirilmiĢtir.  Literatürde Juniperus L. türlerinin antitümöral özelliklerine yönelik 

günümüze kadar yapılan çalıĢmalar sitotoksik etkisi değerlendirilen Juniperus L. türü, ilgili 

türe ait özütün hazırlandığı çözücü,  varsa belirlenebilen özüt  içeriği,  kullanılan kanser 

hücre hattı ve bulguları yönünden Tablo-4'de listelenmiĢtir.
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Tablo-4 Juniperus L. türlerinin antitümöral özelliklerine yönelik yapılan çalıĢmalar

Juniperus L. türü Özütün 

hazırlandığı 

çözücü 

İçeriği Kullanılan 

kanser hücre 

hattı 

Bulgular Kaynak 

J. taxifolia yaprağı Kloroform Diterpenler HL-60  Özütten izole edilen 7-α-hidroksisandarakopimarik asit 2.5 µg/ml konsantrasyonda 

24 saatte apoptozu uyarmıĢtır. 

(161) 

J. drupacea meyvesi Metanol Fenolik ve 

Flavonoid 

bileĢikler 

HepG2  Özütün IC50 değeri 24 saat için 10 µg/ml olarak belirlenmiĢtir. (162) 

J. communis meyvesi Su - MCF-7/AZ  96 saat özüt muamelesi boyunca 50 µg/ml'nin üzerindeki her dozda hücre 

canlılığında anlamlı inhibisyon belirlenmiĢtir. 

(163) 

J. brevifolia yaprağı Hekzan, aseton 

ve etanol 

Yeni spiro 

bileĢikler 

HeLa, A549, 

MCF-7  

Özütten izole edilen 18- hidroksidehidroabietan molekülü 48 saatte HeLa 

hücrelerinde daha düĢük dozda olmakla birlikte ortalama 25 µM konsantrasyonda 

anlamlı inhibisyona yol açmıĢtır. 

(164) 

J. oxycedrus meyvesi Metanol Fenolik 

bileĢikler 

HepG2  24 saat periyodunda 5 ve 10 µg/ml konsantrasyonlarda anlamlı inhibisyon 

saptanamamıĢ ve bu sonuç düĢük fenolik içerik ile iliĢkilendirilmiĢtir.  

(14) 

J. navicularis, J. oxycedrus, 

J. phoenicea, J. turbinata 

türlerine ait yapraklar 

Su ve etanol  Fenolik 

bileĢikler 

SK-N-MC  Özütlerden elde edilen fenolik fraksiyonlar 24 saat periyodunda 100µg/ml’den 

düĢük dozda anlamlı inhibisyona yol açmıĢtır. 

(15) 

J. foetidissima ve J. sabina        

dal ve meyveleri 

Etanol - HeLa, KB, 

MDA-MB-468  

Kanser hücre hattına bağlı olarak 5 - 20 µg/ml değiĢen dozlarda anlamlı inhibisyon 

saptanmıĢtır. 

(165) 

J. excelsa yaprak ve meyveleri Etanol - HeLa, KB, 

MDA-MB-468  

Sitotoksik etki belirlenen hücre hatlarında IC50 dozunun 20 μg/ml'den yüksek 

olduğu belirlenmiĢtir. 

(166) 

J. excelsa yaprakları Etanol  - HepG2 Özütün 48 saatte IC50 dozu 0.54 mg/ml olarak saptanmıĢtır. (167) 

J. communis  Metanol, 

hekzan, 

diklorometan 

Lignan MB231 Özüt 1, 3 ve 5. gün periyotlarında 10 µg/ml konsantrasyonda anlamlı inhibisyona 

yol açmıĢtır. Özütün farklı fraksiyonlarından elde edilen deoksipodofilotoksin 

molekülünün ise 24 saatte apoptozu uyardığı saptanmıĢtır.  

(168)  

J. rigida Kloroform, 

metanol, 

hekzan, 

diklorometan 

Lignan  A549, SK-OV, 

SK-MEL-2, 

HCT-15 

Ġlgili hücre hatlarında özütten elde edilen 4 farklı lignan bileĢiğinin farklı 

konsantrasyonlarda IC50 dozları saptanmıĢtır.  

(169) 

J. sabina  Etanol, hekzan, 

kloroform, 

butanol 

Yeni 

diterpen 

bileĢik  

HL-60, HepG2, 

MCF7, 

HTC116, A549 

Elde edilen sabiperon türevi bileĢikler, 48 saatte ilgili hücre hatlarında farklı IC50 

konsantrasyonlarda anlamlı inhibisyona yol açmıĢtır.  

(170) 

J. foetidissima yaprak ve dalları  Aseton  Terpenoid EJ-138,  

CAOV-4 

Özütten izole edilen üç farklı terpenoid bileĢiğin ilgili hücre hatlarında orta 

düzeyde sitotoksik etkisi belirlenmiĢtir.  

(171) 
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       Farklı Juniperus L. türlerinden hazırlanan özütlerin sitotoksik etkilerinin 

değerlendirildiği çalıĢmalar incelendiğinde sitotoksik olarak belirlenen etkin dozun ve 

sürenin, bitkinin türüne, özütün hazırlandığı çözücünün tipine, kullanılan kanser hücre 

hattına ve özütün farklı çözücüler ile fraksiyonlarından elde edilen içeriğine bağlı olarak 

değiĢtiği görülmektedir.  Hücre canlılığına toksik etkisi bulunmayan su ve/veya diğer 

çözücülere nispeten daha az toksik etkilere sahip olan alkol (etanol, metanol) türevleri 

kullanılarak hazırlanan özütlerde direkt olarak özütün sitotoksik etkisi değerlendirilmiĢ ve 

olası sitotoksik etki özüt içeriğindeki fenolik bileĢiklerin miktarı, sayısı ve konsantrasyonu 

ile iliĢkilendirilmiĢtir.  Özüt hazırlama sürecinde hücre canlılığı üzerinde ileri derecede 

toksik etkileri olduğu bilinen çözücülerin (kloroform, hekzan, diklorometan, aseton, 

butanol gibi) kullanıldığı çalıĢmalarda ise genellikle özütün direkt sitotoksik etkisi yerine 

fraksiyonlama sonucu özütten saf olarak elde edilen bileĢiklerin ya da farklı 

fraksiyonlamaların kombinasyonu sonucu elde edildiği bildirilen yeni moleküllerin 

sitotoksik etkileri değerlendirilmiĢtir.   

       Farklı Juniperus L. özütlerinin lösemi, meme kanseri, kolon kanseri, akciğer kanseri, 

servikal kanser, sarkoma, nöroblastoma, melanoma, over kanseri, karaciğer kanseri gibi 

kanser hücre hatları üzerindeki sitotoksik etkileri araĢtırılmasına rağmen literatürde 

Juniperus L. türlerinden elde edilen özütlerin prostat kanseri hücre hatları üzerindeki 

sitotoksik etkisini değerlendiren herhangi bir çalıĢma mevcut değildir.  Kanser 

terapisindeki ana hedefin seçici olarak kanser hücrelerini hedefleyen ve normal hücrelere 

en az hasar veren yaklaĢımları kapsaması gerekirken yine mevcut çalıĢmaların pek 

çoğunda kanser hücreleri üzerinde sitotoksik etkiye neden olduğu belirlenen Juniperus L. 

özüt konsantrasyonlarının normal hücreler üzerindeki olası etkileri değerlendirilmemiĢ ve 

hücre ölümü üzerindeki ileri analizleri yapılmamıĢtır.  Ek olarak sitotoksik etkisi belirlenen 

Juniperus L. özütlerinin moleküler düzeyde antitümöral etkilerinin değerlendirildiği 

çalıĢma sayısı ise oldukça azdır.  Tüm bilgiler ve veriler doğrultusunda mevcut tez 

çalıĢması kapsamında, 

- Türkiye florasında doğal olarak yetiĢen iki farklı Juniperus L. (Juniperus communis L. 

var. saxatilis Pall. ve Juniperus excelsa M. Bieb. subsp. excelsa) türünün yaprak ve 

meyvelerine ait sulu özütlerin hazırlanması ve endokrin terapi direnci yüksek iki farklı 

prostat kanseri hücre hattı (DU145 ve PC-3) ve bir normal hücre hattı (HUVEC, insan 

umbilikal ven endotel hücreleri) üzerinde doza ve zamana bağlı in vitro sitotoksik etkisinin 

belirlenmesi 
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- Ġlgili hücre hatlarında in vitro sitotoksik etkisi belirlenen özütlerin tetiklediği hücre ölüm 

tipinin saptanması  

- Prostat kanseri hücre hatlarında MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyon düzeylerindeki 

değiĢimlerin saptanması yolu ile özütlerin antitümöral etkilerinin değerlendirilmesi  

- Hazırlanan dört farklı sulu özütün fenolik bileĢikler yönünden analizi 

- Saptanacak olası sitotoksik ve antitümöral etkinin özütlerde tayin edilecek fenolik 

bileĢikler ile iliĢkilendirilmesi hedeflenmiĢtir.  
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GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Kullanılan Cihazlar  

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

-    -86°C derin dondurucu (Nüve DF 490, Türkiye) 

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

-    +4°C buzdolabı (Alaska, Türkiye) 

-    Laminer kabin  

-    Santrifüj (Nüve NF 800, Türkiye) 

-    CO2 inkübatör (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) 

-    Soğutmalı Santrifüj (Beckman Coulter, ABD) 

-    Thermal Cycler (Biorad, ABD) 

-    Yatay Jel Elektroforezi (Biorad, ABD) 

-    Vorteks (Velp Scientifica, Ġtalya) 

-    ELISA okuyucu (Tecan, Ġsviçre) 

-   Agilent 1200 HPLC (Agilent, ABD) 

-   Floresan Mikroskop (Eclipse i80, Nikon, ABD) 
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3.1.2. Kullanılan Kimyasallar  

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

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

pyruvate besiyeri, 500ml (Lonza) 

-    Fetal Bovine Serum, 500ml (Hyclone) 

-    Penisilin- Streptomisin, 10.000U/ml (Thermo Fisher) 

-    Sodyum pirüvat solüsyonu, 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) 

-    Taqman Gene Expression Master Mix  (Life Technologies) 

-    Taqman Gene Expression Assay (Life Technologies) 

-    Etanol %99.9 HPLC saflıkta (Merck) 

-    Asetik asit %99.9 HPLC saflıkta (Merck) 

-    Paraformaldehit (Sigma) 

-    DMSO (Sigma) 

-    Tripan mavi (Biochrom) 

-    Hoechst 33258 (Sigma) 

-    Propidyum iyodid (PI) boyama solüsyonu (BD Biosciences) 
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3.1.3. Kullanılan Hücre Hatları  

3.1.3.1. Prostat Kanseri Model Hücre Hatları  

       Mevcut tez çalıĢmasında prostat kanserinin iki in vitro modeli olarak yaygın Ģekilde 

kullanılan DU145 ve PC-3 hücre hatları ile çalıĢılmıĢtır.  Ġlgili hücre hatları endokrin 

terapiye dirençli (kastrasyon dirençli) özellikte olup, her ikisinde birden metastatik özellik 

bulunmaktadır.  Ayrıca mevcut hücre hatlarında AR ve transkripsiyonu AR ile 

yönlendirilen gen ekspresyonunun negatif olduğu bilinmektedir.  

3.1.3.1.1. DU145 (ATTC ® HTB-81™) Prostat Kanseri Hücre Hattı  

       Tez çalıĢması kapsamında kullanılan prostat kanseri hücre hatlarından ilki etnik 

kökeni beyaz ırk olan beyin metastazı pozitif 69 yaĢında prostat kanserli bir hastadan elde 

edilmiĢ DU145 epiteliyal prostat adenokarsinom hücre hattıdır.  Ġlgili hücre hattının 

metastatik potansiyeli orta düzeydedir.  

3.1.3.1.2. PC-3 (ATTC ® CRL-1435™) Prostat Kanseri Hücre Hattı  

       Tez çalıĢması kapsamında kullanılan ikinci prostat kanseri hücre hattı ise PC-3'tür.  

Etnik kökeni beyaz ırk olan kemik metastazı pozitif 62 yaĢında prostat kanserli bir 

hastadan elde edilmiĢ bu hücre hattı epiteliyal prostat adenokarsinom hücresidir.  PC-3 

prostat kanseri hücre hattı prostat kanseri hücre hatları içinde metastatik potansiyeli en 

yüksek hücre hattıdır.   

3.1.3.2. HUVEC (ATTC ® CRL-1730™) İnsan Normal Hücre Hattı  

       HUVEC insan umbilikal ven endotel hücreleri, tümörojenik özellikte olmayan 

adherent normal hücre hattıdır.  

3.2. Yöntem  

3.2.1. Bursa Uludağ'da Doğal Olarak Yetişen Juniperus L. Türlerinin Toplanması 

       Mevcut tez çalıĢması kapsamında prostat kanseri hücre hatları üzerinde in vitro 

sitotoksik ve antitümöral etkileri değerlendirilmek üzere seçilen, Bursa Uludağ'da doğal 

olarak yetiĢtiği bilinen Juniperus cinsi bitki türlerine ait yaprak ve meyveler, Nisan 2014'te 
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Uludağ Üniversitesi Fen-Edebiyat Fakültesi Biyoloji Bölümü Botanik AD öğretim üyesi 

Prof. Dr. Hulusi Malyer ve Dr. Aycan Tosunoğlu önderliğinde Uludağ'ın kuzey yamacına 

gerçekleĢtirilen arazi çalıĢması sırasında toplandı.  Uludağ Kirazlıyayla mevki 1522. 

metrede 40° 6'47.01"K, 29° 5'22.07"D koordinatlarında Juniperus communis'e ve 

Harmancık mevkine 16 km kala Çeki-Sırıl yol ayrımında 44° 2'46.032"K, 35° 

40'31.7352"D koordinatlarında ise Juniperus excelsa'ya rastlandı (ġekil-17).  Prof. Dr. 

Hulusi Malyer tarafından gerçekleĢtirilen taksonomik tanımlama sonrasında toplanan 

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

excelsa olduğu tespit edildi.  Ġlgili Juniperus türlerine ait yaprak ve meyveler ayrı ayrı 

temizlendikten sonra etiketlenerek özüt hazırlanma aĢamasına kadar -20°C'de saklandı.  

 

Şekil-17 Nisan, 2014 Uludağ arazisinden Juniperus görüntüleri 

 

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

excelsa Türlerine Ait Yaprak ve Meyvelerden Sulu Özüt Hazırlanması  

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

excelsa türlerine ait yaprak ve meyvelerin sulu özüt hazırlığı Uludağ Üniversitesi Fen-

Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü öğretim üyesi Doç. Dr. Saliha ġahin tarafından Analitik 

Kimya Laboratuvarı'nda gerçekleĢtirildi.  Kuru ağırlıkları 5 g olacak Ģekilde tartılan her iki 
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türe ait yaprak ve meyveler 50 ml dH2O içerisinde karanlık ortamda 400 rpm hızda 5 saat 

sürekli çalkalama iĢlemine tabi tutuldu (ġekil-18).  Stok konsantrasyonu 0,1 g/ml olacak 

Ģekilde elde edilen 4 farklı sulu özüt filtre kağıdı ile süzülerek 15 ml'lik temiz falkon 

tüplere alındı.  Özütler sitotoksisite deneylerine kadar -80°C'de saklandı. 

 

Şekil-18 Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. ve Juniperus excelsa M. Bieb. subsp. 

excelsa türlerine ait yaprak ve meyvelerin sulu özüt haline getirilmesi  

 

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

excelsa Türlerinin Yaprak ve Meyvelerinden Hazırlanan Özütlerin Fenolik 

İçeriklerinin Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografi (HPLC) ile Analizi 

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

excelsa türlerine ait yaprak ve meyve özütlerinin fenolik bileĢikler yönünden analizi ve 

tespit edilen fenolik bileĢiklerin miktar tayini Uludağ Üniversitesi Fen Edebiyat Fakültesi 

Kimya Bölümü öğretim üyesi Doç. Dr. Saliha ġahin tarafından Analitik Kimya 

Laboratuvarı'nda gerçekleĢtirildi.  Özütlerin tümü, standartları Sigma'dan temin edilen 33 

farklı fenolik bileĢik için analiz edildi.  Fenolik bileĢiklerin ayrımı, XBridge C18 (4.6X250 

MM, 3.5µm; Elstree, UK) kolon ile %1 H2O içerisinde çözünmüĢ formik asit (çözücü A) 

ve asetonitrilden (çözücü B) oluĢan hareketli faz kullanılarak 0-10 dakika %13 B, 10-20 

dakika %41.5 B, 20-25 dakika %70 B ve 25-35 dakika %10 B olmak üzere toplam 35 
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dakikalık sürede 0.5 ml/dakika kolon akıĢ hızında ve 10 µl'lik enjeksiyon hacminde 

gerçekleĢtirildi.  Verilerin toplanması için Chemstation for LC (Agilent) kullanıldı.  Elde 

edilen piklerin hangi fenolik bileĢiklere ait olduğu fenolik standartların alıkonma süreleri 

ve UV spektraları ile karĢılaĢtırılarak, miktarları ise kromatogram alanlarının hesaplanması 

ile belirlendi.  

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

excelsa Türlerinin Yaprak ve Meyvelerine Ait Özütler ile Prostat Kanseri Hücre 

Hatları Üzerinde Gerçekleştirilen in vitro Deneyler 

3.2.4.1. Hücre Kültürü  

       Mevcut tez çalıĢması kapsamında kullanılan DU145 ve PC-3 prostat kanseri hücre 

hatları, Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji AD öğretim üyesi ve danıĢman 

hocam Prof. Dr. Ünal Egeli tarafından Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve 

Embriyoloji AD'dan temin edildi.  DU145 ve PC-3 prostat kanseri hücreleri %10 oranında 

FBS, %1 oranında Penisilin- Streptomisin (10.000U/ml) ve %1 oranında sodyum pirüvat 

(100mM) içeren RPMI medyum içerisinde, %5 CO2 ve 37°C sıcaklık sağlayan inkübatörde 

kültüre edildi.  Tez çalıĢması kapsamında kanser hücre hatlarının dıĢında Juniperus 

türlerine ait yaprak ve meyvelerden hazırlanan özütlerin in vitro sitotoksik ve antitümöral 

etkilerin değerlendirileceği normal hücre hattı olarak ise ATTC'den sağlanan insan 

umblikal ven endoteliyal hücreleri (HUVEC) kullanıldı.  HUVEC hücreleri aynı kültür 

koĢullarında DMEM besiyerinde kültüre edildi.  

3.2.4.1.1.  Hücre Hatlarının Dondurulması 

       Flasklarda kültüre edilen ve stok yapılacak yoğunluğa ulaĢan hücreler tripsinizasyon 

iĢlemi ile flask yüzeyinden kaldırıldıktan sonra tripsin ile eĢit hacimde besiyeri içeren 15 

ml'lik falkon tüpe alındı.  1200 rpm'de 5 dakika süre ile santrifüj sonrasında süpernatant 

kısım uzaklaĢtırıldı.  Hücreler %10 oranında DMSO içeren besiyeri karıĢımı (200µl 

DMSO:1800µl besiyeri) ile resüspanse edilip kriyotüp içerisine alındıktan sonra -20°C'de 

30 dakika bekletilip -150°C'ye kaldırıldı. 
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3.2.4.1.2. Dondurulmuş Hücre Hatlarının Çözdürülmesi 

       Kriyotüpler içerisinde -150°C'de muhafaza edilen hücre hatları 37°C'de çözünmeye 

bırakıldı.  Çözünme tamamlanınca hücrelerin DMSO'dan zarar görme ihtimalini azaltmak 

amacıyla kriyotüp içerisindeki hücreler hızlıca 5 ml besiyeri içeren 15 ml'lik falkon tüpe 

alınarak 1200 rpm'de 5 dakika süre ile santrifüj yapıldı.  Santrifüj sonrasında kalan hücre 

pelleti üzerine besiyeri eklenerek 25 cm
2 

flask içine ekim gerçekleĢtirildi.  Hücreler %5 

CO2 ve 37°C sıcaklık sağlayan inkübatörde kültüre edildi.  Üremeye baĢlayan hücrelerin 

48 saat arayla besiyeri kontrolleri gerçekleĢtirildi. 

3.2.4.1.3.  Hücre Hatlarının Pasajlanması 

       Flask yüzeyinin yaklaĢık %80-90'nını kaplayan yoğunluğa ulaĢan hücrelerin canlılığını 

korumak ve devamlılığını sağlamak amacıyla pasajlama iĢlemi yapıldı.  Bu iĢlem için 

öncelikle flaskta bulunan besiyeri dökülerek hücreler PBS ile yıkandı ve ardından 

tripsinizasyon uygulandı.  Uygun sürede 37°C'de tripsin muamelesi ile flask yüzeyinden 

ayrılan hücreler invert mikroskop altında kontrol edildi.  Hücrelerin tümünün flask 

yüzeyinden ayrıldığından emin olunduktan sonra hücreler tripsin hacmi kadar besiyeri 

içeren 15 ml falkon tüp içerisine alındı ve 1200 rpm'de 5 dakika süre ile santrifüj edildi. 

Hücre pelleti hücre yoğunluğuna göre yeni besiyeri karıĢımı ile uygun flasklara alınarak 

üremenin devam etmesi sağlandı.   

3.2.4.1.4. Hücre Canlılığının Belirlenmesi 

       Kültüre edilen hücrelerin canlılığını ve ilgili deneyler için sayısını tespit etmek 

amacıyla Tripan mavi ile boyama yapıldı.  Tripsinizasyon sonrasında 15 ml'lik falkona 

alınan hücre süspansiyonu 1200 rpm'de 5 dakika santrifüj edildikten sonra falkon tüpte 

kalan hücre pelleti 1 ml besiyeri ile resüspanse edildi.  Hücre süspansiyonu 1:1 oranında 

(50 µl: 50 µl) Tripan mavi boyası ile karıĢtırılıp Thoma lamında 40X büyütme altında 

sayıldı.   

 

 

 



43 
 

3.2.4.2. Sitoksisite Deneyleri 

3.2.4.2.1. WST-1 Analizi  

       Ġki farklı Juniperus L. türüne ait yaprak ve meyvelerden elde edilen özütlerin DU145 

ve PC-3 prostat kanseri hücre hatları ile HUVEC normal hücre hattındaki sitotoksik 

etkisini ve etken dozlarını belirlemek için WST-1 Proliferasyon Assay kullanıldı.  

Kolorimetrik bir canlılık testi olan WST-1 yönteminin prensibi tetrazolium tuzunun (WST) 

canlı hücrelerin mitokondriyal dehidrogenaz (mitokondriyal süksinat tetrazolium redüktaz) 

enzimi ile renkli formazan bileĢiğine dönüĢümüne dayanır (172).  Hücrelerin ekili olduğu 

medyum içinde çözünebilen tetrazolium tuzu, kısa bir inkübasyon süresinin ardından canlı 

hücrelerdeki enzim aktivitesine bağlı olarak koyuluğu artan veya azalan bir renk değiĢimi 

oluĢturur.  OluĢan renkli bileĢiğin 450 ve 620 nm dalga boylarında absorbans değeri 

ölçülür.  Hücrelerin net metabolik aktivitesi (canlılığı) oransal olarak oluĢan renkli 

formazan bileĢiğinin miktarına bağlıdır.  Böylelikle alınan absorbans değerleri ile hücresel 

canlılık kantitatif bir değere dönüĢtürülür.  Hücre canlılığında inhibisyona neden olması 

beklenen muamele sonrasında hücrelerdeki % canlılık oranı, muamelesiz hücre 

absorbansına karĢılık gelen hücre canlılığının %100 olarak normalize edildiği formülden 

yararlanılarak hesaplanır; 

Canlılık (%) = (muameleli hücre absorbansı/ muamelesiz hücre absorbansı) x 100 

       Mevcut tez çalıĢmasında WST-1 analizinin gerçekleĢtirilebilmesi için 96- kuyulu 

kültür kaplarına her bir kuyuda 2x10
4
 hücre olacak Ģekilde ekim yapıldı.  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 özütlerin literatür araĢtırması yapılarak 

seçilen doz uygulama spektrumu ve 96- kuyulu kültür kabı düzeneği ġekil-19'da 

gösterildiği Ģekilde planlandı.  Her iki türden de stok 0,1 g/ml konsantrasyonda hazırlanan 

yaprak özütlerinden ilk 48 kuyuda (A-D) 1,25- 200 µg/ml aralığında; meyve özütlerinden 

son 48 kuyuda (E-H) 2,5- 250 µg/ml aralığında 3 tekrarlı olmak üzere 15 farklı doz 

uygulandı (ġekil-19).  Doz seyreltmelerinin tümü besiyeri kullanılarak yapıldı.  24, 48 ve 

72 saatlik uygulamaları takiben kuyu baĢına 10µl Cell Proliferation Reagent (WST-1) 

eklendi.  %5 CO2 ve 37°C sıcaklık sağlayan inkübatörde 45 dakika inkübasyonun ardından 

ELISA okuyucu kullanılarak 450-620 nm dalga boylarında ölçüm gerçekleĢtirildi.  
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Şekil-19 Juniperus communis L. var. saxatilis Pall. ve Juniperus excelsa M. Bieb. subsp. 

excelsa'ya ait yaprak ve meyve özütlerinin 96- kuyulu kültür kabındaki  

doz uygulama spektrumu 

3.2.4.3. Hücre Ölümü Analizine Yönelik Deneyler  

       Canlı ve ölü hücrelerin birbirinden ayırt edilmesi ve ölü hücrelerde apoptoz ve/veya 

nekroz varlığının belirlenmesi için kullanılan morfoloji bazlı, immünohistokimya bazlı, 

immünoloji bazlı (ELISA) ve çip bazlı moleküler biyolojik yöntemler gibi farklı yöntemler 

mevcuttur (173).  Morfoloji bazlı yöntemlerde farklı özellikteki mikroskoplar ve 

mikroskobiye uygun farklı boyama teknikleri kullanılarak canlı, apoptotik ve nekrotik 

morfolojideki hücreler birbirinden ayırt edilmektedir.  Ġmmünohistokimya bazlı 

yöntemlerin temeli ise canlı, apoptotik ve nekrotik ayrımı sağlayacak özellikteki hücre içi 

bir molekülün, bir enzim veya bir floresan boya kullanılarak tespitine ya da radyoaktif 

olarak iĢaretlenmesine dayanmaktadır (174).  Mevcut tez çalıĢması kapsamında hücre 

ölümünün analizine yönelik morfolojik bazlı yöntemlerden floresan mikroskobi ve 

immünohistokimyasal bazlı yöntemlerden Annexin V analizi kullanılmıĢtır.   

3.2.4.3.1. Hücre Ölümünün Morfolojik Değerlendirilmesi  

       Hücre ölümünün morfolojik analizi Uludağ Üniversitesi Fen-Edebiyat Fakültesi 

Biyoloji Bölümü Hücre Kültürü Laboratuarı'nda bulunan floresan mikroskop kullanılarak 

gerçekleĢtirildi.  Analizde W eksitasyon filtre altında mavi renk görünen Hoechst 33258 

(eksitasyon 350nm; emisyon 461nm) ve G eksitasyon filtre altında kırmızı renk görünen 

Propidyum Iyodid (eksitasyon 530nm, emisyon 620nm) boyaları ile gerçekleĢtirilen ikili 
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boyama tekniği kullanıldı.  Mikroskobi analizleri her iki boyadan alınan sinyali görünür 

hale getiren G ve W birleĢik (merge) filtre sistemi altında gerçekleĢtirildi ve mikroskoba 

ataĢmanlı kamera (Kameram21, Argenit) ile görüntüler elde edildi.   

3.2.4.3.1.1. Hoechst - Propidyum Iyodid (PI) Boyama Yöntemi 

       Hoechst-PI ikili boyama yöntemi canlı, erken apoptotik, geç apoptotik ve nekrotik 

hücrelerin eĢ zamanlı morfolojik ayrımını sağlayan bir floresan boyama yöntemidir. 

Yöntemin prensibi plazma membranının sağlam ya da bozulmuĢ olmasına bağlı olarak 

hücre içerisine farklı boyanın girmesi ve ayırt edici Ģekilde boyanmasına dayanmaktadır.  

Plazma membran yapısı bozulmamıĢ canlı ve erken apoptotik hücreler yalnızca membranı 

geçerek nükleusa bağlanabilen Hoechst boyası ile boyanırken, hücre içerisine membran 

yapısı bozulduğunda girebilen ve seçici olarak DNA'ya bağlanan PI ile boyanmamaktadır.  

Membran bütünlüğü bozulmuĢ geç apoptotik ve nekrotik hücreler ise hem Hoechst hem de 

PI ile boyanmaktadır (Tablo-5).  Boyanan hücrelerde apoptotik morfolojinin 

belirlenmesindeki en temel süreç apoptoza özgü gerçekleĢen kromatin yoğunlaĢması ve 

DNA fragmentasyonudur (175).  

 

Tablo-5 Hoechst-PI boyamaya tekniğine dayalı apoptotik ve nekrotik ayrım 

 Hoechst PI Apoptotik 

morfoloji 
Normal (canlı) hücre + - - 

Erken apoptotik hücre + - + 

Geç apoptotik hücre + + + 

Nekrotik hücre + + - 

 

       Tez çalıĢması kapsamında gerçekleĢtirilen Hoechst-PI boyama için 4- kuyulu slide 

üzerine her kuyuda 1x10
5 

hücre olacak Ģekilde ekimi gerçekleĢtirilen DU145 prostat 

kanseri hücre hattına 4 farklı özütün WST-1 analizinde belirlenen en etkin dozlarında 24, 

48 ve 72 saatlik uygulamaları yapıldı.  Uygun inkübasyon süresinin ardından her bir deney 

setinde slide üzerindeki canlı ve ölü hücreler birlikte fiksasyon iĢlemine tabi tutuldu.  Ġlk 

fiksasyonda %1 paraformaldehit içeren PBS solüsyonu ile hücreler 10 dakika muamele 

edildikten sonra 5 dakika PBS ile yıkama gerçekleĢtirildi. Ġkinci fiksasyonda ise hücreler -

20°C'de soğutulmuĢ 2:1 etanol: asetik asit solüsyonunda 5 dakika bekletildi ve sonrasında 
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tekrar 5 dakika PBS ile yıkama yapıldı.  Fiksasyonun ardından konsantrasyonu 0.5 mg/ml 

olacak Ģekilde 3 ml PBS içerisinde hazırlanan Hoechst boyası her bir kuyuya 500µl 

dağıtılarak 37°C'de karanlık ortamda 15 dakika boyama iĢlemi gerçekleĢtirildi.  Hoechst 

boyamanın ardından hücreler 2 kez 2'Ģer dakika PBS ile yıkandıktan sonra konsantrasyonu 

0.25 mg/ml olacak Ģekilde hazırlanan PI boyama solüsyonundan her bir kuyuya 500µl 

dağıtıldı ve 37°C'de karanlık ortamda 15 dakika boyunca ikinci boyama iĢlemi 

gerçekleĢtirildi.  Boyamayı takiben son olarak 2 kez 2'Ģer dakika PBS ile yıkandıktan sonra 

hazır hale gelen preparatlar floresan mikroskop altında incelendi.  

3.2.4.3.2. Hücre Ölümünün İmmünohistokimyasal Değerlendirilmesi   

3.2.4.3.2.1. Annexin V Analizi 

       Hücre ölümünün immünohistokimyasal analizi, Gen Tedavi Laboratuvarı'mızda 

bulunan akım sitometre cihazı Muse Cell Analyzer (Merck Millipore, Almanya) ile 

Muse
TM

 Annexin V & Dead Cell Kit kullanılarak gerçekleĢtirildi.  Annexin V analizi ile 

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

türlerine ait yaprak ve meyve özütleri için sitotoksisite deneyleri sonucunda tespit edilen 

etken dozların belirlenen uygun sürelerde uygulanması sonrasında hücrelerde canlılık, 

nekrotik ölüm ve erken- geç apoptotik ölüm oranları tespit edildi.  Bu analizin temeli, 

sağlıklı hücrelerde hücre membranının iç yüzünde konumlanan fosfatidilserin (PS) 

moleküllerinin apoptotik hücrelerde membran sağlığının bozulmasının bir sonucu olarak 

membranın dıĢ yüzüne translokasyonu sonrasında kalsiyum- bağımlı bir fosfolipid 

bağlayıcı protein olan Annexin V'in PS fosfolipidlerine seçici olarak bağlanabilmesi 

prensibine dayanmaktadır (174).  Hücre membranın yapısal bütünlüğünün bozulması hücre 

ölümünün en iyi belirteçlerinden biri olarak kabul edilmektedir.  Kullanılan kitin içeriğinde 

Annexin V boyasına ek olarak membran bütünlüğü tamamı ile bozulmuĢ geç apoptotik ve 

nekrotik hücrelerde DNA'nın serbest kalması sonrasında interkalasyon ajanı olarak GC- 

dinükleotidlerince zengin bölgelere bağlanabilen, floresan özellikte ikici bir boya olarak 7-

Amino Actinomycin D (7-AAD) boyası bulunmaktadır.   Böylelikle iki farklı boyama 

yapılması sonrasında hücreler 4 farklı populasyona ayrılmaktadır; 

 Canlı hücre populasyonu; Annexin V (-) ve 7-ADD (-) 

 Erken apoptotik hücre populasyonu; Annexin V (+) ve 7-ADD (-) 

 Geç apoptotik ve ölü hücre populasyonu;  Annexin V (+) ve 7-ADD (+) 

 Nüklear debris (ölü hücre kalıntıları); Annexin V (-) ve 7-ADD (+) 
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       Bu amaçla 6- kuyulu kültür kaplarına her bir kuyuda 1x10
5 

hücre olacak Ģekilde ekimi 

gerçekleĢtirilen DU145 ve PC-3 prostat kanseri hücre hatları ve HUVEC normal hücre 

hattına 4 farklı özüte ait 72 saatlik en etkin uygulama süresi içerisinde WST-1 analizinde 

belirlenen en etkin dozlarda uygulamalar yapıldı.  Ġnkübasyon süresinin ardından 

tripsinizasyon ile toplanan hücreler iki kez PBS ile yıkandıktan sonra %10 FBS içeren PSB 

ortamında hücre süspansiyonu ile 1:1 oranında Annexin V & Dead Cell Reagent eklendi.  

Hücreler 45 dakika oda sıcaklığında karanlık ortamda inkübe edildikten sonra Muse
TM

 Cell 

Analyzer (Merck Millipore, Almanya) cihazında analiz edildi.  

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

excelsa Türlerinin Yaprak ve Meyvelerine Ait Özütlerinin Prostat Kanseri Hücre 

Hatları Üzerinde Antitümöral Etkilerinin Değerlendirilmesi 

3.2.4.4.1. Hücrelerden RNA İzolasyonu  

       25cm
2 

flasklara her bir flaskta 1x10
6
 hücre olacak Ģekilde ekimi gerçekleĢtirilen 

DU145 ve PC-3 prostat kanseri hücre hatlarına 4 farklı özüte ait 72 saatlik en etkin 

uygulama süresi içerisinde WST-1 analizinde belirlenen en etkin dozlarda uygulamalar 

yapıldıktan sonra inkübasyon süresinin ardından tripsinizasyon ile toplanan hücreler PBS 

ile yıkandı.  EZNA Total RNA kit (Omega Bio-Tek) prosedürüne uygun Ģekilde RNA 

izolasyonu gerçekleĢtirildi.  RNA'ların kalite kontrolleri ve konsantrasyon ölçümleri UV-

Vis Spektrofotometre/Nano Drop (Beckman Coulter, ABD) cihazında A260/A280 optik 

dansite oranı kullanılarak belirlendi.  Her bir RNA örneğinin konsantrasyonu 10µl H2O 

içerisinde 0.75µg olacak Ģekilde ayarlanan RNA örnekleri cDNA sentezi için hazır hale 

getirildi.  

3.2.4.4.2. RNA'dan cDNA Sentezi 

       Total RNA'dan cDNA sentezi için High- Capacity cDNA Reverse Transcription 

(Applied Biosystems) kiti kullanıldı.  Ġlgili kit prosedürüne göre her bir RNA örneği ile 

gerçekleĢtirilecek 20 µl reaksiyon hacmi için soğuk blok üzerinde 10 µl 2X RT master mix 

hazırlandı (Tablo-6).  OluĢan karıĢım içine her biri 0.75µg RNA içeren örneklerden 10µl 

eklendikten sonra pipetaj yapılarak tüp içeriğinin homojen karıĢımı sağlandı ve örnekler 

cDNA sentezi için Thermal Cycler (Biorad, ABD) cihazına yüklendi.  Kitte belirtilen 

reaksiyon koĢulları uygulanarak (Tablo-7) cDNA örnekleri elde edildi.  
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Tablo-6 cDNA sentezi için oluĢturulan reaksiyon karıĢımı 

Reaksiyon Bileşeni  

10X RT Buffer 2.0 µl 

25X dNTP karıĢımı (100 mM) 0.8 µl 

10X RT random primer 2.0 µl 

MultiScribe™ Revers Transkriptaz enzimi 1.0 µl 

Nükleaz içermeyen dH2O 4.2 µl 

0.75µg RNA örneği 10 µl 

Toplam reaksiyon hacmi   20 µl 

 

 

Tablo-7 cDNA sentezi için kullanılan thermal cycler reaksiyon koĢulları 

 Basamak 1 Basamak 2 Basamak 3 Basamak 4 

Sıcaklık  25 37 85 4 

Süre 10 dk 120 dk 5 dk ∞ 

 

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

(RT-qPCR) Yöntemi ile Belirlenmesi  

       Real Time kantitatif PCR yöntemi nükleik asit miktarlarının belirlenmesinde yaygın 

olarak kullanılan, klasik PCR sisteminin floresan okuma sistemi ile birleĢtirildiği duyarlı 

ve güvenilir bir yöntemdir (176).  En sık kullanıldığı alanlardan biri gen ekspresyon 

çalıĢmalarında mRNA düzeyinin sayısal olarak belirlenmesidir.  RT-qPCR'da 

amplifikasyon döngülerini görünür hale getiren gene özgü floresan iĢaretli kısa ve tek 

zincirli oligonükleotidler (Taqman problar) ya da DNA'ya rastgele bağlanma özelliğindeki 

floresan boyalar (SYBR Green) kullanılmaktadır.  Mevcut tez çalıĢmasında da 

kullandığımız Taqman prob yönteminde çoğaltılmak istenen DNA bölgesine tamamlayıcı 

özellikte 5' uçta FAM (florofor) ve 3' uçta TAMRA (quencher) ile floresan iĢaretlenmiĢ bir 

prob mevcuttur.  Amplifikasyon baĢlamadan önce TAMRA boyası 5' uçtaki FAM 

boyasının sinyal oluĢturmasını engellemektedir.  Böylece yanlıĢ pozitif sinyal alınması 

engellenmekte ve yüksek özgüllük sağlanmaktadır.  Amplifikasyon sırasında gene özgü 

pirmerler probun bağlandığı bölgeye geldiğinde Taq DNA polimeraz enzimi 5'→3' nükleaz 
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aktivitesi ile FAM’ı probdan ayırır ve floresan sinyal oluĢturur.  Her bir döngüde oluĢan 

floresan sinyal, ürün miktarı ile doğru orantılı olarak artar (177).  Bu yöntemde 

amplifikasyonun ilk anlamlı arttığı nokta eĢik değeri, floresan sinyalin eĢik değeri geçtiği 

döngü sayısı ise eĢik döngü (CT) olarak isimlendirilmektedir.  Bu değer baĢlangıçtaki kalıp 

miktarı ile ters orantılıdır.  Kontrol grubu ve deney grubunda gen ekspresyonun veri analizi 

yapılırken sıklıkla kullanılan yöntemlerden biri karĢılaĢtırmalı CT metodu (göreceli 

kantifikasyon)'dur.  Bu yöntemde kontrol grubunun CT değeri, deney grubunun Ct değeri 

ile karĢılaĢtırılarak bir genin ekspresyonundaki göreceli kat değiĢimi aĢağıdaki formüle 

göre hesaplanır; 

Gen ekspresyonu kat değiĢimi = 2
Δ (Ct deney- Ct kontrol)

 = 2
ΔCt 

Formüldeki ΔCT, kontrol ve deney grubunun eĢik döngüleri arasındaki farktır.  Deney 

koĢullarında bir farklılık olmadığının gösterilmesi için ekspresyon düzeyi değiĢmeyen 

referans bir gen seçilmeli ve hesaplanan gen ekspresyonu kat değiĢimi normalize 

edilmelidir.  Bu durumda; 

ΔCt1 = Ct (deney hedef gen) - Ct (deney referans gen) 

ΔCt2 = Ct (kontrol hedef gen) -Ct (kontrol referans gen) 

ΔΔCt = ΔCt1 (deney) - ΔCt2 (kontrol) 

Normalize edilmiĢ gen ekspresyonu kat değiĢimi = 2
ΔΔCt  

olarak hesaplanır (178). 

       Mevcut tez çalıĢmasında ekspresyon analizleri için ilgili mRNA'lara özgü (MMP-2 

için Hs01548727_m1 kodlu; MMP-9 için Hs00234579_m1 kodlu ve Aktin-β için 

Hs01060665_g1 kodlu Taqman Gene Expression Assay) Taqman problar kullanıldı.  Her 

bir RT-PCR reaksiyonu için oluĢturulan 30µl karıĢım (Tablo-8), kuyu baĢına 10µl olacak 

Ģekilde plate içine alınarak StepOnePlus™ System Real Time- PCR (Applied Biosystems, 

ABD) cihazına yüklendi.  Böylelikle her bir deney grubunun ekspresyon analizi 3 tekrarlı 

gerçekleĢtirildi.  Uygun reaksiyon koĢulları altında standart hızda çalıĢan program 

kullanılarak amplifikasyon sağlandı (Tablo-9).  
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Tablo-8 RT-PCR için oluĢturulan reaksiyon karıĢımı 

Reaksiyon Bileşeni   

Gene Expression Master Mix 15 µl 

dH2O 7.5 µl 

Taqman prob 1.5 µl 

cDNA  6 µl 

Toplam reaksiyon hacmi 30 µl 

Kuyu başına reaksiyon hacmi  10 µl 

 

Tablo-9 mRNA ekspresyon analizi için kullanılan RT-qPCR programı  

Basamak Sıcaklık Süre 

Başlangıç basamağı  50 2 dk 

95 10 dk 

Amplifikasyon basamağı 

(40 döngü)  

95 15 sn  

60 1 dk  

 

3.3. İstatistiksel Analizler 

       WST-1 analizi sonucunda kontrol ve deney gruplarından elde edilen hücre 

canlılığındaki inhibisyon verileri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olup olmadığı 

GraphPad Prism 6.01 (ABD) programı kullanılarak analiz edildi.  Bu programda iki 

bağımsız değiĢken olarak doza ve zamana bağlı hücre canlılığındaki inhibisyon oranları 

arasındaki farklılık iki yönlü varyans (two- way ANOVA) analizi ile karĢılaĢtırıldı.  Her bir 

zaman diliminde deney gruplarının kontrol grubuna göre inhibisyon oranlarındaki farklılık 

iki yönlü varyans analizinde Dunnett çoklu karĢılaĢtırma (post- hoc) testinden elde edilen p 

değerlerine göre belirlendi.  MMP-2, MMP-9 ve referans gen olarak analiz edilen Aktin-β 

için elde edilen veriler ise "RT
2
 Profiler™ PCR Array Data Analysis" web tabanlı 

programı kullanılarak (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) 

2
ΔΔCt

 metodu ile değerlendirildi.  KarĢılaĢtırmalı gen ekspresyonundaki farklılıkların 

istatistiksel anlamı  RT
2
 Profiler PCR Array Data Analizi'nde bağımsız örneklem t- testi ile 

araĢtırıldı.  Yapılan tüm istatistiksel testlerde p<0.05 anlamlı kabul edildi.  
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BULGULAR 

4.1. Juniperus L. Türlerine Ait Yaprak ve Meyve Özütlerinin DU145 ve PC-3 Prostat 

Kanseri Hücre Hatları ile HUVEC Normal Hücre Hattı Üzerindeki Sitotoksik Etkisi 

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

Özütlerinin Sitotoksik Etkisi  

       WST-1 analizi sonuçlarına göre DU145 ve PC-3 prostat kanseri hücre hatlarına 24, 48 

ve 72 saatlik zaman dilimlerinde uygulanan J. communis L. var. saxatilis Pall. türüne ait 15 

farklı yaprak ve meyve özütü dozundan, hücre canlılığını doza ve zamana bağlı olarak 

azaltan 5 farklı doz aralığı tespit edilmiĢtir.  DU145 hücre hattında ilgili doz aralıklarında 

hücre canlılığına bağlı olarak WST-1 analizinden elde edilen absorbans değerleri (OD) ve 

absorbans değerlerine karĢılık gelen hücre canlılığı yüzdesi yaprak özütü için Tablo-10'da; 

meyve özütü için Tablo-11'de gösterilmiĢtir.  PC-3 hücre hattında ilgili doz aralıklarında 

hücre canlılığına bağlı olarak WST-1 analizinden elde edilen absorbans değerleri (OD) ve 

absorbans değerlerine karĢılık gelen hücre canlılığı yüzdesi ise yaprak özütü için Tablo-

12'de; meyve özütü için Tablo-13'de gösterilmiĢtir.  
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Tablo-10 J. communis L. var. saxatilis Pall. türüne ait yaprak özütünün 24, 48 ve 72 saatlik 

zaman dilimlerinde DU145 hücre hattı canlılığı üzerindeki etkisi   

24 saat Kontrol 1,25 µg/ml 2,5 µg/ml 5 µg/ml 7,5 µg/ml 10 µg/ml 

OD 1 0,576 0,465 0,478 0,44 0,416 0,396 

OD 2 0,485 0,414 0,417 0,469 0,384 0,419 

OD 3 0,475 0,516 0,449 0,422 0,448 0,407 

OD ortalama 0,512 0,465 0,448 0,443 0,416 0,407 

Canlılık oranı 1 - 90,8203125 93,359375 85,9375 81,25 77,34375 

Canlılık oranı 2 - 80,859375 81,4453125 91,6016 75 81,8359375 

Canlılık oranı 3 - 100,78125 87,6953125 82,4219 87,5 79,4921875 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

90,8203125 87,5 86,5234 81,25 79,4921875 

48 saat Kontrol 1,25 µg/ml 2,5 µg/ml 5 µg/ml 7,5 µg/ml 10 µg/ml 

OD 1 0,511 0,58 0,5 0,491 0,493 0,338 

OD 2 0,705 0,564 0,523 0,55 0,457 0,427 

OD 3 0,742 0,536 0,547 0,465 0,449 0,382 

OD ortalama 0,652 0,56 0,52333333 0,502 0,466333 0,38233333 

Canlılık oranı 1 - 88,95705521 76,6871166 75,3067 75,6135 51,8404908 

Canlılık oranı 2 - 86,50306748 80,2147239 84,3558 70,09202 65,4907975 

Canlılık oranı 3 - 82,20858896 83,8957055 71,319 68,86503 58,5889571 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

85,88957055 80,2658487 76,9939 71,52352 58,6400818 

72 saat Kontrol 1,25 µg/ml 2,5 µg/ml 5 µg/ml 7,5 µg/ml 10 µg/ml 

OD 1 0,409 0,321 0,299 0,244 0,215 0,191 

OD 2 0,45 0,314 0,281 0,228 0,221 0,2 

OD 3 0,368 0,308 0,327 0,24 0,21 0,195 

OD ortalama 0,409 0,314333333 0,30233333 0,23733 0,215333 0,19533333 

Canlılık oranı 1 - 78,48410758 73,1051345 59,6577 52,56724 46,6992665 

Canlılık oranı 2 - 76,77261614 68,7041565 55,7457 54,03423 48,8997555 

Canlılık oranı 3 - 75,30562347 79,9511002 58,6797 51,34474 47,6772616 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

76,85411573 73,9201304 58,0277 52,64874 47,7587612 
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Tablo-11 J. communis L. var. saxatilis Pall. türüne ait meyve özütünün 24, 48 ve 72 saatlik 

zaman dilimlerinde DU145 hücre hattı canlılığı üzerindeki etkisi   

24 saat Kontrol 50 µg/ml 100 µg/ml 150 µg/ml 200 µg/ml 250 µg/ml 

OD 1 0,749 0,778 0,777 0,735 0,711 0,615 

OD 2 0,846 0,791 0,82 0,69 0,642 0,59 

OD 3 0,921 0,814 0,734 0,75 0,64 0,743 

OD ortalama 0,838667 0,794333 0,777 0,725 0,664333 0,649333 

Canlılık oranı 1 - 92,7663 92,64706 87,63911 84,77742 73,33068 

Canlılık oranı 2 - 94,31638 97,77424 82,27345 76,55008 70,34976 

Canlılık oranı 3 - 97,05882 87,51987 89,42766 76,31161 88,593 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

94,71383 92,64706 86,44674 79,21304 77,42448 

48 saat Kontrol 50 µg/ml 100 µg/ml 150 µg/ml 200 µg/ml 250 µg/ml 

OD 1 0,587 0,593 0,549 0,528 0,462 0,418 

OD 2 0,651 0,541 0,527 0,498 0,48 0,462 

OD 3 0,659 0,52 0,54 0,568 0,488 0,375 

OD ortalama 0,632 0,551333 0,538667 0,531333 0,476667 0,418333 

Canlılık oranı 1 - 93,82911 86,86709 83,5443 73,10127 66,13924 

Canlılık oranı 2 - 85,60127 83,38608 78,79747 75,94937 73,10127 

Canlılık oranı 3 - 82,27848 85,44304 89,87342 77,21519 59,33544 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

87,23629 85,23207 84,07173 75,42194 66,19198 

72 saat Kontrol 50 µg/ml 100 µg/ml 150 µg/ml 200 µg/ml 250 µg/ml 

OD 1 0,409 0,471 0,432 0,41 0,363 0,313 

OD 2 0,45 0,487 0,45 0,38 0,328 0,339 

OD 3 0,368 0,411 0,409 0,44 0,34 0,287 

OD ortalama 0,409 0,456333 0,430333 0,41 0,343667 0,313 

Canlılık oranı 1 - 87,65509 80,39702 76,30273 67,55583 58,25062 

Canlılık oranı 2 - 90,63275 83,7469 70,7196 61,04218 63,08933 

Canlılık oranı 3 - 76,48883 76,11663 81,88586 63,27543 53,41191 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

84,92556 80,08685 76,30273 63,95782 58,25062 
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Tablo-12 J. communis L. var. saxatilis Pall. türüne ait yaprak özütünün 24, 48 ve 72 saatlik 

zaman dilimlerinde PC-3 hücre hattı canlılığı üzerindeki etkisi   

24 saat Kontrol 1,25 µg/ml 2,5 µg/ml 5 µg/ml 7,5 µg/ml 10 µg/ml 

OD 1 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 

Canlılık oranı 1 - 92,93513 83,36545 79,57611 74,50225 69,36416 

Canlılık oranı 2 - 93,77007 85,03532 78,80539 88,63198 70,64868 

Canlılık oranı 3 - 94,66924 86,06294 79,0623 60,56519 68,07964 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

93,79148 84,82124 79,14793 74,56647 69,36416 

48 saat Kontrol 1,25 µg/ml 2,5 µg/ml 5 µg/ml 7,5 µg/ml 10 µg/ml 

OD 1 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 

Canlılık oranı 1 - 84,77976 86,34976 76,92979 69,34147 58,48234 

Canlılık oranı 2 - 99,95639 86,61143 80,20061 56,78151 76,79895 

Canlılık oranı 3 - 79,80811 68,03314 73,65896 87,65809 67,90231 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

88,18142 80,33144 76,92979 71,26036 67,72787 

72 saat Kontrol 1,25 µg/ml 2,5 µg/ml 5 µg/ml 7,5 µg/ml 10 µg/ml 

OD 1 0,377 0,319 0,28 0,317 0,22 0,144 

OD 2 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 

Canlılık oranı 1 - 77,42718 67,96117 76,94175 53,54369 35,18447 

Canlılık oranı 2 - 81,5534 48,78641 60,43689 61,93204 45,74757 

Canlılık oranı 3 - 66,99029 97,08738 58,25243 60,92233 38,97087 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

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

zaman dilimlerinde PC-3 hücre hattı canlılığı üzerindeki etkisi   

24 saat Kontrol 50 µg/ml 100 µg/ml 150 µg/ml 200 µg/ml 250 µg/ml 

OD 1 1,342 1,527 1,467 1,379 1,262 1,147 

OD 2 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 

Canlılık oranı 1 - 98,07322 94,21965 88,56776 81,05331 73,66731 

Canlılık oranı 2 - 98,65125 91,52216 89,91651 81,69557 75,46564 

Canlılık oranı 3 - 99,22929 97,10983 89,6596 80,21837 75,851 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

98,65125 94,28388 89,38129 80,98908 74,99465 

48 saat Kontrol 50 µg/ml 100 µg/ml 150 µg/ml 200 µg/ml 250 µg/ml 

OD 1 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 

Canlılık oranı 1 - 90,40558 82,68644 79,93894 65,41648 67,64065 

Canlılık oranı 2 - 92,62974 81,77061 83,3406 83,99477 70,78064 

Canlılık oranı 3 - 90,92891 97,33973 81,11644 78,76145 73,26646 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

91,32141 87,26559 81,46533 76,05757 70,56258 

72 saat Kontrol 50 µg/ml 100 µg/ml 150 µg/ml 200 µg/ml 250 µg/ml 

OD 1 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 

Canlılık oranı 1 - 79,85437 76,21359 65,7767 60,67961 51,45631 

Canlılık oranı 2 - 77,18447 70,63107 62,13592 54,12621 54,85437 

Canlılık oranı 3 - 83,98058 82,28155 68,4466 54,12621 54,61165 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

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

 

       WST-1 analizinde J. communis L. var. saxatilis Pall. türüne ait yaprak ve meyve 

özütlerinin DU145 ve PC-3 prostat kanseri hücre hatlarında maksimum sitotoksik etkisini 

gösterdiği zaman dilimi 72 saat olarak tespit edilmiĢtir.  72 saatlik süre sonunda yaprak 

özütü için 10 µg/ml olarak belirlenen en etkin dozun DU145 ve PC-3 hücre hatlarında 

sırasıyla %52,25 (p<0.001) ve %59,8 (p<0.0001) oranlarında hücre ölümüne yol açtığı 

saptanmıĢtır.  Meyve özütü için 250 µg/ml olarak belirlenen en etkin dozun ise DU145 

hücre hattında %41,75 (p<0.001); PC-3 hücre hattında %46,36 (p<0.001) oranında hücre 

ölümüne neden olduğu belirlenmiĢtir.  Aynı dozlarda ve aynı zaman diliminde HUVEC 

normal hücre hattında yapılan uygulama sonucunda hücre canlılığında saptanan inhibisyon 

oranları ise yaprak özütü için %18,52; meyve özütü için %21,25 (p<0.05)'tir (Tablo-14 ve 

Tablo-15).  
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Tablo-14 J. communis L. var. saxatilis Pall. türüne ait yaprak özütünün 24, 48 ve 72 saatlik 

zaman dilimlerinde HUVEC hücre hattı canlılığı üzerindeki etkisi   

24 saat Kontrol 1,25 µg/ml 2,5 µg/ml 5 µg/ml 7,5 µg/ml 10 µg/ml 

OD 1 1,2 1,131 1,17 1,34 1,269 1,03 

OD 2 1,49 1,5 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 

Canlılık oranı 1 - 89,19558 92,27129 105,6782 100,0789 81,23028 

Canlılık oranı 2 - 118,2965 91,48265 97,7918 85,96215 86,75079 

Canlılık oranı 3 - 96,29338 116,7192 75,07886 93,84858 98,8959 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

101,2618 98,42271 92,98107 91,24606 88,95899 

48 saat Kontrol 1,25 µg/ml 2,5 µg/ml 5 µg/ml 7,5 µg/ml 10 µg/ml 

OD 1 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 1,4 1,25 0,869 1,1 1,007 

OD ortalama 1,24 1,206 1,186 1,074 1,049 1,04 

Canlılık oranı 1 - 99,19355 89,67742 86,29032 88,70968 83,06452 

Canlılık oranı 2 - 79,03226 96,6129 103,5484 79,91935 87,41935 

Canlılık oranı 3 - 112,9032 100,8065 70,08065 88,70968 81,20968 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

97,25806 95,64516 86,6129 84,59677 83,87097 

72 saat Kontrol 1,25 µg/ml 2,5 µg/ml 5 µg/ml 7,5 µg/ml 10 µg/ml 

OD 1 1,02 1,052 0,976 0,927 0,933 0,914 

OD 2 0,94 0,936 1,1 0,893 0,879 0,99 

OD 3 1,4 1,112 0,937 0,968 0,967 0,834 

OD ortalama 1,12 1,033333 1,004333 0,929333 0,926333 0,912667 

Canlılık oranı 1 - 93,92857 87,14286 82,76786 83,30357 81,60714 

Canlılık oranı 2 - 83,57143 98,21429 79,73214 78,48214 88,39286 

Canlılık oranı 3 - 99,28571 83,66071 86,42857 86,33929 74,46429 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

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

zaman dilimlerinde HUVEC hücre hattı canlılığı üzerindeki etkisi   

24 saat Kontrol 50 µg/ml 100 µg/ml 150 µg/ml 200 µg/ml 250 µg/ml 

OD 1 1,2 1,32 1,112 1,47 1,134 1,111 

OD 2 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 

Canlılık oranı 1 - 104,1009 87,69716 115,9306 89,43218 87,6183 

Canlılık oranı 2 - 98,10726 93,05994 75,23659 108,4385 90,53628 

Canlılık oranı 3 - 88,17035 98,58044 78,70662 78,5489 83,12303 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

96,79285 93,11251 89,95794 92,13985 87,09253 

48 saat Kontrol 50 µg/ml 100 µg/ml 150 µg/ml 200 µg/ml 250 µg/ml 

OD 1 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 

Canlılık oranı 1 - 94,91935 90,16129 89,91935 80,80645 91,93548 

Canlılık oranı 2 - 100 79,51613 87,98387 92,41935 76,85484 

Canlılık oranı 3 - 89,75806 112,2581 89,35484 89,51613 86,20968 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

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

72 saat Kontrol 50 µg/ml 100 µg/ml 150 µg/ml 200 µg/ml 250 µg/ml 

OD 1 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 1,4 0,975 1,12 1,025 0,924 0,963 

OD ortalama 1,12 1,048 1,019 0,974333 0,964333 0,876667 

Canlılık oranı 1 - 89,19643 91,07143 82,41071 85 78,75 

Canlılık oranı 2 - 104,4643 81,875 87,05357 90,80357 70,08929 

Canlılık oranı 3 - 87,05357 100 91,51786 82,5 85,98214 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

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

 

       J. communis L. var. saxatilis Pall. türüne ait yaprak ve meyve özütlerinin DU145 ve 

PC-3 prostat kanseri hücre hatları ile HUVEC normal hücre hattı üzerinde 24, 48 ve 72 

saatlik zaman dilimlerinde ilgili doz aralıkları için belirlenen sitotoksik etkileri doza-bağlı 

hücre canlılığındaki % değiĢimler olarak ġekil-20'de gösterilmiĢtir. 
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Şekil-20 J. communis L. var. saxatilis Pall. türüne ait yaprak ve meyve özütlerinin 

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 Türüne Ait Yaprak ve Meyve 

Özütlerinin Sitotoksik Etkisi  

       WST-1 analizi sonuçlarına göre DU145 ve PC-3 prostat kanseri hücre hatlarına 24, 48 

ve 72 saatlik zaman dilimlerinde uygulanan J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa türüne ait 15 

farklı yaprak ve meyve özütü dozundan, hücre canlılığını doza ve zamana bağlı olarak 

azaltan 5 farklı doz aralığı tespit edilmiĢtir.  DU145 hücre hattında ilgili doz aralıklarında 

hücre canlılığına bağlı olarak WST-1 analizinden elde edilen absorbans değerleri (OD) ve 

absorbans değerlerine karĢılık gelen hücre canlılığı yüzdesi yaprak özütü için Tablo-16'da; 

meyve özütü için Tablo-17'de gösterilmiĢtir.  PC-3 hücre hattında ilgili doz aralıklarında 

hücre canlılığına bağlı olarak WST-1 analizinden elde edilen absorbans değerleri (OD) ve 

absorbans değerlerine karĢılık gelen hücre canlılığı yüzdesi ise yaprak özütü için Tablo-

18'de; meyve özütü için Tablo-19'da gösterilmiĢtir.  
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Tablo-16 J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa türüne ait yaprak özütünün 24, 48 ve 72 

saatlik zaman dilimlerinde DU145 hücre hattı canlılığı üzerindeki etkisi   

24 saat Kontrol 100 µg/ml 125 µg/ml 150 µg/ml 175 µg/ml 200 µg/ml 

OD 1 0,68 0,5 0,445 0,49 0,44 0,412 

OD 2 0,58 0,615 0,531 0,555 0,524 0,422 

OD 3 0,51 0,64 0,502 0,395 0,443 0,523 

OD ortalama 0,59 0,585 0,49266667 0,48 0,469 0,45233333 

Canlılık oranı 1 - 84,74576271 75,4237288 83,0508 74,57627 69,8305085 

Canlılık oranı 2 - 104,2372881 90 94,0678 88,81356 71,5254237 

Canlılık oranı 3 - 108,4745763 85,0847458 66,9492 75,08475 88,6440678 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

99,15254237 83,5028249 81,3559 79,49153 76,6666667 

48 saat Kontrol 100 µg/ml 125 µg/ml 150 µg/ml 175 µg/ml 200 µg/ml 

OD 1 0,689 0,458 0,458 0,396 0,362 0,325 

OD 2 0,438 0,519 0,395 0,334 0,358 0,303 

OD 3 0,7 0,499 0,52 0,419 0,396 0,444 

OD ortalama 0,609 0,492 0,45766667 0,383 0,372 0,35733333 

Canlılık oranı 1 - 75,20525452 75,2052545 65,0246 59,44171 53,3661741 

Canlılık oranı 2 - 85,22167488 64,8604269 54,844 58,78489 49,7536946 

Canlılık oranı 3 - 81,93760263 85,3858785 68,8013 65,02463 72,9064039 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

80,78817734 75,15052 62,89 61,08374 58,6754242 

72 saat Kontrol 100 µg/ml 125 µg/ml 150 µg/ml 175 µg/ml 200 µg/ml 

OD 1 0,624 0,489 0,33 0,379 0,222 0,2 

OD 2 0,632 0,513 0,372 0,266 0,257 0,129 

OD 3 0,7 0,416 0,285 0,299 0,279 0,3 

OD ortalama 0,652 0,472666667 0,329 0,31467 0,252667 0,20966667 

Canlılık oranı 1 - 75 50,6134969 58,1288 34,04908 30,6748466 

Canlılık oranı 2 - 78,6809816 57,0552147 40,7975 39,41718 19,7852761 

Canlılık oranı 3 - 63,80368098 43,7116564 45,8589 42,79141 46,0122699 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

72,49488753 50,4601227 48,2618 38,75256 32,1574642 
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Tablo-17 J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa türüne ait meyve özütünün 24, 48 ve 72 

saatlik zaman dilimlerinde DU145 hücre hattı canlılığı üzerindeki etkisi   

24 saat Kontrol 50 µg/ml 100 µg/ml 150 µg/ml 200 µg/ml 250 µg/ml 

OD 1 0,579 0,472 0,458 0,449 0,412 0,399 

OD 2 0,399 0,519 0,372 0,359 0,407 0,412 

OD 3 0,54 0,448 0,578 0,514 0,384 0,365 

OD ortalama 0,506 0,479667 0,469333 0,440667 0,401 0,392 

Canlılık oranı 1 - 93,28063 90,51383 88,73518 81,42292 78,85375 

Canlılık oranı 2 - 102,5692 73,51779 70,94862 80,43478 81,42292 

Canlılık oranı 3 - 88,53755 114,2292 101,581 75,88933 72,13439 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

94,79578 92,75362 87,08827 79,24901 77,47036 

48 saat Kontrol 50 µg/ml 100 µg/ml 150 µg/ml 200 µg/ml 250 µg/ml 

OD 1 0,98 0,792 0,744 0,754 0,682 0,6 

OD 2 0,982 0,811 0,9 0,729 0,741 0,573 

OD 3 0,768 0,785 0,683 0,8 0,636 0,635 

OD ortalama 0,91 0,796 0,775667 0,761 0,686333 0,602667 

Canlılık oranı 1 - 87,03297 81,75824 82,85714 74,94505 65,93407 

Canlılık oranı 2 - 89,12088 98,9011 80,10989 81,42857 62,96703 

Canlılık oranı 3 - 86,26374 75,05495 87,91209 69,89011 69,78022 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

87,47253 85,2381 83,62637 75,42125 66,22711 

72 saat Kontrol 50 µg/ml 100 µg/ml 150 µg/ml 200 µg/ml 250 µg/ml 

OD 1 1,53 1,265 1,136 1,07 0,889 0,771 

OD 2 1,919 1,384 1,157 0,921 0,902 0,598 

OD 3 1,171 1,14 1,118 1,128 0,916 0,834 

OD ortalama 1,54 1,263 1,137 1,039667 0,902333 0,734333 

Canlılık oranı 1 - 82,14286 73,76623 69,48052 57,72727 50,06494 

Canlılık oranı 2 - 89,87013 75,12987 59,80519 58,57143 38,83117 

Canlılık oranı 3 - 74,02597 72,5974 73,24675 59,48052 54,15584 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

82,01299 73,83117 67,51082 58,59307 47,68398 
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Tablo-18 J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa türüne ait yaprak özütünün 24, 48 ve 72 

saatlik zaman dilimlerinde PC-3 hücre hattı canlılığı üzerindeki etkisi   

24 saat Kontrol 100 µg/ml 125 µg/ml 150 µg/ml 175 µg/ml 200 µg/ml 

OD 1 1,731 1,763 1,682 1,691 1,534 1,41 

OD 2 1,99 1,724 1,547 1,734 1,6 1,45 

OD 3 1,814 1,852 1,82 1,514 1,364 1,524 

OD ortalama 1,845 1,779667 1,683 1,646333 1,499333 1,461333 

Canlılık oranı 1 - 95,55556 91,16531 91,65312 83,14363 76,42276 

Canlılık oranı 2 - 93,44173 83,84824 93,98374 86,72087 78,59079 

Canlılık oranı 3 - 100,3794 98,64499 82,05962 73,92954 82,60163 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

96,4589 91,21951 89,23216 81,26468 79,20506 

48 saat Kontrol 100 µg/ml 125 µg/ml 150 µg/ml 175 µg/ml 200 µg/ml 

OD 1 0,985 0,841 0,806 0,688 0,555 0,512 

OD 2 2,07 0,95 0,873 0,681 0,629 0,531 

OD 3 0,91 0,749 0,724 0,708 0,521 0,444 

OD ortalama 0,957 0,846667 0,801 0,692333 0,568333 0,495667 

Canlılık oranı 1 - 87,87879 84,22153 71,89133 57,99373 53,50052 

Canlılık oranı 2 - 99,26855 91,22257 71,15987 65,72623 55,48589 

Canlılık oranı 3 - 78,26541 75,65308 73,98119 54,44096 46,39498 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

88,47092 83,69906 72,34413 59,38697 51,7938 

72 saat Kontrol 100 µg/ml 125 µg/ml 150 µg/ml 175 µg/ml 200 µg/ml 

OD 1 0,547 0,43 0,355 0,26 0,259 0,115 

OD 2 0,538 0,345 0,382 0,294 0,167 0,114 

OD 3 0,43 0,291 0,311 0,244 0,18 0,214 

OD ortalama 0,505 0,355333 0,349333 0,266 0,202 0,147667 

Canlılık oranı 1 - 77,42718 67,96117 76,94175 53,54369 35,18447 

Canlılık oranı 2 - 81,5534 48,78641 60,43689 61,93204 45,74757 

Canlılık oranı 3 - 66,99029 97,08738 58,25243 60,92233 38,97087 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

70,36304 69,17492 52,67327 40 29,24092 
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Tablo-19 J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa türüne ait meyve özütünün 24, 48 ve 72 

saatlik zaman dilimlerinde PC-3 hücre hattı canlılığı üzerindeki etkisi   

24 saat Kontrol 50 µg/ml 100 µg/ml 150 µg/ml 200 µg/ml 250 µg/ml 

OD 1 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 

OD 3 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 

Canlılık oranı 1 - 100,813 92,08672 82,38482 78,37398 71,65312 

Canlılık oranı 2 - 96,42276 81,35501 92,30352 73,98374 73,27913 

Canlılık oranı 3 - 89,26829 80,59621 84,71545 82,81843 67,75068 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

95,50136 84,67931 86,46793 78,39205 70,89431 

48 saat Kontrol 50 µg/ml 100 µg/ml 150 µg/ml 200 µg/ml 250 µg/ml 

OD 1 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 

Canlılık oranı 1 - 88,29676 92,78997 80,98224 73,8767 69,59248 

Canlılık oranı 2 - 94,14838 88,40125 77,42947 64,36782 61,33751 

Canlılık oranı 3 - 81,5047 78,89237 85,99791 83,59457 72,10031 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

87,98328 86,69453 81,46987 73,94636 67,67677 

72 saat Kontrol 50 µg/ml 100 µg/ml 150 µg/ml 200 µg/ml 250 µg/ml 

OD 1 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 

Canlılık oranı 1 - 66,53465 65,34653 64,15842 52,07921 44,75248 

Canlılık oranı 2 - 84,75248 81,18812 45,54455 48,31683 29,10891 

Canlılık oranı 3 - 84,35644 63,56436 87,32673 57,22772 59,60396 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

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

 

       WST-1 analizinde J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa türüne ait yaprak ve meyve 

özütlerinin DU145 ve PC-3 prostat kanseri hücre hatlarında maksimum sitotoksik etkisini 

gösterdiği zaman dilimi 72 saat olarak tespit edilmiĢtir.  72 saatlik süre sonunda yaprak 

özütü için 200 µg/ml olarak belirlenen en etkin dozun DU145 ve PC-3 hücre hatlarında 

sırasıyla %67,85 (p<0.0001) ve %70,76 (p<0.0001) oranlarında hücre ölümüne yol açtığı 

saptanmıĢtır.  Meyve özütü için 250 µg/ml olarak belirlenen en etkin dozun ise DU145 

hücre hattında %52,32 (p<0.0001); PC-3 hücre hattında %55,52 (p<0.001) oranında hücre 

ölümüne neden olduğu belirlenmiĢtir.  Aynı dozlarda ve aynı zaman diliminde HUVEC 

normal hücre hattında yapılan uygulama sonucunda hücre canlılığında saptanan inhibisyon 

oranları ise yaprak özütü için %27,91 (p<0.001); meyve özütü için %20,31 (p<0.01)'tir 

(Tablo-20 ve Tablo-21).  
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Tablo-20 J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa türüne ait yaprak özütünün 24, 48 ve 72 

saatlik zaman dilimlerinde HUVEC hücre hattı canlılığı üzerindeki etkisi   

24 saat Kontrol 100 µg/ml 125 µg/ml 150 µg/ml 175 µg/ml 200 µg/ml 

OD 1 1,222 1,226 1,116 1,159 1,006 0,983 

OD 2 1,317 1,216 0,986 1,079 1,032 1,1 

OD 3 1,115 1,175 1,42 1,1 1,115 0,883 

OD ortalama 1,218 1,205667 1,174 1,112667 1,051 0,988667 

Canlılık oranı 1 - 100,6568 91,62562 95,15599 82,59442 80,70608 

Canlılık oranı 2 - 99,8358 80,95238 88,58785 84,72906 90,31199 

Canlılık oranı 3 - 96,46962 116,5846 90,31199 91,54351 72,49589 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

98,98741 96,38752 91,35194 86,289 81,17132 

48 saat Kontrol 100 µg/ml 125 µg/ml 150 µg/ml 175 µg/ml 200 µg/ml 

OD 1 1,296 1,211 1,214 1,11 1,036 0,889 

OD 2 1,214 1,371 1,171 1,119 1,238 1,07 

OD 3 1,447 1,256 1,263 1,201 0,9 1,19 

OD ortalama 1,319 1,279333 1,216 1,143333 1,058 1,049667 

Canlılık oranı 1 - 91,81198 92,03942 84,15466 78,54435 67,39955 

Canlılık oranı 2 - 103,9424 88,77938 84,837 93,85898 81,12206 

Canlılık oranı 3 - 95,22365 95,75436 91,05383 68,23351 90,21986 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

96,99267 92,19105 86,68183 80,21228 79,58049 

72 saat Kontrol 100 µg/ml 125 µg/ml 150 µg/ml 175 µg/ml 200 µg/ml 

OD 1 1,126 1,23 1,003 0,917 0,8 0,821 

OD 2 1,238 1,065 0,911 1,019 0,95 0,814 

OD 3 1,137 1,109 1,17 0,889 0,942 0,889 

OD ortalama 1,167 1,134667 1,028 0,941667 0,897333 0,841333 

Canlılık oranı 1 - 105,3985 85,94687 78,57755 68,55184 70,35133 

Canlılık oranı 2 - 91,25964 78,06341 87,31791 81,40531 69,7515 

Canlılık oranı 3 - 95,02999 100,2571 76,17823 80,71979 76,17823 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

97,22936 88,08912 80,69123 76,89232 72,09369 
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Tablo-21 J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa türüne ait meyve özütünün 24, 48 ve 72 

saatlik zaman dilimlerinde HUVEC hücre hattı canlılığı üzerindeki etkisi   

24 saat Kontrol 50 µg/ml 100 µg/ml 150 µg/ml 200 µg/ml 250 µg/ml 

OD 1 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 

Canlılık oranı 1 - 100,9852 96,05911 92,44663 83,74384 89,40887 

Canlılık oranı 2 - 97,94745 96,55172 93,76026 89,98358 82,51232 

Canlılık oranı 3 - 100,1642 96,79803 91,21511 95,4844 91,70772 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

99,69896 96,46962 92,474 89,73727 87,8763 

48 saat Kontrol 50 µg/ml 100 µg/ml 150 µg/ml 200 µg/ml 250 µg/ml 

OD 1 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 

Canlılık oranı 1 - 96,05762 94,76876 91,96361 88,47612 82,03184 

Canlılık oranı 2 - 112,2062 95,37528 90,9022 85,97422 85,67096 

Canlılık oranı 3 - 81,50114 92,9492 92,49431 90,67475 77,33131 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

96,58832 94,36442 91,78671 88,37503 81,67804 

72 saat Kontrol 50 µg/ml 100 µg/ml 150 µg/ml 200 µg/ml 250 µg/ml 

OD 1 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 

OD 3 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 

Canlılık oranı 1 - 95,88689 95,97258 88,17481 88,00343 79,8629 

Canlılık oranı 2 - 94,68723 92,4593 101,371 80,46272 73,69323 

Canlılık oranı 3 - 96,48672 90,48843 77,37789 95,20137 85,51842 

Canlılık oranı 

ortalama  

100,00 

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

 

       J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa türüne ait yaprak ve meyve özütlerinin DU145 ve 

PC-3 prostat kanseri hücre hatları ile HUVEC normal hücre hattı üzerinde 24, 48 ve 72 

saatlik zaman dilimlerinde ilgili doz aralıkları için belirlenen sitotoksik etkileri doza- bağlı 

hücre canlılığındaki % değiĢimler olarak ġekil-21'de gösterilmiĢtir. 
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Şekil-21 J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa türüne ait yaprak ve meyve özütlerinin 

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 Türlerine Ait Yaprak ve Meyve Özütlerinin DU145 ve PC-3 Prostat Kanseri 

Hücre Hatları ile HUVEC Normal Hücre Hattında Hücre Ölümü Üzerine Etkileri 

4.2.1. Morfolojik Analiz 

       Sitotoksisite deneylerinden elde edilen veriler doğrultusunda, DU145 hücre hattında 

maksimum sitotoksik etki gösterdiği saptanan özüt dozlarının (J. communis L. var. saxatilis 

Pall. yaprak özütü için 10 µg/ml, meyve özütü için 250 µg/ml; J. excelsa M. Bieb. subsp. 

excelsa yaprak özütü için 200 µg/ml, meyve özütü için 250 µg/ml) 24, 48 ve 72 saat 

uygulamaları sonrasında 24 saatlik preparatlarda hücre ölümü morfolojik olarak net Ģekilde 

belirlenemese de 48 saati takiben tüm uygulamalarda erken apoptotik ve nekrotik 

morfolojide belirgin artıĢ saptanmıĢtır.  72 saatlik uygulamalarda ise 48 saatlik 

uygulamalara göre geç apoptotik ve nekrotik morfolojinin arttığı ve hücrelerin normal 

morfolojilerinden oldukça uzaklaĢtığı gözlenmiĢtir (ġekil-22, -23, -24 ve -25).  

 

Şekil 22 DU145 hücre hattında 10 µg/ml J. communis L. var. saxatilis Pall. yaprak 

özütünün (B) 24, (C) 48 ve (D) 72 saatte hücre ölümü üzerindeki etkilerinin  

morfolojik analizi (A) Kontrol 
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Şekil 23 DU145 hücre hattında 250 µg/ml J. communis L. var. saxatilis Pall. meyve 

özütünün (B) 24, (C) 48 ve (D) 72 saatte hücre ölümü üzerindeki etkilerinin  

morfolojik analizi (A) Kontrol 

 

 

Şekil 24 DU145 hücre hattında 200 µg/ml J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa yaprak 

özütünün (B) 24, (C) 48 ve (D) 72 saatte hücre ölümü üzerindeki etkilerinin morfolojik 

analizi (A) Kontrol 
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Şekil 25 DU145 hücre hattında 250 µg/ml J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa meyve 

özütünün (B) 24, (C) 48 ve (D) 72 saatte hücre ölümü üzerindeki etkilerinin morfolojik 

analizi (A) Kontrol 

 

 

4.2.2. İmmünohistokimyasal Analiz  

       Juniperus L. türlerinin yaprak ve meyve özütlerine ait belirlenen en etkin dozlar ile 72 

saatlik en etkin süre diliminde gerçekleĢtirilen Annexin V analizine göre 10 µg/ml J. 

communis L. var. saxatilis Pall. türüne ait yaprak özütünün DU145 hücrelerinde %26,8 

apoptotik, %5,45 nekrotik; PC-3 hücrelerinde %33,5 apoptotik, %3,10 nekrotik; HUVEC 

hücrelerinde %8,65 apoptotik, %4,55 nekrotik ölüme yol açtığı ve aynı türe ait 250 µg/ml 

meyve özütünün DU145 hücrelerinde %21,8 apoptotik, %4,30 nekrotik; PC-3 hücrelerinde 

%28,85 apoptotik, %1,95 nekrotik; HUVEC hücrelerinde %8,05 apoptotik, %3,55 nekrotik 

ölüme yol açtığı saptanmıĢtır.  Aynı inkübasyon süresinde 200 µg/ml J. excelsa M. Bieb. 

subsp. excelsa türüne ait yaprak özütünün ise DU145 hücrelerinde %43,15 apoptotik, 

%4,70 nekrotik; PC-3 hücrelerinde %35,7 apoptotik, %21,90 nekrotik; HUVEC 

hücrelerinde %18,95 apoptotik, %5,60 nekrotik ölüme yol açtığı ve aynı türe ait 250 µg/ml 

meyve özütünün DU145 hücrelerinde %36,05 apoptotik, %3,90 nekrotik; PC-3 

hücrelerinde %40,1 apoptotik, %7,25 nekrotik; HUVEC hücrelerinde %17,05 apoptotik, 

%6,15 nekrotik ölüme yol açtığı belirlenmiĢtir (ġekil-26). 
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Şekil-26 J. communis L. var. saxatilis Pall. ve J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa türlerine 

ait yaprak ve meyve özütlerinin hücre ölümü üzerindeki etkilerinin immünohistokimyasal 

analizi. Kontrol: muamelesiz hücre 

 

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

excelsa Türlerinin Yaprak ve Meyvelerine Ait Özütlerin DU145 ve PC-3 Hücre 

Hatlarında MMP-2 ve MMP-9 Gen Ekspresyon Düzeylerine Etkisi 

       Elde edilen RT-qPCR verilerine göre maksimum sitotoksik etki gösterdiği belirlenen 

Juniperus L. özüt dozlarının 72 saatlik uygulamaları sonrasında, DU145 (ġekil-27 ve      

ġekil-28) ve PC-3 (ġekil-29 ve ġekil-30) hücre hatlarında, invaziv süreçlerde önemli roller 

üstlenen MMP2 ve MMP9 genlerinin ekspresyon düzeylerinde anlamlı azalma (sırasıyla 

p<0.01 ve p<0.05) olduğu saptanmıĢtır.  Uygulama yapılmayan kontrol grupları ile 

karĢılaĢtırıldığında, J. communis L. var. saxatilis Pall. yaprak özütü 10 µg/ml dozda MMP2 

geninde DU145 ve PC-3 hücre hatlarında sırasıyla 26,17 ve 21,50 kat, MMP9 geninde 

DU145 ve PC-3 hücre hatlarında sırasıyla 59,99 ve 67,64 kat; meyve özütü 250 µg/ml 

dozda MMP2 geninde DU145 ve PC-3 hücre hatlarında sırasıyla 22,52 ve 18,93 kat, 
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MMP9 geninde DU145 ve PC-3 hücre hatlarında sırasıyla 47,17 ve 64,89 kat; J. excelsa M. 

Bieb. subsp. excelsa yaprak özütü 200 µg/ml dozda MMP2 geninde DU145 ve PC-3 hücre 

hatlarında sırasıyla 23,26 ve 22,52 kat, MMP9 geninde DU145 ve PC-3 hücre hatlarında 

sırasıyla 97,23 kat ve 125,07 kat; meyve özütü 250 µg/ml dozda MMP2 geninde DU145 ve 

PC-3 hücre hatlarında sırasıyla 16,91 ve 11,44 kat, MMP9 geninde DU145 ve PC-3 hücre 

hatlarında sırasıyla 39,12 ve 51,50 kat azalıĢa yol açmıĢtır (Tablo-22).  Ġki farklı türün 

yaprak ve meyve özüt dozlarının ilgili genlerde neden olduğu ekspresyon değiĢimlerinin 

deney grupları arasında yapılan karĢılaĢtırma sonuçları ise Tablo-23, -24 ve -25'de 

gösterilmiĢ olup deney grupları arasında anlamlı olduğu belirlenen gen ekspresyon 

farklılıklarının p değerleri DU145 hücre hattında MMP-2 için ġekil-27 ve MMP-9 için 

ġekil-28; PC-3 hücre hattında MMP-2 için ġekil-29 ve MMP-9 için ġekil-30 üzerinde 

gösterilmiĢtir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



74 
 

Tablo-22 DU145 ve PC-3 hücre hatlarında 72 saatlik özüt muamelesi sonrasında MMP-2 

ve MMP-9 genlerindeki ekspresyon değiĢimlerinin kontrol grubu ile karĢılaĢtırılması  

 DU145 PC-3 

 MMP-2 MMP-9 MMP-2 MMP-9 

    Kontrol   

2^(-Avg.(Delta(Ct)) 0,123279 

 

0,01354 

 

0,176369 

 

0,01599 

10 µg/ml J. communis  

yaprak özütü 

  

2^(-Avg.(Delta(Ct)) 0,00471 0,000226 

 

0,008201 

 

0,000236 

 

Kat DeğiĢim 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 Regülasyon  -26,1729 

 

-59,9907 

 

-21,506 

 

-67,6492 

 

p değeri 0.002811 

 

0.0377 0.00104 

 

0.0216 

 

250 µg/ml J. communis  

meyve özütü 

  

2^(-Avg.(Delta(Ct)) 0,005473 

 

0,000287 

 

0,009312 

 

0,000246 

 

Kat DeğiĢim 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 Regülasyon  -22,5231 

 

-47,1766 

 

-18,9396 

 

-64,8934 

 

p değeri 0.00288 

 

0.03672 0.001067 

 

0.02037 

 

200 µg/ml J. excelsa  

yaprak özütü 

  

2^(-Avg.(Delta(Ct)) 0,005299 

 

0,000139 

 

0,007831 

 

0,000128 

 

Kat DeğiĢim 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 Regülasyon  -23,2636 

 

-97,2303 

 

-22,5231 

 

-125,0765 

 

p değeri 0.002861 

 

0.0479 0.001031 

 

0.02079 

 

250 µg/ml J. excelsa  

meyve özütü 

  

2^(-Avg.(Delta(Ct)) 0,007289 

 

0,000346 

 

0,01541 

 

0,00031 

 

Kat DeğiĢim 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 Regülasyon  -16,9123 

 

-39,1245 

 

-11,4452 

 

-51,5059 

 

p değeri 0.003049 

 

0.03713 0.001227 

 

0.02716 
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Tablo-23 DU145 ve PC-3 hücre hatlarında 72 saatlik 10 µg/ml J. communis yaprak özütü 

uygulaması sonrasında MMP-2 ve MMP-9 genlerindeki ekspresyon değiĢimlerinin diğer 

uygulamalar ile karĢılaĢtırılması  

 DU145  PC-3  

 MMP-2 MMP-9 MMP-2 MMP-9 

10 µg/ml J. communis  

yaprak özütü 

  

2^(-Avg.(Delta(Ct)) 0,00471 

 

0,000226 

 

0,008201 

 

0,000236 

 

250 µg/ml J. communis  

meyve özütü 

  

2^(-Avg.(Delta(Ct)) 0,005473 

 

0,000287 

 

0,009312 

 

0,000246 

 

Kat DeğiĢim 1,162 

 

1,2716 

 

1,1355 

 

1,0425 

 

%95 CI ( 0.98, 1.34 ) 

 

( 1.13, 1.42 ) ( 1.01, 1.26 ) 

 

( 0.84, 1.25 ) 

 

Kat Regülasyon  1,162 

 

1,2716 1,1355 

 

1,0425 

 

p değeri 0.135665 

 

0.015371 0.09814 

 

0.714987 

 

200 µg/ml J. excelsa  

yaprak özütü 

  

2^(-Avg.(Delta(Ct)) 0,005299 

 

0,000139 

 

0,007831 

 

0,000128 

 

Kat DeğiĢim 1,1251 

 

0,617 

 

0,9548 

 

0,5409 

 

%95 CI ( 1.02, 1.23 ) 

 

( 0.57, 0.66 ) ( 0.90, 1.01 ) 

 

( 0.45, 0.63 ) 

 

Kat Regülasyon  1,1251 

 

-1,6208 -1,0473 

 

-1,8489 

 

p değeri 0.071107 

 

0.0408 0.196493 

 

0.004253 

 

250 µg/ml J. excelsa  

meyve özütü 

  

2^(-Avg.(Delta(Ct)) 0,007289 

 

0,000346 

 

0,01541 

 

0,00031 

 

Kat DeğiĢim 1,5476 

 

1,5333 

 

1,879 

 

1,3134 

 

%95 CI ( 1.31, 1.78 ) 

 

( 0.41, 1.66 ) ( 1.75, 2.00 ) 

 

( 1.07, 1.56 ) 

 

Kat Regülasyon  1,5476 

 

1,5333 1,879 

 

1,3134 

 

p değeri 0.006446 

 

0.00512 0.329914 

 

0.045986 
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Tablo-24 DU145 ve PC-3 hücre hatlarında 72 saatlik 250 µg/ml J. communis meyve özütü 

uygulaması sonrasında MMP-2 ve MMP-9 genlerindeki ekspresyon değiĢimlerinin diğer 

uygulamalar ile karĢılaĢtırılması  

 DU145      PC-3 

 MMP-2 MMP-9 MMP-2 MMP-9 

250 µg/ml J. communis 

meyve özütü 

  

2^(-Avg.(Delta(Ct)) 0,005473 

 

0,000287 0,009312 

 

0,000246 

 

200 µg/ml J. excelsa 

yaprak özütü 

  

2^(-Avg.(Delta(Ct)) 0,005299 

 

0,000139 0,007831 

 

0,000128 

 

Kat DeğiĢim 0,9682 

 

0,4852 0,8409 

 

0,5188 

 

%95 CI ( 0.84, 1.09 ) 

 

( 0.44, 0.53 ) ( 0.75, 0.93 ) 

 

( 0.44, 0.60 ) 

 

Kat Regülasyon  -1,0329 

 

-2,061 -1,1892 

 

-1,9274 

 

p değeri 0.622446 

 

0.0035 0.040444 

 

0.02436 

 

250 µg/ml J. excelsa 

meyve özütü 

  

2^(-Avg.(Delta(Ct)) 0,007289 

 

0,000346 0,01541 

 

0,0031 

 

Kat DeğiĢim 1,3318 

 

1,2058 1,6548 

 

1,2599 

 

%95 CI ( 1.10, 1.56 ) 

 

( 1.08, 1.33 ) ( 0.47, 1.84 ) 

 

( 1.04, 1.48 ) 

 

Kat Regülasyon  1,1674 

 

1,2058 1,6548 

 

1,2599 

 

p değeri 0.056323 0.181526 0.17529 0.062474 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



77 
 

Tablo-25 DU145 ve PC-3 hücre hatlarında 72 saatlik 200 µg/ml J. excelsa yaprak özütü 

uygulaması sonrasında MMP-2 ve MMP-9 genlerindeki ekspresyon değiĢimlerinin diğer 

uygulamalar ile karĢılaĢtırılması  

 DU145   PC-3 

 MMP-2 MMP-9 MMP-2 MMP-9 

200 µg/ml J. excelsa 

yaprak özütü 

  

2^(-Avg.(Delta(Ct)) 0,005299 

 

0,000139 0,007831 

 

0,000128 

 

250 µg/ml J. excelsa 

yaprak özütü 

  

2^(-Avg.(Delta(Ct)) 0,007289 

 

0,000346 0,01541 

 

0,0031 

 

Kat DeğiĢim 1,3755 

 

2,4852 1,9679 

 

2,4284 

 

%95 CI ( 1.20, 1.55 ) 

 

( 2.36, 2.61 ) ( 0.86, 2.08 ) 

 

( 2.12, 2.74 ) 

 

Kat Regülasyon  1,3755 2,4852 1,9679 

 

2,4284 

 

p değeri 0.011085 

 

0.0135 0.016678 

 

0.00597 
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Şekil-27 Juniperus L. yaprak ve meyve özütlerinin DU145 hücre hattında 72 saatlik 

uygulama sonrasında yol açtığı MMP-2 gen ekspresyonundaki değiĢimlerin 

karĢılaĢtırılması. Kontrol: muamelesiz hücre hattı, ** kontrole göre p<0.01 

 

 

Şekil-28 Juniperus L. yaprak ve meyve özütlerinin DU145 hücre hattında 72 saatlik 

uygulama sonrasında yol açtığı MMP-9 gen ekspresyonundaki değiĢimlerin 

karĢılaĢtırılması. Kontrol: muamelesiz hücre hattı, * kontrole göre p<0.05 
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Şekil-29 Juniperus L. yaprak ve meyve özütlerinin PC-3 hücre hattında 72 saatlik 

uygulama sonrasında yol açtığı MMP-2 gen ekspresyonundaki değiĢimlerin 

karĢılaĢtırılması. Kontrol: muamelesiz hücre hattı, ** kontrole göre p<0.01 

 

 

Şekil-30 Juniperus L. yaprak ve meyve özütlerinin PC-3 hücre hattında 72 saatlik 

uygulama sonrasında yol açtığı MMP-9 gen ekspresyonundaki değiĢimlerin  

karĢılaĢtırılması. Kontrol: muamelesiz hücre hattı, * kontrole göre p<0.05 
 

 



80 
 

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

excelsa Türlerinin Yaprak ve Meyvelerinden Hazırlanan Özütlerin Fenolik 

İçeriklerinin Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografi (HPLC) ile Analizi 

       Uludağ Üniversitesi Fen-Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü Öğretim Üyesi Doç. Dr. 

Saliha ġahin tarafından gerçekleĢtirilen analizde, özütlerin fenolik içeriklerinin HPLC-

DAD cihazında belirlenebilmesi için her bir fenolik bileĢiğe ait standartlar ile farklı 

konsantrasyonlarda çözeltiler hazırlanmıĢtır.  Özütlerin tümü (+)- kateĢin, mirisetin, 

kuercetin, kaempferol, vanilik asit, rosmarinik asit, 2-hidroksibenzoik asit, ellajik asit, p- 

hidroksibenzoik asit, p-kumarik asit, protokatekuik asit, kafeik asit, epikateĢin, luteolin, 

siyanidin, Ģiringik asit, izokuercitrin, malvidin, hesperidin, resveratrol, apigenin, 

pelargonidin, naringin, genistein, delphinidin, karvakrol, epigallokateĢin, gallik asit, 

klorojenik asit, rutin, ferulik asit, t-cinnamik asit ve kaempferol-3-glikozit olmak üzere 

toplam 33 farklı fenolik için analiz edilmiĢ olup özütlerde gallik asit, t- cinnamik asit, 

klorojenik asit, ferulik asit, kamferol-3-glikozit ve rutin olmak üzere 6 farklı fenolik bileĢik 

saptanmıĢtır.  Saptanan fenolik bileĢikler için hazırlanan standart çözelti konsantrasyonları, 

konsantrasyona karĢılık gelen kalibrasyon grafiklerine ait doğru denklemleri ve regresyon 

katsayıları ile ilgili fenolik bileĢiklerin saptandığı dalgaboyları Tablo-26'da gösterilmiĢtir.   

Tablo-26 Standart fenolik maddeler için HPLC-DAD kalibrasyon grafikleri 

Fenolik   Bileşik Hazırlanan standart 

çözelti konsantrasyonları 

(mg/l) 

Kalibrasyon 

grafiği 

Regresyon 

katsayısı 

Dalgaboyu 

(nm)  

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, 2.5, 5, 10, 15, 20 y = 27,00x + 140,7 0,992 320 

Kaempferol-3-

glikozit 

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

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

 

       Fenolik bileĢiklerin saptandığı özüte göre gram örnek baĢına miktarları Tablo-27'de; 

özütlerin kromatogram görüntüleri ise ġekil-31, -32, -33 ve -34'de gösterilmiĢtir.  
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Tablo-27 Juniperus L. özütlerinde saptanan fenolik bileĢikler ve miktarları  

Özüt Fenolik Bileşik Miktar (µg/g örnek) 

J. communis L. var. saxatilis 

Pall. yaprak özütü 

Klorojenik asit 

t- cinnamik asit 

Rutin 

Ferulik asit 

1322,9 

28,3 

119,9 

127,9 

J. communis L. var. saxatilis 

Pall. meyve özütü 

Ferulik asit 

Kaempferol-3-glikozit 

169,7 

350,5 

J. excelsa M. Bieb. subsp. 

excelsa yaprak özütü 

Gallik asit 

Klorojenik asit 

Rutin 

Ferulik asit 

562 

320,8 

31 

22,7 

J. excelsa M. Bieb. subsp. 

excelsa meyve özütü 

Klorojenik asit 

Ferulik asit 

103,5 

97 

 

 

Şekil-31 J. communis L. var. saxatilis Pall. yaprak özütünde saptanan fenolik bileĢiklerin 

kromatogram görüntüsü 1) klorojenik asit  2) rutin  3) ferulik asit 4) t-cinnamik asit 



82 
 

 

Şekil-32 J. communis L. var. saxatilis Pall. meyve özütünde saptanan fenolik bileĢiklerin 

kromatogram görüntüsü 1) kamferol-3-glikozit 2) ferulik asit 

 

 

Şekil-33 J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa yaprak özütünde saptanan fenolik bileĢiklerin 

kromatogram görüntüsü 1) gallik asit 2) klorojenik asit 3) rutin 4) ferulik asit 
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Şekil-34 J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa meyve özütünde saptanan fenolik bileĢiklerin 

kromatogram görüntüsü 1) klorojenik asit 2) ferulik asit  
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TARTIŞMA VE SONUÇ 

       GeliĢmiĢ ülkelerde en sık rastlanan solid doku kanseri olan prostat kanseri erkek 

bireylerin yaĢamını tehdit eden ciddi bir sağlık problemidir (1).  Oldukça heterojen formda 

ortaya çıkabilen bu hastalığın tümör hücrelerinin prostat bezi ile sınırlı olduğu lokalize 

tipinde radikal prostatektomi ve/veya radyoterapi yeterli olurken lokal ileri (metastatik) 

prostat kanserinde mevcut tedaviler küratif seçenek oluĢturmamaktadır.  Günümüzde 

hastalığın bu formunun tedavisinde altın standart olarak cerrahi yolla ya da kimyasal 

ajanlar ile vücutta androjen üretimini veya androjen reseptör sinyalizasyonunu baskılamayı 

hedefleyen androjen ablasyon terapi kullanılmaktadır (3).  Anti-androjenik ya da endokrin 

terapi olarak isimlendirilen bu tedavi, baĢlangıçta kanserli bölge hacminin küçülmesinde 

ve PSA düzeyinin düĢmesinde oldukça etkili sonuçlar verse de lokal ileri prostat kanserli 

hastaların çok büyük bir kısmında değiĢen sürelerde mevcut tedaviye direnç geliĢmekte ve 

rekürrens ile karĢılaĢılmaktadır (43).  EdinilmiĢ direnç ile ortaya çıkan, klinikte hormon 

terapi direnci (kastrasyon yaklaĢımlarına direnç) olarak tanımlanan ve  moleküler temelleri 

henüz aydınlatılamayan kastrasyon dirençli prostat kanseri (KDPK), prostat kanserinin 

ölümcül formudur.  KDPK tedavisinde günümüz tedavi yöntemleri yetersiz kalmaktadır 

(48).  Prostat kanseri iliĢkili ölümler, büyük oranda metastaz ve kastrasyona direnç 

kaynaklıdır (2).  Günümüzde KDPK'lı hastalarda hormon terapinin yanında KDPK 

tedavisinde kullanımı uygun bulunan kemoterapi ilaçları ile yaĢam süresi ortalama 5-8 

aydır (4).  Mevcut tedavi yöntemlerine katkı sağlayabilmesi ya da daha etkin tedavi 

seçeneklerinin oluĢturulabilmesi açısından morbidite ve mortalite oranı yüksek olan KDPK 

tedavisinde kullanılmak üzere yeni terapötik aday moleküllere ihtiyaç duyulmaktadır.  

       Kanser tedavisinde kullanılan mevcut kemoterapötik ajanların büyük bir bölümü 

bitkisel kökenlidir.  Kamptotesin ve yarı sentetik türevi olan irinotekan alkoloid bileĢikler 

grubuna, paklitaksel ile KDPK'nın mevcut tedavisinde kullanılan dosetaksel ve 

kabazitaksel taksan grubuna, etoposid ve teniposid podofilotoksin grubuna, daha yeni 

bileĢik olarak resveratrol flavonoid grubuna dahil mevcut bitkisel kemoterapi 

ajanlarındandır (125).  Günümüzde kanser tedavisinde mevcut kemoterapi ajanları ile uzun 

süreli etkin sonuçlar alınamaması çok çeĢitli biyoaktif bileĢiklerin zengin kaynakları olarak 

bitkilere olan ilginin daha da artmasına yol açmıĢtır.  Farklı farmakolojik özelliklere ve 

medikal değere sahip bileĢiklerin zengin bir kaynağı olarak Juniperus L. türleri de bu 

anlamda ilgi çeken bitkiler arasında yer almaktadır.  Antiinflamatuvar, antimikrobiyal, 

antioksidatif, antiseptik ve analjezik etkileri ile geleneksel tıpta kullanımları oldukça 



85 
 

yaygın olan Juniperus L. türlerine ait özütlerin antitümöral etkilerine yönelik bulgular son 

yıllarda artıĢ göstermiĢtir (162-168).  Yapılan çalıĢmalarda farklı Juniperus L. türlerinden 

elde edilen özütlerin pek çok kanser türünde sitotoksik etkiye sahip olduğu gösterilmiĢ 

olmasına rağmen prostat kanseri hücre hatlarında olası etki henüz değerlendirilmemiĢ ve 

mevcut çalıĢmaların büyük bir bölümünde hücre ölümüne ve antitümöral etkilere yönelik 

ileri analizler gerçekleĢtirilmemiĢtir.  Mevcut tez çalıĢması kapsamında Türkiye florasında 

doğal olarak yetiĢen iki farklı Juniperus L. türüne ait yaprak ve meyvelerden elde edilen 

sulu özütlerin endokrin terapi dirençli iki farklı KDPK hücre hattı ve bir normal hücre hattı 

üzerindeki sitotoksik etkileri, sitotoksisitenin hangi hücre ölüm tipi ile uyarıldığı ve 

invazyonda görevli önemli genler olan MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlarında herhangi bir 

değiĢime yol açıp açmadığı araĢtırılarak değerlendirilmiĢtir.   

       Mevcut tez çalıĢması kapsamında ilk gerçekleĢtirilen WST-1 analizinde J. communis 

L. var. saxatilis Pall ve J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa türlerine ait yaprak ve meyve 

özütlerinin DU145 ve PC-3 KDPK hücre hatlarında zamana ve doza bağlı ölüme yol açtığı 

saptanmıĢtır.  Her iki hücre hattında özütlerin maksimum sitotoksik etki gösterdiği zaman 

dilimi 72 saat olarak belirlenmiĢtir.  J. communis L. var. saxatilis Pall meyve özütünde 72 

saatte hücre canlılığındaki inhibisyon oranı %50'yi geçmediği için hiçbir özütün IC50 dozu 

hesaplanmamıĢ; her bir özüt için en etkin doz, 72 saatte maksimum sitotoksik etki 

belirlenen doz olarak tanımlanmıĢtır.  Elde edilen bulgular, aynı tür içinde yaprak 

özütlerinin, türler arası değerlendirme yapıldığında ise J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa 

türünün daha sitotoksik olduğunu göstermektedir.  72 saatlik zaman diliminde 4 özüt için 

belirlenen maksimum sitotoksik dozların, J. communis yaprak özütü için 10 µg/ml olduğu 

ve DU145 hücre hattında %52,25; PC-3 hücre hattında %59,8; HUVEC hücre hattında 

%18,52 oranında hücre ölümüne yol açtığı; J. communis meyve özütü için 250µg/ml 

olduğu ve DU145 hücre hattında %41,75; PC-3 hücre hattında %46,36; HUVEC hücre 

hattında %21,25 oranında hücre ölümüne yol açtığı;  J. excelsa yaprak özütü için 200 

µg/ml olduğu ve DU145 hücre hattında %67,85; PC-3 hücre hattında %70,76; HUVEC 

hücre hattında %27,91 oranında hücre ölümüne yol açtığı; J. excelsa meyve özütü için 250 

µg/ml olduğu ve DU145 hücre hattında %52,32; PC-3 hücre hattında %55,52; HUVEC 

hücre hattında %20,31 oranında hücre ölümüne yol açtığı belirlenmiĢtir.  Elde edilen 

sonuçlara göre 4 farklı özüt için kanser hücre hatlarında saptanan hücre canlılığındaki 

inhibisyon oranı, normal hücre hattındaki inhibisyon oranından anlamlı düzeyde yüksek 

bulunmuĢtur (p<0.001).  
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       WST-1 analizinde belirlenen 4 farklı Juniperus özütüne ait en etkin dozların sitotoksik 

etkisinin zamana bağlı arttığı, DU145 hücre hattında Hoechst-PI floresan boyama yöntemi 

kullanılarak 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde gerçekleĢtirilen hücre ölümünün 

morfolojik analizi ile doğrulanmıĢtır.  Ġlk 24 saatlik preparatlarda hücre ölümü morfolojik 

olarak net Ģekilde belirlenemese de yalnızca yaprak özütlerinde az oranda geç apoptotik 

morfolojiye rastlanmıĢtır.  48 saatlik tüm özüt uygulamalarında, 24 saatlik uygulamalara 

göre belirgin artıĢ gösteren apoptotik morfoloji net olarak ayırt edilmiĢ olup, ilgili zaman 

dilimindeki hücre ölümü erken apoptoz ve nekroz olarak belirlenmiĢtir.  Özütlerin 72 

saatlik uygulamalarında ise tüm preparatlarda geç apoptotik ve nekrotik morfolojideki 

artıĢa paralel hücrelerin normal morfolojilerinden oldukça uzaklaĢtığı görülmüĢtür.  

Morfolojik analiz sonuçlarımız, özütlerin doz etkinliği zamana bağlı artıĢ gösterdiği için 

WST-1 analiz sonuçlarımızı destekler niteliktedir.  Kanser hücrelerinde ve normal hücre 

hattında en etkin dozlar ile 72 saatlik en etkin zaman diliminde uyarılan hücre ölüm tipinin 

belirlenmesi için gerçekleĢtirilen Annexin V analizine göre ise 10 µg/ml J. communis 

yaprak özütünün DU145 hücrelerinde %26,8 apoptotik, %5,45 nekrotik; PC-3 hücrelerinde 

%33,5 apoptotik, %3,10 nekrotik; HUVEC hücrelerinde %8,65 apoptotik, %4,55 nekrotik 

ölüme ve aynı türe ait 250 µg/ml meyve özütünün DU145 hücrelerinde %21,8 apoptotik, 

%4,30 nekrotik; PC-3 hücrelerinde %28,85 apoptotik, %1,95 nekrotik; HUVEC 

hücrelerinde %8,05 apoptotik, %3,55 nekrotik ölüme yol açtığı saptanmıĢtır.  Aynı 

inkübasyon süresinde 200 µg/ml J. excelsa yaprak özütünün ise DU145 hücrelerinde 

%43,15 apoptotik, %4,70 nekrotik; PC-3 hücrelerinde %35,7 apoptotik, %21,90 nekrotik; 

HUVEC hücrelerinde %18,95 apoptotik, %5,60 nekrotik ölüme ve aynı türe ait 250 µg/ml 

meyve özütünün DU145 hücrelerinde %36,05 apoptotik, %3,90 nekrotik; PC-3 

hücrelerinde %40,1 apoptotik, %7,25 nekrotik; HUVEC hücrelerinde %17,05 apoptotik, 

%6,15 nekrotik ölüme yol açtığı belirlenmiĢtir.  Mevcut analiz sonuçlarımıza göre, kanser 

hücre hatlarında yüksek oranda uyarılan hücre ölüm tipi apoptoz olarak belirlenmiĢtir.  

Annexin V analizinin histogram sonuçları, morfolojik analiz bulgularımız ile uyumlu 

olarak 72 saatte geç apoptoza ve nekroza iĢaret etmektedir.  Ayrıca WST-1 analizini 

destekler nitelikte yaprak özütlerinin daha sitotoksik olduğunu ve HUVEC normal hücre 

hattı üzerindeki sitotoksik etkinin tüm özütlerde kanser hücrelerindeki etkiye göre çok 

daha düĢük olduğunu ortaya koymaktadır.  Ek olarak bu analiz ile en güçlü sitotoksik 

etkiye sahip özütün J. excelsa yaprak özütü ve en az sitotoksik etkiye sahip özütün ise J. 

communis meyve özütü olduğu da doğrulanmıĢtır.  
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       Literatürde aynı Juniperus L. türlerinin kanser hücrelerinde sitotoksik etkisinin 

değerlendirildiği birkaç çalıĢma mevcuttur.  Benzina ve arkadaĢları tarafından 

gerçekleĢtirilen oldukça yeni bir çalıĢmada 12 farklı bitki türünden hazırlanan metanol 

özütlerinin MB231 meme kanseri hücre hattı üzerindeki sitotoksik etkileri araĢtırılmıĢ 

olup, J. communis dal ve yaprak özütü 10 µg/ml dozda 1, 3 ve 5 gün periyotlarında hücre 

canlılığında anlamlı inhibisyona yol açarak ilgili özütler içerisinde en güçlü sitotoksik 

etkiye sahip özüt olarak belirlenmiĢtir (168).  Mevcut çalıĢma sitotoksik etkisi belirlenen J. 

communis özütünün içeriği hakkında veri bulundurmasa da maksimum sitotoksik etki 

belirlediğimiz dozun aynı özüt için aynı konsantrasyonda olması yönünden bulgularımızı 

destekler niteliktedir.  Ek olarak bu çalıĢmada sitotoksik etkisi belirlenen J. communis 

yaprak özütünün MB231 kanser ve MCF10A normal meme hücrelerinde apoptotik etkileri 

değerlendirilmiĢ, 3 zaman periyodunda özüt muamelesi sonrasında kaspas3/7 aktivitesinin 

malign hücrelerde anlamlı düzeyde artarken normal hücrelerde bazal seviyede olduğu 

bulunmuĢtur.  Mevcut bulgu, 10 µg/ml J. communis yaprak özütünün 72 saatte DU145 

kanser hücrelerinde %26,8 apoptotik, %5,45 nekrotik; PC-3 kanser hücrelerinde %33,5 

apoptotik, %3,10 nekrotik; HUVEC normal hücrelerinde %8,65 apoptotik, %4,55 nekrotik 

ölüme yol açtığını saptadığımız bulgumuz ile uyumludur.  Benzer Ģekilde Shokrzadeh ve 

arkadaĢları J. sabina hidroalkolik özütünün sitotoksik etkisini cisplatine göre 

karĢılaĢtırdıkları çalıĢmalarında HepG2 ve SKOV3 kanser, CHO (insan normal over 

hücresi) ve fare fibroblast normal hücre hatlarında 72 saatlik kolonogenik analiz 

sonuçlarına göre saptadıkları IC50 dozunda etkinin CHO < Fibroblast < HepG2 < SKOV3 

Ģeklinde olduğunu bulmuĢlardır (179).  

       Slambrouck ve arkadaĢları J. communis sulu meyve özütünün MCF-7/AZ meme 

kanseri hücre hattındaki sitotoksik etkilerini araĢtırdıkları çalıĢmalarında, 96 saatlik özüt 

muamelesi boyunca 50 µg/ml dozda %30 oranında olmak üzere 50- 180 µg/ml aralığındaki 

tüm dozlarda hücre canlılığında artan oranlarda anlamlı inhibisyon saptamıĢlardır (163).  

Mevcut çalıĢmamızda J. communis sulu meyve özütünü daha yüksek dozda uygulamamıza 

rağmen hücre canlılığındaki inhibisyon oranı iki hücre hattında da %50'yi geçmemiĢ, %30 

inhibisyon ise 100 µg/ml'nin üzerinde saptanmıĢtır.  Ġki çalıĢmada aynı türe ait 

meyvelerden hazırlanan sulu özütler kullanılmasına rağmen toplanan J. communis meyve 

olgunluklarının, özüt hazırlamada sürecinde kullanılan kuru bitki materyali ağırlığının ve 

materyalin su ile ekstraksiyon süresinin farklı olması gibi nedenlerin bu farklılığa yol 

açmıĢ olabileceğini düĢünmekteyiz.  Ayrıca literatürde endokrin terapi direnci yüksek 
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KDPK hücre hatlarında kemoterapi direncinde de artıĢ olduğu bildirilmiĢtir.  Bu durum, 

mevcut farklılığın iki çalıĢmada kullanılan hücre hatlarındaki terapi direncinin farklı 

olmasından kaynaklanan bir sonuç olduğunu da düĢündürmektedir.  Ek olarak Slambrouck 

ve arkadaĢlarının çalıĢmalarında kullanılan J. communis özütünün içerik analizlerinin 

gerçekleĢtirilmemiĢ olması iki farklı sonucun olası nedenlerini değerlendirmek açısından 

da sınır oluĢturmaktadır.  

       J. excelsa subsp. excelsa türünün de yer aldığı iki J. excelsa alt türüne ait yaprak ve 

meyvelerinden elde edilen hidroalkolik özütlerin HeLa, KB, MDA-MB-468 hücre 

hatlarında 72 saatlik sitotoksik etkisinin araĢtırıldığı bir çalıĢmada, sitotoksik etkinin hücre 

hattına bağlı olarak farklı dozlarda tespit edildiği belirtilmiĢ ve J. excelsa subsp. excelsa 

türüne ait özütlerin 20 μg/ml'den yüksek dozlarda daha sitotoksik oldukları belirlenmiĢtir 

(166).  Nitekim, Azar ve arkadaĢları tarafından yapılan baĢka bir çalıĢmada J. excelsa 

yapraklarından hazırlanmıĢ hidroalkolik özütlerin HepG2 karaciğer kanseri hücre hattında 

IC50 dozu 48 saatte 540 μg/ml olarak belirlenmiĢtir (167).  Özüt hazırlama aĢamasında 

hidroalkolik ekstraksiyon iĢlemini kullanmamıĢ olsak da DU145 ve PC-3 prostat kanseri 

hücre hatlarında 72 saatte 200 ve 250 μg/ml dozlar ile hücre canlılığında maksimum 

inhibisyon elde ettiğimiz sonuçlarımız, J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa özütlerinin 

yüksek dozlarda sitotoksik etki gösterdiğini doğrulamaktadır.  Farklı dozlarda saptadığımız 

sitotoksik etkinin kullanılan hücre hatlarından ve özüt hazırlama iĢleminde kullandığımız 

kuru bitki materyal ağırlığı ve çözücü farkından kaynaklanıyor olabileceğini 

düĢünmekteyiz.   

       Juniperus L. türleri fenolik bileĢikler, flavonoidler, esansiyel yağlar, lignanlar ve 

terpenoidler yönünden çok zengin bitkilerdir.  Juniperus L. türlerine ait yaprak, dal ya da 

meyvelerin farklı tipte ve sayıda çözücüler ile fraksiyonlamalarından farklı bileĢikler izole 

edilmekte ve tanımlanan yeni bileĢiklerin anti-tümöral etkileri güncel çalıĢmalar ile analiz 

edilmektedir.  Hekzan ve diklorometan kullanılarak hazırlanan Juniperus L. özütlerinden 

izole edilmiĢ deoksipodofilotoksin molekülünün güçlü bir apoptoz uyarıcısı olduğu 

bilinmektedir (168) ancak Muto ve arkadaĢları J. taxifolia kloroform özütünden izole 

ettikleri yeni molekül olan 7-α-hidroksisandarakopimarik asitin aynı sürede daha az dozda, 

deoksipodofilotoksin molekülünden daha güçlü bir apoptoz uyarıcısı olduğunu 

bildirmiĢlerdir (161).  Benzer Ģekilde Moujir ve arkadaĢları J. brevifolia yaprağının hekzan, 

aseton ve etanol ile hazırlanan fraksiyonlarından elde ettikleri ve yeni spiro bileĢik olarak 

tanımladıkları 18- hidroksidehidroabietan molekülünün HeLa hücre canlılığında 48 saatte 
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düĢük dozda anlamlı inhibisyona yol açtığını (164), Marino ve arkadaĢları ise J. oxycedrus 

ssp. oxycedrus meyvelerinden metanol ve butanol kullanarak gerçekleĢtirdikleri 

fraksiyonlama sonucunda elde ettikleri yeni monoterpen glukozid molekülünün üç farklı 

kanser hücre hattı üzerinde hücre canlılığında anlamlı inhibisyona neden olduğunu ve 

vasküler endoteliyal büyüme faktörü düzeyinde azalmaya yol açtığını bulmuĢlardır (12).  

Güçlü çözücüler kullanılarak hazırlanan Juniperus L. özütleri dıĢında su, etanol, metanol 

ya da su ve alkol karıĢımı (hidroalkolik) kullanılarak hazırlanan Juniperus L. özütlerinin 

fenolik asitler yönünden zengin fraksiyonlara sahip olduğu ve bu çözücüler ile hazırlanan 

Juniperus L. özütlerinin antitümöral etkilerinin fenolik fraksiyonlardan kaynaklandığı 

çeĢitli çalıĢmalar ile gösterilmiĢtir (14, 15, 162).  

       Fenolik bileĢikler, kapalı halka yapısında polihidroksil grubu taĢıyan, kanser dahil 

olmak üzere çok çeĢitli hastalık grubunda eĢsiz farmakolojik özellikleri nedeniyle güncel 

çalıĢmalarda yoğun ilgi çeken ve yaklaĢık 8000 üyesi olduğu tahmin edilen bitkisel 

fitokimyasal bileĢik grubudur (180).  Yapısal farklılıklara bağlı olarak fenolik bileĢikler 

dört ana gruba ayrılmalarına rağmen ilk iki grupta yer alan tek halka yapısına sahip fenolik 

asitler ve çift halka yapısına sahip flavonoidler tüm fenolik bileĢiklerin sırasıyla %30 ve 

%60'ını oluĢturmaktadır (181, 182).  Mevcut tez çalıĢmasında da iki farklı Juniperus L. 

türüne ait yaprak ve meyvelerin sulu özütleri hazırlandığı için özütlerde bulunan fenolik 

bileĢikler HPLC-DAD analizi ile karakterize edilmiĢtir.  ÇalıĢmamızda tüm özütler (+)- 

kateĢin, mirisetin, kuercetin, kaempferol, vanilik asit, rosmarinik asit, 2-hidroksibenzoik 

asit, ellajik asit, p- hidroksibenzoik asit, p-kumarik asit, protokatekuik asit, kafeik asit, 

epikateĢin, luteolin, siyanidin, Ģiringik asit, izokuercitrin, malvidin, hesperidin, resveratrol, 

apigenin, pelargonidin, naringin, genistein, delphinidin, karvakrol, epigallokateĢin, gallik 

asit, klorojenik asit, rutin, ferulik asit, t-cinnamik asit ve kaempferol-3-glikozit olmak 

üzere 33 farklı fenolik bileĢik için analiz edilmiĢ olup özütlerde 4'ü fenolik asit ve 2'si 

flavonoid grubuna dahil olmak üzere farklı miktarlarda toplam 6 farklı fenolik bileĢik 

saptanmıĢtır.  Özütlerdeki fenolik bileĢikler miktarlarına göre  J. communis L. var. saxatilis 

Pall. yaprak özütü için klorojenik asit (1322,9 μg/g) > ferulik asit (127,9 μg/g) > rutin 

(119,9 μg/g) > t-cinnamik asit (28,3 μg/g);  J. communis L. var. saxatilis Pall. meyve özütü 

için kaempferol-3-glikozit (350,5 μg/g) > ferulik asit (169,7 μg/g);  J. excelsa M. Bieb. 

subsp. excelsa yaprak özütü için gallik asit (562 μg/g) > klorojenik asit (320,8 μg/g) > rutin 

(31 μg/g) > ferulik asit (22,7 μg/g) ve J. excelsa M. Bieb. subsp. excelsa meyve özütü için 

klorojenik asit (103,5 μg/g) > ferulik asit (97 μg/g) Ģeklinde saptanmıĢtır. 
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       Literatürde alkol ya da su ile hazırlanan aynı Juniperus L. özütlerinin fenolik 

içeriklerine dair herhangi bir veri bulunmasa da 3 çalıĢmada farklı Juniperus L. türlerinin 

alkol ya da alkol ve su ile hazırlanmıĢ özütlerinin antitümöral etkileri ve fenolik içerikleri 

yönünden bulgular yer almaktadır.  Tavares ve arkadaĢları Portekiz'de yetiĢen 4 farklı 

Juniperus L. türüne (J. navicularis, J. oxycedrus, J. phoenicea ve J. turbinata) ait su ve 

etanol kullanarak hazırladıkları yaprak özütlerinden izole ettikleri fenolik fraksiyonların 

nöroblastom hücreleri üzerinde 24 saatte 100 μg/ml düĢük dozda hücre canlılığında anlamlı 

inhibisyona yol açtığını bulmuĢlardır (15).  Bu çalıĢmada saptanan 22 fenolik bileĢikten 

hiçbirinin çalıĢmamızda saptanamamasını iki çalıĢmada kullanılan Juniperus L. türlerinin 

farklı bölgelerde yetiĢen türler olmasıyla ve ilgili çalıĢmada yapılan içerik validasyonunda 

fenolik bileĢiklere ait piklerden yalnızca major piklerin karakterize edilmiĢ olması ile ilgili 

olabileceğini düĢünmekteyiz.  Miceli ve arkadaĢlarının çalıĢmasında J. drupacea 

meyvesine ait metanol özütünün HepG2 hücre hattında IC50 dozu 24 saat için 10 μg/ml 

olarak belirlenmiĢ olup özütte HPLC-DAD analizi ile 14 farklı fenolik bileĢik saptanmıĢtır 

(162).  Bu çalıĢma ile çalıĢmamızda saptadığımız ortak fenolik bileĢikler klorojenik asit, 

rutin ve gallik asittir.  Taviano ve arkadaĢları J. oxycedrus türüne ait meyvelerinin metanol 

özütünü kullandıkları çalıĢmalarında ise biri ortak olarak saptadığımız rutin olmak üzere 7 

farklı fenolik bileĢik tespit etmiĢ olsalar da bu çalıĢmada HepG2 hücre hattı üzerinde 24 

saatte sitotoksik etki belirleyemediklerini ve bu sonucu düĢük fenolik içerik ile 

iliĢkilendirdiklerini bildirmiĢlerdir (14).  Mevcut üç çalıĢmada saptanan fenolik bileĢiklerin 

sayı ve miktarca çalıĢmamızda saptadığımız fenolik bileĢiklerden fazla olmasının, özüt 

hazırlama sürecinde yalnızca su kullanmıĢ olmamız ile ilgili bir sonuç olabileceği 

kanısındayız.  Fenolik bileĢiklerin alkol çözünürlüklerinin su çözünürlüklerinden çok daha 

yüksek olması ve çalıĢmalarda Juniperus L. türlerinin alkol ile hazırlanmıĢ özütlerinde 

sitotoksik etkinin daha erken sürede ve daha düĢük dozda saptanması da bu sonucu 

destekler niteliktedir.  Yine de iki farklı Juniperus L. türüne ait yaprak ve meyve sulu 

özütleri ile prostat kanseri hücre hatlarında 72 saatte belirlediğimiz sitotoksik etkinin 

yaprak özütlerinde daha güçlü olması, kullandığımız özütlerin fenolik bileĢik profilleri ile 

uyumludur.  Yaprak sulu özütlerinde belirlediğimiz fenolik bileĢikler sayı ve miktar 

bakımından meyve özütlerine göre daha fazladır.  Ek olarak J. communis L. var. saxatilis 

Pall. yaprak özütündeki fenolik bileĢiklerin diğer türe ait yaprak özütünde saptanan fenolik 

bileĢiklerden miktar olarak daha fazla olması bu özütteki sitotoksik etkinin daha düĢük 

dozda saptandığı ile uyumlu bir bulgudur. 
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       ÇalıĢmamızda saptadığımız fenolik bileĢikler, mevcut çalıĢmalarda saptanan fenolik 

bileĢiklerden sayı bakımından az olsa da miktar bakımından belirgin bir fark söz konusu 

değildir.  Aksine Lesjak ve arkadaĢlarının (183) J. foetidissima türüne ait yaprak ve 

meyvelerden su ve metanol özütü hazırladıkları çalıĢmalarında saptadıkları toplam 25 

fenolik bileĢik içerisinde saptadığımız 6 fenolik bileĢiğin tümü bulunmasına rağmen J. 

excelsa M. Bieb. subsp. excelsa yaprak özütünde saptadığımız gallik asit miktarı J. 

foetidissima türünün yaprak özütünde saptanan gallik asit miktarından 2 kat; J. communis 

L. var. saxatilis Pall. yaprak ve meyve özütünde saptadığımız ferulik asit miktarı ise J. 

foetidissima türünün yaprak özütünde saptanan ferulik asit miktarından yaklaĢık 1,5 kat 

fazladır.  ÇalıĢmamızda tüm özütlerde saptadığımız ferulik asit, J. excelsa M. Bieb. subsp. 

excelsa türüne ait yaprak ve meyve özütlerinde ise daha düĢük miktarda saptanmıĢtır.  

Klorojenik asit, J. communis L. var. saxatilis Pall. meyve özütü dıĢında çalıĢmamızdaki 

tüm özütlerde ortak olarak saptadığımız ikinci fenolik bileĢiktir.  Özellikle yaprak 

özütlerinde saptadığımız klorojenik asitin miktarı ise mevcut çalıĢmada saptanan 

miktardan yaklaĢık 4 kat fazladır.  Bu çalıĢmada J. foetidissima türünde saptanan rutin 

miktarı oldukça fazla olmasına rağmen belirlenen kaempferol-3-glikozit miktarlarında 

belirgin bir fark yoktur.  J. foetidissima özütlerinde cinnamik asit ise belirlenememiĢtir.  

Ġlgili çalıĢmada hazırlanan özütlerin olası antitümöral etkilerine ait herhangi bir veri 

bulunmamaktadır (183).     

       Sitotoksik etkisini değerlendirdiğimiz Juniperus L. özütlerinde flavonoid yapıdaki 

kuersetin ve apigenin bileĢiklerini analiz etmiĢ olmamıza rağmen saptamamıĢ olsak da 

mevcut çalıĢmamızda analiz edebildiğimiz 33 farklı fenolik bileĢik dıĢında kalan ve 

tarayamadığımız flavonoidlerden özellikle flavon grubuna dahil cupressoflavone, 

biflavone, metilbiflavone ve hinokiflavone moleküllerinin de meyve özütlerinde 

bulunabileceğini düĢünüyoruz.  Nitekim 72 saatlik Annexin V analizinden elde ettiğimiz 

veriler, J. excelsa meyve özütünün J. communis yaprak özütüne göre özellikle PC-3 hücre 

hattında daha güçlü apoptotik etkiye sahip olduğuna iĢaret etmektedir.  Her iki özütte 

klorojenik asit ve ferulik asit bulunması ve hatta J. communis yaprak özütünde her iki 

fenolik bileĢiğin daha yüksek miktarda bulunuyor olması meyve özütünde olası flavonoid 

moleküllerin bulunma olasılığını güçlendirmektedir.  Çünkü J. communis yaprak özütünde 

yüksek saptanan klorojenik asit ve ferulik asit miktarları özütün aynı sürede daha düĢük 

dozda etkinliğini açıklarken, J. excelsa meyve özütünde aynı fenolik bileĢiklerin az 

miktardaki varlığı güçlü apoptotik etkiyi açıklamakta tek baĢına yetersiz kalmaktadır. 



92 
 

Ayrıca çeĢitli çalıĢmalarda (14, 162) Juniperus L. meyvelerine ait metanol özütlerinde 

saptandığı bildirilen bu flavonoid grubu bileĢiklerden kuersetin ve apigeninin 

özütlerimizde taranmasına rağmen saptanmamıĢ olması, özütlerin yalnızca sulu 

ekstraksiyon yöntemi ile hazırlanmıĢ olmasından kaynaklanıyor olabileceğini 

düĢündürmektedir.  Tüm bulgular birlikte değerlendirildiğinde Juniperus L. türlerine ait 

özütlerin kanser hücreleri üzerindeki doz ve zaman bağımlı sitotoksik etkisinin kullanılan 

Juniperus L. türüne, özüt hazırlama sürecindeki kuru bitki ağırlığına, kullanılan çözücü 

türüne ve buna bağlı olarak fenolik bileĢik içeriğine dayalı olarak değiĢtiği söylenebilir.   

       Kanser hücrelerinde invaziv süreçler ve metastaz çok basamaklı kompleks bir süreçtir. 

Bu süreçte kanser hücrelerinin primer tümör bölgesinden kan dolaĢımına geçiĢi, uzak 

organa göçün baĢlaması, kan damarlarını kaplayan endotel hücrelere adhezyonu ve hedef 

bölgeye ulaĢtıklarında kan dolaĢımından çıkıp ilgili dokuda yeniden koloni oluĢturması 

basamakları birbirini takip etmektedir (91).  Her bir basamakta hedef bölgede yeniden 

adhezyon sağlanmadan önce hücre migrasyonunun kolaylaĢtırılması için ekstrasellüler 

matriks (ECM) ve bazal membran yapılar gibi çevresel bariyerlerin spesifik proteolitik 

enzimler tarafından yıkımı gerekmektedir (98).  Matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2) ve -

9 (MMP-9) bu süreçlerde görev aldığı bilinen ve pek çok kanser tipinde invaziv özellikler 

ile iliĢkili olarak yüksek düzeyde eksprese edilen matriks metalloproteinaz ailesinin iki 

önemli üyesidir (100).  Tip IV kollajeni yıkma yeteneğine sahip bu proteinlerin kanser 

hücrelerinde invaziv süreçlerdeki önemli rolleri pek çok çalıĢma ile kanıtlanmıĢtır (122-

124).  Fonksiyonel öneme sahip olmalarından dolayı MMP-2 ve -9, kanser tedavisinde 

kullanılabilecek yeni terapötik adayların geliĢtirilmesinde önemli hedeflerdir (100).  

Prostat kanserinde de kanser iliĢkili ölümlerin tümünün metastaz kaynaklı olması yeni 

terapötik yaklaĢımların hedefi olarak araĢtırmacıları ilgili genler ve protein ürünleri üzerine 

yoğunlaĢtırmıĢtır.   

       Mevcut çalıĢmada iki farklı Juniperus L. yaprak ve meyvelerine ait sulu özütlerin 

MMP-2 ve MMP-9 genlerinin ekspresyon düzeylerine olan etkisi RT-qPCR yöntemi ile 

araĢtırılmıĢtır.  Tüm özütlerin DU145 ve PC-3 prostat kanseri hücre hatlarında 72 saatlik 

maksimum sitotoksik etki saptanan dozlarındaki uygulamaları sonrasında, özütlere bağlı 

olarak değiĢen farklı kat değiĢimleri ile (Tablo-22) MMP-2 ve MMP-9 genlerinin 

ekspresyon düzeyindeki azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (MMP-2 ve  

MMP-9 için sırasıyla p<0.01 ve p<0.05).  Özüt uygulamaları sonrasında MMP-9 geninde 

belirlediğimiz ekspresyon kat değiĢimleri istatistiksel anlamı daha düĢük olmasına rağmen 
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MMP-2 geninde belirlediğimiz kat değiĢimlerine göre daha fazladır.  Bu durum, DU145 ve 

PC-3 prostat kanseri hücre hatlarında endojen MMP-9 ekspresyon düzeylerinin hücrelerin 

invaziv özelliklerine bağlı Ģekilde (PC-3 > DU145) daha yüksek olduğu bilgisi ile 

açıklanabilir (121).  Literatürde Juniperus L. türlerine ait özütlerin kanser hücrelerinde 

MMP-2 ve MMP-9 ekspresyon düzeyleri ya da protein düzeyinde aktiviteleri üzerindeki 

etkilerini araĢtıran herhangi bir çalıĢma bulunmamaktadır ancak özütlerde saptadığımız 

fenolik bileĢiklerin kanser hücreleri üzerindeki antitümöral etkileri, ilgili genlerin 

ekspresyonu azaltmaları veya protein düzeyinde aktivitelerini baskılamaları yönünden 

farklı çalıĢmalar ile kanıtlanmıĢtır.  Bu nedenle gen ekspresyon düzeyinde elde ettiğimiz 

anlamlı verilerin özütlerin fenolik bileĢik içerikleri ile iliĢkili olabileceği görüĢündeyiz.  

Elde ettiğimiz ekspresyon bulgularına göre her iki gende saptanan azalma yönündeki 

ekspresyon kat değiĢimlerinin yaprak özütü uygulamalarında meyve özütlerine göre daha 

fazla olması da bu görüĢümüzü destekler niteliktedir.   

       DU145 hücre hattında 72 saatlik J. communis yaprak özütü uygulaması MMP-2 

ekspresyonunda J. excelsa meyve özütüne göre 1,54 kat (p=0.006), J. excelsa yaprak özütü 

ise aynı türe ait meyve özütüne göre 1,37 kat (p=0.011) anlamlı azalıĢa yol açmıĢtır.  PC-3 

hücre hattında ise benzer Ģekilde 72 saatlik J. excelsa yaprak özütü uygulamasının, MMP-2 

ekspresyonunda J. communis meyve özütü uygulamasına göre 1,18 kat (p=0.04) ve J. 

excelsa meyve özütü uygulamasına göre ise 1,96 kat (p=0.016) anlamlı azalıĢa yol açtığı 

belirlenmiĢtir (ġekil-27 ve ġekil-29).    

       Özüt muameleleri sonrasında MMP-9 ekspresyon düzeyindeki değiĢimler 

incelendiğinde ise 72 saatlik J. communis yaprak özütü uygulaması DU145 hücre hattında, 

aynı türe ait meyve özütü uygulamasına göre 1,27 kat (p=0.015), J. excelsa meyve özütü 

uygulamasına göre 1,53 kat (p=0.005); J. excelsa yaprak özütü uygulaması ise aynı türe ait 

meyve özütü uygulamasına göre 2,48 kat (p=0.013), J. communis meyve özütü 

uygulamasına göre 2,06 kat (p=0.003) anlamlı azalıĢa yol açmıĢtır.  PC-3 hücre hattında ise 

72 saatlik J. communis yaprak özütü uygulaması J. excelsa meyve özütü uygulamasına 

göre 1,31 kat (p=0.045); J. excelsa yaprak özütü uygulaması aynı türe ait meyve özütü 

uygulamasına göre 2,42 kat (p=0.005), J. communis meyve özütü uygulamasına göre 1,92 

kat (p=0.024) anlamlı azalıĢa yol açmıĢtır.  72 saatlik özüt muamelesi sonrasında MMP-9 

ekspresyon düzeyindeki değiĢimler iki hücre hattında yaprak özütleri arasında da anlamlı 

bulunmuĢtur.  J. excelsa yaprak özütü J. communis yaprak özütüne göre MMP-9 
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ekspresyonunda DU145 hücre hattında 1,62 kat (p=0.04) ve PC-3 hücre hattında 1,84 kat 

(p=0.004) anlamlı azalıĢa neden olmuĢtur (ġekil-28 ve ġekil-30).  

       Klorojenik asitin yaprak özütlerinde miktar bakımından fazla olmasının, her iki hücre 

hattında da 72 saatlik yaprak özütü uygulamaları sonrasında tespit ettiğimiz MMP-2 ve 

MMP-9 gen ekspresyonlarındaki anlamlı azalma ile iliĢkilendirilebileceğini 

düĢünmekteyiz.  Ayrıca tüm özütler içerisinde ilgili genlerin ekspresyon düzeylerinde en 

fazla azalmaya neden olduğu belirlenen J. excelsa yaprak özütünde klorojenik asitten daha 

bol miktarda gallik asit tespit edilmiĢ olması da prostat kanseri hücre hatlarında en güçlü 

sitotoksik etkiye sahip olan bu özütte iki molekülün sinerjistik etki gösteriyor olabileceğini 

akla getirmektedir.  Nitekim Jin ve arkadaĢları E. alatus bitkisi metanol özütünden izole 

ettikleri fenolik bileĢiğin klorojenik asit olduğunu ve Hep3B karaciğer kanseri hücrelerinde 

MMP-9 protein aktivitesi üzerinde güçlü inhibisyona neden olduğunu bildirmiĢlerdir (184). 

Tseng ve arkadaĢları içerisinde gallik asitin de bulunduğu P. urinaria L. özütünün A549 ve 

LCC akciğer kanseri hücre hatlarında invazyon yeteneğini anlamlı düzeyde azalttığını, RT-

PCR ile MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyonlarında anlamlı düzeyde (p<0.001) azalma 

saptadıklarını ve bu özütün antimetastatik potansiyele sahip olabileceğini göstermiĢlerdir 

(185).  Gallik asitin MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunda azalmaya yol açarak kanser 

hücrelerinde invazyon yeteneğini azaltabileceği Bcr/Abl eksprese eden insan lösemi 

hücrelerinde (186) ve SCC-4 insan oral kanser hücrelerinde (187) de gösterilmiĢtir.  

Mevcut bulgular cinnamik asit, klorojenik asit ve ferulik asit için A549 hücre hattında Tsai 

ve arkadaĢlarının çalıĢmaları ile de desteklenmiĢtir (188).  Yine özütlerimizde saptadığımız 

ferulik asitin hücre canlılığı inhibisyonundaki apoptotik etkisi prostat kanseri hücre 

hatlarında Eroğlu ve arkadaĢları tarafından gerçekleĢtirilen çalıĢmada doğrulanmıĢtır (189).  

Ek olarak Li ve arkadaĢları yeni bir çalıĢmada kaempferol molekülünün insan meme 

kanseri hücrelerinde MMP-9 ekspresyonunu ve protein düzeyinde MMP-9 aktivitesini 

baskıladığını bildirmiĢlerdir (190).  Bu çalıĢma Lin ve arkadaĢlarının kaempferolün SCC-4 

hücre hattında MMP-2 ekspresyonunu baskıladığı yönündeki bulgularını desteklemiĢtir 

(191). Santoz ve arkadaĢları tarafından gerçekleĢtirilen çok yeni bir çalıĢmada ise 

flavonoid grubundaki pek çok molekülün ekstrasellüler matriks metalloproteinazları 

düzenleme yolu ile etki gösterdikleri gen ekspresyonu ve protein aktivitesi analizleri ile 

gösterilmiĢtir (192).  Elde ettiğimiz ekspresyon verileri, mevcut literatür bulguları ile 

uyumludur.  Bu anlamda iki farklı KDPK hücre hattında sitotoksik etkisini belirlediğimiz 

Juniperus L. özütlerinin içerdikleri fenolik bileĢikler sayesinde invazyondaki önemli rolleri 
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olduğu bilinen MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyonlarını düzenleme yolu ile antitümöral 

etki gösteriyor olabileceğini düĢünmekteyiz. 

       Mevcut tez çalıĢması ile Juniperus L. türlerinden elde edilen özütlerin KDPK hücre 

hatlarında sitotoksik etkileri literatürde ilk kez değerlendirilmiĢtir.  Yapılan analizler ile 

özütlerin seçici olarak kanser hücreleri üzerinde sitotoksik etkisi bulunduğu, DU145 ve 

PC-3 prostat kanseri hücrelerinde saptanan sitotoksisitenin daha yüksek oranda geç 

apoptozu ve nekrozu uyararak etkili olduğu ve ilgili hücre hatlarında özüt muamelesi 

sonrasında MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyonlarında azalma olduğu gösterilmiĢtir.  

Bulgularımız doğrultusunda Juniperus L. özütlerinin kanser tedavisinde kullanılabilecek 

yeni terapötik moleküllerin kaynağı olarak bundan sonra bu alanda gerçekleĢtirilecek 

araĢtırmalar için önemli olabileceğini ve ileri ilaç araĢtırmalarında Juniperus L. türlerinde 

bulunan küçük moleküllerin umut vaat eden bileĢikler olarak kullanılabileceğini 

düĢünmekteyiz.   
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TEŞEKKÜR  

       Yüksek lisans eğitimime baĢladığım günden itibaren her konuda bana olan güvenini 
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ÖZGEÇMİŞ  

       18 Haziran 1988 yılında EskiĢehir'de doğdum. Ġlköğretimi Ġzmir Yavuz Selim 

Ġlköğretim Okulu'nda, ortaöğretimimi Ġzmir Kız Lisesi'nde tamamladıktan sonra 2006 

yılında Haliç Üniversitesi Fen-Edebiyat Fakültesi Moleküler Biyoloji ve Genetik 

Bölümü'ne yerleĢtim.  2007 yılında bölüm ikincisi olarak Ġstanbul Üniversitesi Fen 

Fakültesi Moleküler Biyoloji ve Genetik Bölümü'ne yatay geçiĢ yaptım ve 2010 yılında 

lisans derecesi ile bu bölümden mezun oldum.  2014 yılında Kütahya Dumlupınar 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji AD'na ÖYP kapsamında araĢtırma görevlisi 

olarak atandığımdan dolayı EskiĢehir Osmangazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Genetik 

AD ve Bilecik Üniversitesi Fen-Edebiyat Fakültesi Moleküler Biyoloji ve Genetik 

bölümlerinde devam ettirmekte olduğum yüksek lisans eğitimlerimi bırakmak zorunda 

kaldım.  Aynı yıl, Tıbbi Biyoloji AD'nda yüksek lisans eğitimi almak üzere Uludağ 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü'ne görevlendirildim. 2014 ġubat ayından beri 

Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji AD'nda yüksek lisans eğitimimi devam 

ettirmekte ve aynı anabilim dalında araĢtırma görevlisi olarak görev yapmaktayım.   

 


