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OZET
Kenevir Bilesenlerinden Kannabigeroliin DU145 ve PC3 insan Prostat Kanser
Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Anti-Kanser EtKisi

Prostat kanseri, diinyada ve iilkemizde en sik goriilen ikinci kanser tiiriidiir.
Tedavisi i¢in radyoterapi, kemoterapi veya hormonoterapi gibi ydntemler
kullanilmaktadir. Fakat metastatik kanserlerde, bu tedaviler yetersiz kalmaktadir. Bu
nedenle, yeni ve alternatif terapilerin gelistirilmesi 6nem kazanmustir.

Kenevir bitkisi, uzun yillardir farkli alanlarda kullanilmaktadir. T1p alanindaki
kullanimi ise, milattan 6nce 3200 yila kadar dayanmaktadir. Uyusturucu etkisi
bulundugu i¢in, arastirmalarda kullanimi uzun yillar goz ardi edilmesine ragmen, son
yillarda kenevir {izerine yapilan calismalar énem kazanmustir. Ozellikle igerdigi
fitokannabinoitlerin, kanserin de dahil oldugu bircok hastaliga iyi geldigi yapilan
calismalarla ortaya konulmustur.

Kannabigerol (CBG), uyusturucu etki olusturmayan bir fitokannabinoittir. Bu
nedenle, son yillarda bu molekiil ile alakali arastirmalarda artig gerceklesmistir.
Alzheimer, Parkinson veya kolit gibi bir¢ok hastalik iizerindeki etkisi, yapilan
calismalarda gosterilmistir. Buna ek olarak, farkli kanser tiplerini de inhibe etme
kapasitesi oldugu literatiirdeki bir¢ok calismada gosterilmistir. Fakat prostat kanseri
tizerindeki etkisi, kapsamli bir sekilde arastirilmamastir.

Bu dogrultuda bu tez ¢calismasinda, CBG’nin DU145 ve PC3 insan metastatik
prostat kanser hiicre hatlar1 tizerindeki anti-kanser etkisi aragtirilmigtir. Calismamizin,
0zglinliigiinii ve giivenirligini artirmak adina kontrol olarak normal prostat hiicre hatti
kullanilmistir. Sitotoksisite testlerinden elde edilen verilere gore, rutinde kullanilan
kemoterapoétik ajana kiyasla CBG’nin DU145 ve PC3 hiicrelerini spesifik olarak daha
fazla oOldiirdigli gosterilmistir. Buna ek olarak, immiin boyama ve DNA
fragmentasyon deneylerinden elde edilen sonuglar, bu 6liimiin apoptoz mekanizmasi
tizerinden gerceklestigini gostermektedir. Son olarak, iki ve ii¢ boyutlu migrasyon
testleri, CBG’nin metastatik kanser hiicrelerinin migrasyon kapasitesini inhibe
edebildigini gostermistir.

CBG’nin prostat kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmesi,
apoptozunu tetiklemesi ve metastaz kapasitesini azaltmasi, bu bilesenin potansiyel bir

terapotik ajan olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Apoptoz, Kannabigerol, Kenevir, Metastaz, Prostat kanseri
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ABSTRACT
Anti-Cancer Effect of Cannabigerol, a Cannabis Compound, on DU145 and
PC3 Human Prostate Cancer Cell Lines

Prostate cancer is the second most common cancer type in the world and in our
country. Methods such as radiotherapy, chemotherapy or hormonotherapy are used for
treatment. However, in metastatic cancers, these treatments are inadequate. Therefore,
developing new and alternative therapies has become important.

The cannabis plant has been used in different areas for many years. Its use in
medicine dates back to 3200 years before Christ. Although it was ignored for many
years due to its narcotic effects, research on hemp has gained importance in recent
years. It has been shown in many studies that especially the phytocannabinoids it
contains are good for many diseases, including cancer.

Cannabigerol (CBQ) is a phytocannabinoid that has no narcotic effects. For
this reason, there has been an increase in research on this molecule in recent years. Its
effect on many diseases such as Alzheimer, Parkinson or colitis has been shown in the
recent studies. In addition, the capacity of CBG to inhibit different types of cancer was
demonstrated. However, the effect on prostate cancer has not been extensively studied.

Accordingly, in this thesis, the anti-cancer effect of CBG on DU145 and PC3
metastatic prostate cancer cell lines was investigated. In order to increase the
specificity and reliability of our study, a normal prostate cell line (PNT1A) was used
as a control. The cytotoxicity tests show that CBG specifically eliminate DU145 and
PC3 cells more than the routinely used chemotherapeutic agent. In addition, results
obtained from immunostaining and DNA fragmentation experiments show that this
cell death occurs through the mechanism of apoptosis. Finally, two- and three-
dimensional migration tests showed that CBG could inhibit the migration capacity of
metastatic cancer cells.

Finally, the fact that CBG inhibits proliferation, triggers apoptosis and reduces
the metastasis capacity of prostate cancer cells indicates that this component may be

a potential therapeutic in the near future.

Keywords: Apoptosis, Cannabigerol, Cannabis, Metastasis, Prostate cancer
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1. GIRIS

Kanser hastalig1, normal hiicrelerin transformasyona ugramasi sonucunda
anormal hiicreye doniismesi ve bu hiicrelerin asir1 boliinerek tiimor olusturmasi ile
ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, bu tiimor kan dolasimi ile uzak dokulara sigrayabilmekte

ve metastaz olusturabilmektedir (Brown vd., 2023).

Kanser, diinyada ve iilkemizde 6nemli bir saglik sorunudur ve her gegen giin
vaka sayilarinda artis gdzlemlenmektedir. Prostat kanseri, erkeklerde en sik goriilen
kanserlerde ikinci sirada gelmektedir (Cancer Today, 2022). Ilerleyen yas, genetik
bozukluklular, yagam tarzi gibi faktorler prostat kanseri riskini artirmaktadir. Prostat
kanserinde, ilk olarak epitelyal dokuda neoplazma denilen asir1 bir hiicre
proliferasyonu goriilmektedir. Ardindan, adenokarsinoma olusturan bu hiicreler

metastaz yaparak kemik gibi baska dokulara yerlesebilmektedir.

Prostat kanserinin tedavisinde prostatektomi, radyoterapi, hormonoterapi veya
kemoterapi gibi metotlar kullanilmaktadir. Fakat, ileri seviyede metastatik kanser
tiplerinde genellikle bu tedavilerden olumlu sonu¢ alinamamaktadir (Crawford vd.,
2015). Bu nedenle, yeni ve alternatif tedavilerin gelistirilmesi 6nem kazanmistir. Bu
dogrultuda, dogal bilesenlerin kullanilmas1 Diinya Saglik Orgiitii tarafindan

desteklenmektedir (WHO Traditional Medicine Strategy: 2014-2023).

Kenevir bitkisi, ¢ok uzun yillardir kullanilmakla birlikte, son yillarda tip
alaninda yapilan ¢alismalarda 6nemli bir artis gergeklesmistir. Kenevir, 500’den fazla
biyomolekiil icermektedir ve 6zellikle fitokannabinoitlerin, farkli hastaliklarda etkili
olduklart gosterilmistir (Caliskan & Yildirim, 2020). Dogal olarak hiicrelerimizde,
kannabinoit reseptorlerinin de dahil oldugu endokannabinoit sistemin (ECS)
bulunmasi, bu bilesenlerin etkisini artirmaktadir. Prostat kanserinde, ECS’de
bozulmalar goriilmektedir. Bu nedenle, kannabinoitlerin prostat kanserinin

tedavisinde kullanilabilecegi diistiniilmiistiir (Diaz-Laviada, 2011).

Kannabigerol (CBQ), baz1 fitokannabinoitlerin aksine psikolojik veya bilissel
degisiklige sebep olmadigi icin, psikoaktif degildir. Bu nedenle, farkli hastaliklarin



tedavisi i¢in kullanilma potansiyelinin oldugu gosterilmistir. Ornegin, CBG’nin anti-
enflamatuvar ve anti-oksidan etkileri ile birlikte noroprotektif etkisinin de oldugu
gosterilmistir (Borrelli vd., 2013; Calapai vd., 2022; Giacoppo vd., 2017). CBG’nin
kanser iizerindeki etkisi, bircok ¢alismada ele alinmustir. {1k galigmalar, 1996 yilinda
baslamistir ve giinlimiizde de hiz kazanarak artmistir. CBG’nin, meme kanseri,
kolorektal kanseri, melonama veya glioma gibi ¢esitli kanser tiplerindeki etkisi
yapilan calismalar ile kanitlanmistir (S.-H. Baek vd., 1996; Lah vd., 2021; Ligresti
vd., 2006; Yiiksel vd., 2023).

Fakat, CBG’nin prostat kanseri iizerindeki etkisi, kapsamli bir sekilde
arastirilmamistir. Bu sebeple bu tez calismasinda CBG’nin, prostat kanser hiicre
hatlarinin proliferasyonunu, apoptozunu ve metastaz kapasitesini nasil etkiledigi
arastirtlmak amaglanmistir. Buna ek olarak, CBG’nin kanser hiicrelerini spesifik

olarak hedefledigini géstermek icin ise normal prostat hiicre hatt1 da kullanilmistir.

Bu amag¢ kapsaminda elde edecegimiz sonuglarin, dogal bir bilesen olan
CBG’nin, prostat kanserinin tedavisinde kullanilmasi i¢in literatiire katki saglayacag:

diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, normal hiicrelerin anormal hiicrelere doniiserek asir1 sekilde
boliinmesi olarak tanimlanmaktadir. Fakat yapilan calismalar, kanseri tanimlamanin
bu kadar kolay olmadigini her gegen giin yeni 6zellikler ekleyerek ortaya koymaktadir.
Hanahan ve Weinberg “Kanserin ayirt edici 6zellikleri” olarak adlandirdiklar
derlemelerinde 2000 yilina kadar yapilan ¢alismalardan yola ¢ikarak kanserin 6 6zellik
tizerinden tanimlanabilecegini gdstermislerdir (Hanahan & Weinberg, 2000). 2012
yillinda bu 6zellikler 10’a ¢ikarilmig ve en son 2022 yilinda ise 14’e yiikselmistir
(Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2011). Bu 6zellikler 1. Proliferatif sinyallerin
stirdiiriilmesi, 2. Biiylime baskilayicilardan kacis, 3. Mutasyonel olmayan epigenetik
yeniden programlama, 4. Bagisiklik sisteminden kagis, 5. Replikatif dliimsiizliigiin
etkinlestirilmesi, 6. Tiimori tetikleyen inflamasyon, 7. Polimorfik mikrobiyomlar, 8.
Invazyon ve metastazin etkinlestirilmesi, 9. Damar olusumunun veya damarlara
erisimin tetiklenmesi, 10. Senesent hiicreler, 11. Genom kararsizlig1 ve mutasyon, 12.
Hiicre oliimiine direng, 13. Hiicresel metabolizmanin deregiilasyonu, 14. Fenotipik

esnekligin agilmasi olarak siiflandirilmaktadir.

2.1.1. Sonsuz Proliferasyon

Kanser hiicreleri, kronik olarak prolifere olan hiicrelerdir. Bu 6zelliklerinin
temeli proliferasyon sinyallerini siirdiirmeleri ile gerceklesmektedir ve bu sinyaller
mitojenik sinyaller olarak adlandirilmaktadir. Bu sinyallerin siirdiiriilebilmesi i¢in
kanser hiicresi farkli yollara bagvurmaktadir. Kanser hiicresi biiylime faktorii
salgilayarak ve hiicre membraninda daha fazla veya daha hassas biiylime faktorii
reseptorli ifade ederek kendi proliferasyonunu tetikleyebilmektedir. Diger yandan,
normal komsu hiicrelerin biiylime faktorleri salgilamasini saglayarak da biiylimesini
strdiirebilmektedir. Buna ek olarak, biiylime faktorii veya reseptoriiniin
baglanmasindan bagimsiz bir sekilde hiicresel yolaklari aktif hale getirerek sonsuz bir
boliinme saglayabilmektedir (Bhowmick vd., 2004; Cheng vd., 2008).

Kanser hiicreleri biiytime faktorlerini aktif hale getirdikleri gibi, proliferasyonu

inhibe eden yolaklar1 da devre dis1 birakip sinirsiz bir sekilde boliinmektedirler. Bu



kapsamda, hiicrenin proliferasyon veya apoptozunda rol oynayan proteinlerde,
islevsizlik veya inhibisyon goriilmektedir. Bu durum ise kanser hiicrelerinin sinirsiz
bir sekilde boliinmesine sebep olmaktadir (Deshpande vd., 2005; Lipinski & Jacks,
1999).

Kanser hiicrelerinin sinirsiz bir sekilde boliinmelerini saglayan bir diger
mekanizma ise siirsiz replikasyonun devreye girmesidir. Normal hiicreler telomer
kisalmas1 yliziinden belirli bir replikasyon sonrasinda senesense girerek boliinme
evreleri durmaktadir. Bunun aksine kanser hiicrelerinde telomerlerin kisalmasini
engelleyen telomeraz enziminin asir1 ifadesi ile kanser hiicreleri sinirsiz bir

replikasyon kapasitesine sahip olurlar (Robinson & Schiemann, 2022).

2.1.2.Oliimden Kacis
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Apoptoz veya programlanmis hiicre Oliimii, ¢ok hiicreleri canlilarda
proliferasyonu kontrol altinda tutmakla homeostaziyi saglamaktadir. Bu mekanizma
sayesinde organizmada bulunan zararli veya ihtiya¢ duyulmayan hiicreler kontrollii
bir sekilde elimine edilmektedir. Nekrozun aksine apoptoz herhangi bir enflamasyona
sebep olmadan hiicreleri oldiirmektedir. Apoptoz hiicresel boyutta kromatinin
yogunlasmasi, hiicrenin bliziigmesi, apoptotik cisimciklerin olusumu ve komsu
hiicreler veya ekstraseliiler matriks (ECM) ile baglarin kopmasi ile karakterize
edilmektedir (Goldar vd., 2015). Biyokimyasal seviyede, apoptoza giren hiicrelerde
Deoksiriboz Niikleik Asitin (DNA) fragmente olmakta ve bu kesim sistematik bir
sekilde interniikleozomik bolgelerden gerceklesmektedir (Kaufmann vd., 2000;
McArthur & Kile, 2018). Diger yandan, membranda bulunan fosfotidil serinler
membranin i¢ yliziinden dig yiliziine gecmektedir. Makrofajlarin fosfotidil serinlere
kars1 reseptorleri bulunmaktadir ve bu sekilde enflamasyon olusturmadan apoptotik
hiicreleri elimine etmektedirler (Vallabhapurapu vd., 2015).

Biyokimyasal boyutta en Onemli degisim ise kaspaz proteinlerin
aktivasyonunda gerceklesmektedir. Farkli kaspazlarin rol oynadigi ve apoptozun

aktivasyonunun saglandig iki yolak bulunmaktadir.

I¢sel apoptoz yolagt

Igsel (intrinsik), klasik veya mitokondrial olarak adlandirilan yolak, memeli
hiicrelerinde en sik kullanilan apoptoz yolagidir (McArthur & Kile, 2018). Hiicrenin
i¢sel yolak iizerinden apoptoza girip girmemesi pro-apoptotik ve anti-apoptotik
proteinler iceren B Hiicreli Lenfoma Geni-2 (BCL-2) protein ailesinin dengesine
baglidir. DNA hasari, radyasyon, oksidatif stres gibi hiicre i¢i stresler dengenin pro-
apoptotik kisma kaymasini saglar ve hiicre apoptoza yonelir. BCL-2 ailesine ait anti-
apoptotik proteinler olan B Hiicreli Lenfoma-Ekstra Biiyiikk (BCL-X) ve BCL-2
proteinleri, pro-apoptotik olan BCL-2 ile Iliskili X Proteini (BAX) ve BCL-2
Homolog Antagonist Oldiiriicii (BAK) proteinlerini inhibe ederler. Hiicresel stresler
ilk olarak, BCL-2 ailesine ait pro-apoptotik BCL-2 homoloji alan1 3-yalnizca (BH3-
only) Proteinlerinin (BCL-2 Etkilesimli Hiicre Oliimii Aracis1 (BIM), BH3 Etkilesimli
Alan Oliim Agonisti (BID), BCL-2 ile Iliskili Hiicre Oliimii Agonisti (BAD))
aktivasyonunu saglar. BH3-only proteinleri BCL-X ve BCL-2 proteinlerini inhibe eder
ve bu sayede BAX ve BAK proteinleri mitokondrinin dig membranina baglanarak por

olusturulabilirler. Bu porlardan salgilanan sitokrom-c, sitoplazmada bulunan



Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor-1 (APAF-1) proteinlerine baglanir ve kaspaz-
9 ile birlesen bu komplekse “apoptozom” adi verilir. Hiicrede, kaspazlar pro-kaspaz
halinde bulunurlar ve aktivasyon sonrasinda kesilerek kaspaz olarak siirece dahil
olurlar. Bagslatic1 kaspazlardan kaspaz-9, diger kaspaz-9’lar1 aktive ettikten sonra
“cellat kaspaz” olarak adlandirilan kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’nin aktivasyonunu
saglarlar. Bu kaspazlar ise hiicrenin DNA’sinin parcalanmasi (fragmentasyon) ve
sitoiskelet proteinlerinin degradasyonunu ile hiicrenin biiziiserek apoptotik
cisimciklere ayrilmasini saglamaktadir (Jin & El-Deiry, 2005; Yuan & Akey, 2013).
Sitotkrom-c ile mitokondriden Apoptoz Tetikleyici Faktor (AIF) ve endoniikleaz G
proteinleri salgilanir. Bu proteinler, kromatinin yogunlasmasini ve DNA’nin

fragmentasyonunu tetikleyerek apoptoza katki saglamaktadir (Sevrioukova, 2011).

Dussal apoptoz yolagi

Digsal (ekstrinsik) apoptoz yolagi hiicre membraninda bulunan reseptorlere
(Fas Reseptorii (FasR), Tiimor Nekroz Faktorii ile ilgili Apoptoz indiikleyici Ligandin
Reseptorii (TRAIL-R), Timor Nekroz Faktorii Reseptorii 1 (TNF-R1)) olim
ligandlarinin (TNF-a, Fas Ligand (FasL), TRAIL) baglanmasi ile baslamaktadir
(Kashyap vd., 2021). Baglanma sonucunda, Fas ile Iliskili Oliim Alam Proteini
(FADD) adaptor protein araciligi ile reseptore baglanmasi ile kaspaz-8 aktif hale
gelmektedir. Baslatic1 kaspaz olan kaspaz-8, diger kaspaz-8’lar1 aktif hale getirdikten
sonra “cellat kaspaz” olan kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’leri aktive etmektedir. Bu
aktivasyona paralel olarak kaspaz-8, igsel yolagi BID proteinini aktive ederek
tetiklemektedir. Aktif BID proteini, BH3-only proteinlerini aktive ederek sitokrom-c
salgilanmasini tetiklemektedir. Sonug olarak, iki yolak da, ortak cellat kaspazlarin
aktivasyonu sonucunda hiicrenin apoptoza gitmesini saglamaktadir (Elmore, 2007;

Goldar vd., 2015; Jin & El-Deiry, 2005).

Kanserde deregiile olan mekanizmalar

Hiicre, oliim ile yasam arasinda bir dengede durmaktadir. Bu dengenin
bozulmasi hiicrede patolojilere sebep olmaktadir. Kanserde, apoptozu tetikleyen
proteinlerin  azalmasi1 ve/veya apoptozu inhibe eden proteinlerin  artigi
gozlemlenmektedir (Goldar vd., 2015). Bu bozukluklar hem ig¢sel hem dissal apoptoz
yolaklarinda rol oynayan aktorlerde goriilmektedir. Farkli kanserlerde, BCL-2 protein

ailesinde bulunan anti-apoptotik proteinlerinde artis ve/veya pro-apoptotik



proteinlerinde diistis goriilmektedir (Fulda, 2009; Kang & Reynolds, 2009). Diger
yandan, digsal yolakta kaspaz-8’i inhibe eden hiicresel FLICE Benzeri Inhibitor (c-
FLIP) proteininde artis, kanser olusumuna neden olabilmektedir (Safa & Pollok,
2011). Bunlara ek olarak, iki apoptoz yolaginda da 6nemli rol oynayan kaspazlarda
ortaya ¢ikacak herhangi bir alterasyon kansere sebep olabilmektedir (Fong vd., 2006).
Bu nedenle, kansere kars1 gelistirilmeye calisilan tedavilerde apoptozu spesifik olarak
kanser hiicrelerinde tetikleyen calismalar 6n plana g¢ikmaktadir. Bu kapsamda
giiniimiizde yiiriitilen klinik arastirmalar ve Amerika Gida ve Ilag Idaresi (FDA)
onaymi almis ilaglar bulunmaktadir (Green & Kroemer, 2005). Fakat, kanser
hiicrelerinin siirekli gelistirdikleri kagis stratejileri, apoptozu indiikleyecek yeni

tedavilerin gelistirilmesini gerektirmektedir (Fulda, 2010).

2.1.3.Son Vurus: Metastaz

Hiicre gogii ve istilasi olarak adlandirilan metastaz kanser hiicrelerinin kaynak
dokudan bagka bir dokuya kan dolasimi aracilifi ile go¢ etmesine verilen addir
(Wittekind & Neid, 2005). Normal hiicrelerde hiicre hareketi siki bir kontrol altindadir.
Embriyogenez veya yara iyilesmesi gibi durumlarda hiicreler, kontrollii bir sekilde bir
bolgeden bir bagka bolgeye go¢ (migrasyon) edebilirler. Bu durumun
gerceklesebilmesi i¢in organize ve epitelyal karaktere sahip hiicreler Epitelyal-
Mezenkimal Doniisiime (EMT) girmek durumundadir (Vanharanta & Massagué,
2013). Bu doniisiim metastatik kanser hiicrelerinde parsiyel veya tamamen
gercekleserek hiicrenin migrasyonuna olanak saglamaktadir. Metastaz, ilk olarak
invazyon basamag: ile baslamaktadir. Bu asamada, epitelyal olarak organize olan
hiicrelerin, hiicreleraras1 ve Ekstraseliiler Matriks (ECM) baglar1 zayiflamaktadir.
Bunun nedeni ise kanser hiicrelerinin EMT’ye girmeleridir. Bu doniisiime giren
hiicreler E-kaderin yerine N-kaderin, vimentin gibi mezenkimal markorleri ekspres
etmeye baslamaktadirlar. Bu ekspresyona paralel olarak matriks Metaloproteinazlarin
(MMP) ifadesinde ve aktivasyonunda da artis meydana gelmektedir. Bu da kanser
hiicrelerinin, bazal membran1 ve ECM nin degradasyonunu saglamaktadir. ECM’nin
degradasyonu, sitokin ve biiylime faktorlerinin salgilanmasina neden olmaktadir. Bu
ise, kanser hiicrelerinin proliferasyonuna katki saglamaktadir (Lamouille vd., 2014).
Invazyon asamasinda kanser hiicreleri toplu veya tekli olarak go¢ edebilmektedirler

(Friedl vd., 2012). invazyondan sonra kanser hiicreleri, intravazasyon veya diger



adiyla trans-endotelyal gé¢ asamasina gegmektedirler. Bu etapta bazal membrani ve
ECM’yi degrade eden hiicreler, kan veya lenfatik dolasima ge¢mektedirler. Bu
asamada kemoatraktanlarin etkisi altinda, hiicrelerin molekiiler yapisinin ve
sitoiskeletinin degisime ugradigi goriilmektedir (Zavyalova vd., 2019). Kan veya
lenfatik damarin liimenine gegen kanser hiicresi Dolasimdaki Kanser Hiicresi (CTC)
olarak adlandirilmaktadir. Dolasima gecen CTC’ler, hidrodinamik kesme kuvveti,
bagisiklik sistemi hiicreleri, besleyici faktorlerin eksikligi gibi 6nemli sayida stresle
kars1 karsiya gelmektedirler. Fakat CTC’ler, bu sorunlarla basa ¢ikmak igin
trombositlere baglanarak, hedefledikleri dokuya korumali bir yolculuk ile ulastiklar

gosterilmistir (Joyce & Pollard, 2009).
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Sekil 2.2 Metastaz asamalar: (Saxena & Christofori, 2013)

CTC’lerin metastaz olusturacaklar1 dokuya girebilmeleri i¢in ekstravazasyon
siirecinden ge¢meleri gerekmektedir. Bu asamada kanser hiicrelerinin iki farkli
mekanizma kullandiklar1 gosterilmistir. Birinci mekanizmada, hiicrelerin damarin i¢
ylizeyine baglanip koloni olusturduktan sonra, damar duvarini degrade edip
parenkimaya ulastiklar1 gosterilmistir. Diger mekanizmada ise, kanser hiicreleri,
damari olusturan endotelyial hiicreler ve perisitleri kenara iterek aralarindan gecerek
parenkimaya ulastigi gosterilmistir (Al-Mehdi vd., 2000). Hedefledikleri dokuya

ulasan kanser hiicreleri mikrometastaz olustururlar. Bu asamada, kanser hiicrelerinin



metastaz olusturmak i¢in dokular arasi se¢im yaptigi, 1889 yilinda “tohum ve toprak”™
teorisi olarak ileri siiriilmistiir (Akhtar vd., 2019). Bu kapsamda, prostat kanser
hiicrelerinin 6zellikle kemik dokuda metastaz olusturduklar1 gdsterilmistir (Archer
Goode vd., 2023). Mikrometastaz sonrasinda, kanser hiicrelerinin yeni dokuda
bliyliylip makrometastaz veya kolonizasyon yapacaklariin bir zorunlulugu yoktur.

Fakat bu hiicreler siklikla hastaliin niiks etmesine neden olmaktadir (Unal vd., 2018).

2.1.4.Kanser Epidemiyolojisi

Diinyada ve Tirkive’de Kanser

A B

Meme

B2 261 419 (11.7%)

— Akciger

41264 (17.6%)

Ty

Akciger

2206 771 (11.4%)

_.;,”
5
Diger kanserler %
9 534 835 (49.4%)
Prostat
1414 259 (7.3%)

Kolon
1148 515 (6%)

Diger kanserler
97 729 (41.8%) Meme
| 26175 103%)

19 444 (8.3%)

1089 103 (5.6%)
Karacifer
905 677 (4.79%)

Thyroid
13682 (5.9%)

Kolon

12217 (52%)
Mide

732 210 (3.8%) 12 248 (5.2%) 13075 (5.6%)

Total : 19 292 789 Total : 233 834

Sekil 2.3 2020 yilinda kanser vakalari. (A)Diinyada (B) Tiirkiye 'de 2020 yilinda
Kiiresel Kanser Gozlem Verilerine (GLOBOCAN) gére kanser sayilart

Diinya Saglik Orgiitii’'ne (WHO) bagli olan Uluslararasi Kanser Arastirma
Ajanst’nin (IARC) 2020 yili verilerine bakildiginda diinyada biitiin kanserler dahil
edildiginde yeni vakalarin 19.292.789 kisi oldugu ve 6liim sayisinin ise 9.958.133 kisi
oldugu goriilmektedir. Bu sayilara Tiirkiye’de bakildiginda yeni vaka sayisinin
233.834 oldugu ve 6liim sayisinin da 126.335 olarak belirlendigi goriilmektedir. Buna
ek olarak, Tiirkiye’de 5 yil igerisinde vaka sayisinin 581.636 vakaya yiikselmesi
beklenmektedir. 75 yasindan once kanser olma olasiligi %23,3 ve kanserden 6lim
olasilig1 ise %13 olarak belirlenmistir. Diinyada ve Tiirkiye’de en sik goriilen kanser

tipleri meme, akciger ve prostat kanserleri olarak belirlenmistir (Cancer Today, 2022).



Diinyada ve Tiurkive’de Prostat Kanseri

A B

Akciger
1 435 943 (14.3%)

Akciger

34 207 (25.8%)
Diger kanserler

43801 (33%)

Prostat
1414 259 (14.1%)

Diger kanserler
4378 142 (43.5%)

Mide
719523 (7.1%) Pankreas

4822 (3.6%)
Karaciger Rektum

Prostat
19 444 (14.6%)

632 320 (6.3%) 5151 (3.9%)
Kolon Kolon
600 896 (6%) 6728 (5.1%) ™
a—_ Rektum lesane

440 864 (4.4%) 443 358 (4.4%) 8187 (6.2%) 10476 (7.9%)

Total : 10 065 305 Total : 132 816

Sekil 2.4 2020 yilinda erkeklerde goriilen kanserler. (A)Diinyada (B) Tiirkiye 'de
2020 yithinda GLOBOCAN verilerine erkeklerde goriilen kanser vakalari

WHO’nun verilerine gore 2020 yilinda diinyada erkeklerde en sik gézlemlenen
ikinci kanser tipi prostat kanseridir. Toplam kanser vakalarinin %14,1’ini prostat
kanser vakalar1 olusturmaktadir. Buna ek olarak, prostat kanserinden 6len kisi sayisi
375.304 kisi ile 5. siradadir. Tiirkiye’de bu sayilara bakildiginda ise, prostat kanser
vaka sayis1 19.444 ile ikinci sirada yer almaktadir. Oliim sayilarina bakildiginda
Tiirkiye’de prostat kanserinden vefat eden kisi sayis1 5.464 kisidir. Gelecek 5 yil i¢in
ongoriilere gore her 100.000 kisiden 167’sinin prostat kanseri olacag varsayillmaktadir

(Cancer Today, 2022).

2.2. Prostat Kanseri
2.2.1.Prostat Anatomisi ve Biyolojisi

Yunancada "prostates" yani "koruyucu" veya "6nde duran" anlamina gelen
prostat, idrar ve iireme sistemlerinin kavsaginda bulunmaktadir. Saglikli bir prostat,
yetiskinlikte genellikle bir ceviz biiylikligiinde olup 15 ila 25 gram arasinda bir
agirliga sahiptir. Dogumda oldukea kiiciik olsa da ergenlik doneminde biiyiimekte ve

60 yasindan sonra ikinci bir biiyiime evresine girmektedir.
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Sekil 2.5 Erkekte iireme ve idrar organlart

Prostat, mesanenin altinda, prostatik bolmede bulunan bir boslugun i¢inde yer
almaktadir. Erkek lireme sisteminde prostatin temel gorevi, spermin bir bileseni olan
seminal s1viy1 liretmek ve depolamaktir. Bu seminal s1vi, Prostatik Asit Fosfataz (PAP)
ve Prostat Spesifik Antijen (PSA) gibi ¢esitli enzimleri icermektedir. PSA, spermin
stvilastirilmasina katkida bulunmaktadir. Seminal sivinin yaklasik %10 ila %30
prostat tarafindan tiretilirken, geri kalani ise seminal vezikiilden gelmektedir (Monge,
2008). Prostat, ii¢ farkli anatomik bélgeden olugmaktadir. Bunlar, iiretra ¢evresinde
bulunan gegis bolgesi, ejakiilasyon kanallarinin etrafindaki merkezi bdlge ve cevresel
bolgedir. Her bir bolge i¢in prostat kanseri goriilme oranlari ortaya konulmustur. Bu
kapsamda prostat kanserinin %75 ile en sik ¢evresel bolgede goriildiigii gosterilmistir

(Sathianathen vd., 2018).

Sekil 2.6 Prostat bezinin anatomik ve hiicresel yapist (Lamb vd., 2011)
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Rektumun 6niinde ve dogrudan mesanenin altinda bulunan prostat, iiretranin
cevresini sarmaktadir. Erkek iiretrasinin iki temel islevi vardir: miktasyon sirasinda
idrar atilim1 ve ejakiilasyon sirasinda spermin taginmasidir. Ejakiilasyon kanallari,
prostatin i¢inde bulusmaktadirlar. Prostatin igeresinde, iiretra, deferan kanali
(spermlerin testislerden c¢ikip prostata ulagsmasini saglayan) ve seminal vezikiil
(spermatozoitleri beslemek i¢in sivi iireten) ile baglanti kurulmaktadir (Aaron vd.,
2016; Lamb vd., 2011). Prostat bezi, asinus adi verilen bir dizi 6geden olusmaktadir.
Bu asinuslerin hiicresel yapisina bakildiginda iki farkli yapiyla karsilasilmaktadir:
epitelyal doku ve stromal doku. Epitelyal doku, bazal ve liiminal olmak tizere iki farkli
hiicre katmanindan olusmaktadir. Bazal katman, kok hiicreler ve farklilasmamis
boliinen hiicrelerden olusurken, liiminal katman ise farklilasmis ve sekresyon yapan
hiicrelerden olusmaktadir. Liiminal katman hiicreleri, bazal katman hiicrelerinin
aksine Androjen Reseptorii (AR) eksprese etmektedirler (Liu & True, 2002). Stromal
dokuda ise fibroblastlar, diiz kas hiicreleri, endotelyal hiicreler, sinir hiicreleri ve
lenfatik hiicreler bulunmaktadir. Bu hiicreler farkli biiylime faktorleri salgilayarak,
epitelyal dokuda bulunan hiicrelerinin proliferasyonunu ve apoptozunu kontrol

etmektedir (Wong & Wang, 2000).

2.2.2.Prostat Kanser Olusumu

Prostat kanseri histolojik olarak 3 evreye ayrilmaktadir: Prostat Epitelyal Ici
Neoplazma (PIN), adenokarsinoma ve metastaz. PIN asamasinda, prostat epitelyal
hiicrelerinde neoplazma dedigimiz anormal bir hiicre proliferasyonu goriilmektedir.
Bu ise prostatta enflamasyona yol agmaktadir. Hiicre proliferasyonunun artisi,
DNA’da olusan farkli mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Buna ek olarak, telomeraz
enziminin aktivitesinin artist bu asamada goriilmektedir. Adenokarsinoma
asamasinda, hiicreler bazal membrani gecip stromal dokuda da biliyiimektedir. Bu
asamada kanser hiicrelerinde, embriyonik gelisimde aktif olan genler ifade
edilmektedir. Son olarak, EMT gerceklestiren kanser hiicreleri, kan ve lenfatik
dolasima gecerek metastaz yapmaktadir. Prostat kanser hiicreleri en ¢ok kemik dokuya

metastaz yapmaktadir (Sekhoacha vd., 2022).
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Sekil 2.7 Prostat kanserin olusumu ve ilerleme evreleri (Sekhoacha vd., 2022)

Prostat, hormona bagli bir organdir. Testosteron ve Sa-dihidrotestosteron
(DHT) hormonlart, prostat epitelyal hiicreleri iizerinde etkilidir. Bu hormonlar, prostat
hiicrelerinde AR’ye baglanmaktadirlar. AR-hormon kompleksi hiicre cekirdegine
girmekte ve ko-regiilatorler esliginde, farkli gen ekspresyonlarini regiile etmektedir.
Bu genler arasinda en 6nemlisi ise PSA’dir (Feng & He, 2019). Fizyolojik olarak
spermin sivilagsmasini saglayan bu enzim, prostat kanserinin ilerlemesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Yapilan c¢alismalarda PSA artisinin, proliferasyonu tetikledigi,
apoptozu inhibe ettigi, metastazi ve anjiogenezi arttirdig1 gosterilmistir (Moradi vd.,
2019). AR mutasyonu ve amplifikasyonu ise, metastatik prostat kanserlerinin

%60’1nda gorilmektedir (Aurilio vd., 2020).

2.2.3.Prostat Kanserinin Risk Faktorleri

19. yiizyilda nadir bir hastalik olarak tanimlanan prostat kanseri, diinyada ve
tilkemizde her gecen yil artis gostermektedir. Tani tekniklerinin geligsmesi ile
kanserlerin tespiti kolaylagsmistir. Buna ek olarak, ortalama yasam siiresinin artmasi
ile prostat kanseri vakalarinda artis gézlemlenmistir. Prostat kanserinin prognostiginin
iyl olmasi, tam1 ve tarama tekniklerinin gelistirilmesi ve tedavi yodntemlerinin
tyilestirilmesi ile baglantili oldugu gdsterilmistir (Rakotondrahaso, 2019).

Prostat kanserinin baglica risk faktorleri sunlardir:
- Yas: Prostat kanseri 70 yasindaki erkelerde daha sik goriilmektedir.
- Irk: Afrika kokenli kisilerin prostat kanserine daha yatkin olduklari

gosterilmistir.
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- Aile: Kisinin ailesinde bir veya daha fazla prostat kanseri vakasi varsa, kisinin
prostat kanseri olma olasilig1 artmaktadir. Buna ek olarak, akrabada prostat
kanseri geng yasta goriildiigii zaman, risk daha da artmaktadir.

- Kronik enflamasyon: Viriis, idrar refliisii veya endokrin bozucular tarafindan
bagisiklik sisteminin gereksiz bir sekilde aktive edilmesi, reaktif
molekiillerinin salimimina neden olmaktadir. Bu molekiiller ise prostatin
epitelyal hiicrelerinin DNA’sin1 bozulmasina neden olmaktadir. DNA’s1
bozulmus hiicreleri yenilemek i¢in proliferasyonun artisi1 ve bu hiicrelerinde
mutajenik molekiillere maruz kalmasi prostat kanseri olusumuna neden
olmaktadir (Lamb vd., 2011).

- Yasam tarzi ve yeme aligkanliklart: Yapilan ¢alismalar kirmizi ve yaglh et
tiiketiminin, prostat kanseri ile iligkili oldugunu ortaya koymustur (Michaud
vd., 2001). Diger yandan, hormonlara benzeyen endokrin bozucu kimyasallar,
prostat kanseri i¢cin 6nemli risk faktorleridir. Bu kimyasallar pet siseler, makyaj
malzemeleri, temizlik Uriinleri, sentetik kiyafetler ve mutfak geregleri gibi
kaynaklardan viicudumuza girmektedirler. Bu endokrin bozucular, hormona
bagli bir doku olan prostatin epitelyal hiicrelerine girerek AR’ye baglanmakta
ve gen ekspresyonunu deregiile etmektedir. Bu deregiilasyon ise proliferasyon
artisina ve kanser olusumuna sebep olabilmektedir (Corti vd., 2022).

- Genetik bozukluklar: Farkli mutasyonlarin prostat kanseri i¢in risk faktori
oldugu gosterilmistir. Prostat kanserlerinin %80’ninde gdriilen kromozom 8p
bolgesinin kaybi, onemli bir risk faktoriidiir. Bu bolge, NKX3-1 genini
kodlamaktadir. Farede yapilan caligmalarda, NKX3-1 mutant hayvanlarinin
bir sene igerisinde prostat kanseri gelistirdikleri gosterilmistir. BRCA, PTEN,
Akt, p53, telomeraz veya AR gibi genlerde olusan mutasyonlar da prostat

kanseri i¢in 6nemli risk faktorlerdir (Lamb vd., 2011).

2.2.4.Prostat Kanseri Teshisi ve Evreleri

Kanser teshisi i¢in PSA konsantrasyonu, rektal tuse, Prostata Ozgii Membran
Antijeni Pozitron Emisyon Tomografi Taramasi (PSMA PET-scan), Manyetik
Rezonans Goriintileme (EMAR), biyopsi gibi farkli metotlar birlikte

kullanilmaktadir.
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Prostatin epitelyal hiicreleri tarafindan salgilanan PSA, kanda eser miktarda
bulunmaktadir. PSA konsantrasyonu, yas ilerledik¢e, prostat enfeksiyonunda
(prostatit) ve prostat kanserinde artmaktadir. FDA tarafindan onaylanan PSA 6l¢iimii,
prostat kanseri teshisinde en dnemli biyomarkordiir. PSA konsantrasyonunun 4 ng/mL
altinda olmasi normal kabul edilmektedir. PSA konsantrasyonu 4 ile 10 ng/mL
arasinda olmasi1 prostat kanseri riskine isaret ederken, 10 ng/mL {izerindeki
konsantrasyonlarda ise ileri seviye prostat kanserinden bahsedilmektedir (Bradford
vd., 2006).

Prostat, fizyolojik olarak diiz ve sik1 bir yapiya sahiptir. Rektal tuse, invazif
olmayan bir muayene teknigidir. Prostatin rektumun 6niinde olmasi, doktorun prostata
dokunmasina olanak saglamaktadir. Rektal tuse ile prostatta herhangi bir yapisal ve
hacim degisikligi bu sekilde tespit edilebilmektedir (Sekhoacha vd., 2022).

Prostat kanserini  evrelerini  smiflandirmak i¢in  farkli  metotlar
kullanilmaktadir. Timoér—Diigiim—Metastaz (TNM) siniflandirilmasi tiimdriin boyutu
(T), yakin bolgedeki lenfatik bezleri metastaz yapmasi (N) ve uzak dokulara metastaz
yapmast (M) lizerinden bir degerlendirme yapmaktadir (Hoedemaeker vd., 2000).

Tablo 2.1°de her evre i¢in alt siniflandirmalar ve bunlarin tanimlar1 gdsterilmistir.

Tablo 2.1 Prostat kanserinde TNM siniflandirmast

Smif | Tanim

T1 Rektal tusede fark edilmez ve klinik goriintiilemede goriinmez

Tla | Tumor, rezeke edilen dokunun %5 ni olusturur

T1b | Timor, rezeke edilen dokunun %5’ten daha biiyiik bir oranini olusturur

Tlc | Yiksek PSA sonucu igne biyopsisi ile yapilan teshis edilen timor

T2 | Makroskopik olarak goriilen ve rektal tisede fark edilen

T2a | Bir lobun %50’sinden azin1 olusturan timor

T2b | Bir lobun %50’sinden ¢ogunu olusturan timor
T2c | Her iki lobda da goriilen timor

T3 Prostat kapsiiliiniin digina tasan tiimor (Bu seviyede prostatin ekzisyonunun
klinik bir anlam1 kalmamaktadir)
T3a | Unilateral veya bilateral biiyliyen timor

T3b | Seminal vezikiillere ulasan timor

T4 Timor yakin bolgedeki dokulara (mesane, iiretra, rektum) yayilmasi

NO | Lenf bezlerinde metastaz olugsmamasi

N1 Lenf bezlerinde metastaz olusumu

MO | Uzak bolgelerde metastaz olusmamasi

M1 | Uzak bolgelerde metastaz olugmasi (6zellikle kemik dokusunda)
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Prostat kanserini siniflandirmak i¢in kullanilan bir diger metot ise 1966 yilinda
gelistirilen Gleason skorudur. Bu siniflandirilmada, biyopside elde edilen dokularda
hiicrelerin farklilasma seviyesine bakilmaktadur. Iyi farklilasmis kanser hiicrelerine 1
verilirken, farklilasmamis kanser hiicrelerine 5 verilmektedir. Eger biyopsi dokusunun
tamaminda ayni1 hiicreler goriiliiyorsa, verilen say1 iki ile ¢arpilmaktadir. Eger iki farkli
hiicre farklilasma seviyesi goriililyorsa skor, goriilen seviyelerin toplamidir. Bu
sekilde, Gleason skoru 2 ile 10 arasinda degisebilmektedir. Gleason skoru 2 ile 4
arasindaysa diisiik risk, 5 ile 6 arasindaysa ortalamadan diistik risk, 7 ise orta risk, 8
ile 10 arasindaysa yiiksek risk olarak kabul edilmektedir (Lopez-Beltran vd., 2006).

Son olarak, D’Amico simiflandirilmasi ise, TNM smiflandirmasini, Gleason
skorunu ve PSA seviyesini bir arada degerlendirmektedir (Preisser vd., 2020).

Boylelikle 3 sinif olusmaktadir:

Tablo 2.2 Prostat kanserinde D’ Amico siniflandirilmasi

TNM Gleason skoru PSA
Diistik risk Tlc veya T2 <6 <10ng/mL
Orta risk T2b 7 10-20ng/mL
Yiiksek risk T2c >7 >20ng/mL

2.2.5.Prostat kanserinde kullanilan tedaviler

Tani i¢in kullanilan PSA 6l¢limii, Gleason skoru ve TNM siniflandirmasi ile
kisinin yas1 ve saglik durumu, prostat kanseri hastasinda kullanilacak tedavileri
belirlemeye yardimci olmaktadir. Diistik riskli hastalarda gozlemleme, prostatektomi
ve radyoterapi kullanilmaktadir. Daha ileri seviyedeki hastalarda ise, cerrahi veya
farmakolojik kastrasyon (kisirlastirma) sonrasinda Androjen Yoksunlugu Tedavisi
(ADT) uygulanmaktadir ve olumlu sonuglar vermektedir. Fakat, bu tedaviler
Metastatik Kastrasyon Direngli Prostat Kanseri (mCRPC) icin olumlu yanit
olusturmamaktadir. Bu nedenle, yeni tedavilerin gelistirilmesini gerektirmektedir

(Sandhu vd., 2021).
Gozlemleme

Diisiik riskli hastalarda veya ileri yastaki hastalarda aktif gozlemleme

yapilmaktadir. Bu kapsamda, kisinin araliklarla kandaki PSA seviyesi ve tlimoriin
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histolojik yapis1 takip edilmektedir. Gozlemleme, hastanin erektil fonksiyonunu
koruyarak, yasam kalitesini etkilememekte ve gereksiz tedavilerden korumaktadir.
Fakat takibin dogru yapilmamasi veya hastalifin hizlanmasi, kanseri daha da

agresiflestirebilmektedir (Sathianathen vd., 2018).

Prostatektomi

Prostatin cerrahi olarak tamamen alinmasina prostatektomi denilmektedir. Bu
tedavi, metastaz olusmamis ve lokal olarak gelismis tiimorlii hastalara radyoterapi
veya kriyoterapi tedavilerinden sonra uygulanmaktadir. Kanserin yayilmasini
engellemesine ragmen prostatektomi, yasam siiresinin azalmasina, erektil

disfonksiyona ve idrar kagirma gibi sorunlara neden olmaktadir (Costello, 2020).

Kriyoterapi
Kriyoterapide, prostatin igerisine problar yerlestirilmekte ve -100 ile -200°C

arasinda 10 dakika boyunca prostat sogutulmaktadir. Bu sekilde kanser hiicreleri
oldiiriilmeye calisilmaktadir. Buna ragmen siklikla, erektil disfonksiyon ve idrar

kagirma gibi sorunlar meydana gelmektedir (Mouraviev & Polascik, 2006).

Radyoterapi

Radyoterapi, prostat kanser tedavisinde en etkili metot olarak ortaya
cikmaktadir. Bu tedavide radyasyon verilerek, spesifik olarak kanser hiicreleri
hedeflenmektedir ve 6zellikle cerrahi islem gegirmemis hastalarda uygulanmaktadir.
Bu amagla farkli radyoterapi cesitleri gelistirilmistir:

- Brakiterapi yonteminde radyasyon kaynagi, direkt prostatin igerisine
yerlestirilmektedir. Ardindan diisiik ve yiiksek doz radyasyon verilerek, kanser
hiicreleri yok edilmeye ¢alisilmaktadir. Bir giin veya bir giinden daha az siiren
bu tedavi, erektil fonksiyonu etkilemedigi i¢in diisiik riskli hastalarda tercih
edilen tedavilerin baginda gelmektedir.

- D1s Isin Radyasyon Tedavisinde (EBRT), prostati spesifik olarak hedefleyen
X 1ginlari, hastaya disaridan verilmektedir. Bu metot 6zellikle orta ve yiiksek
riskli hastalarda, ADT ile kullanildiginda, metastatik hiicreleri azaltmak i¢in
etkili oldugu gosterilmistir. Diger yandan, diisiik riskli hastalarda,

prostatektomiden daha etkili oldugu ortaya konulmustur. Fakat bu tedavide,
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kalp ve akciger rahatsizlig1, kas agrilari, erektil disfonksiyon ve idrar kagirma
gibi sorunlar da beraberinde gelmektedir.

- Radyum-233 terapisinin, ADT ye direng gosteren ve 6zellikle kemik metastazi
olusmus hastalarin, hayatta kalmasi ve iyilesmesi i¢in dnemli bir etkiye sahip
oldugu gosterilmistir. Kalsiyumu taklit eden bu molekiil, kemik dokuda
spesifik olarak prostat kanser hiicrelerine girerek bu hiicreleri 6ldiirmektedir

(Sekhoacha vd., 2022).

Hormonoterapi (ADT)

ADT, ilerlemis ve metastatik prostat kanseri tedavisinde kullanilmaktadir.
Terapotik mekanizmasi, testosteronun ve diger androjen hormonlarin iiretiminin
bloke edilmesi {izerinedir. Androjenler, AR’lerine baglanarak prostat kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu tetiklemektedirler (Liu & True, 2002) ADT’de,
orsicktomi veya Gonadotropin Salgilatict Hormon (GnRH) agonistleri veya
antagonistleri verilerek medikal kastrasyon yapilmaktadir. Bu tedavinin farkl tipleri
diisiik riskli hastalarda kullanildig1 gibi, ileri seviye metastatik hastalarda da
kullanilmaktadir. Fakat bu tedavi kisa ve uzun vadede, kalp hastaliklari, insiilin
direnci ve cinsel bozukluklar gibi yan etkiler olusturabilmektedir. Bu tedavinin
kullanimindan sonra, proliferasyonuna devam eden ve metastatik olan kanserlere

mCRPC denilmektedir (Crawford vd., 2015; Molina & Belldegrun, 2011).

Immunoterapi

Immunoterapi veya biyolojik tedavi, kisinin kendi bagisiklik sistemini aktive
ederek kanser hiicrelerine kars1 savagmasini saglamaktadir. Bu dogrultuda, 6zellikle
mCRPC’lerde farkli immunoterapilere basvurulmaktadir. Bunlar baslica, bagisiklik
kontrol noktasi inhibitorleri, asi bazli immunoterapi ve adaptif immiin hiicre
terapileridir. Terapi olarak etkili ve diger tedavilere kiyasla daha az yan etkisi olmasi
nedeniyle, bu tedavinin son yillarda kullanimi ve arastirilmasi on plana ¢ikmaktadir

(Maselli vd., 2023).

Kemoterapi

Kemoterapide, farkl ilaglar kullanilarak spesifik olarak kanser hiicreleri yok
edilmeye calisilmaktadir. Prostat kanseri tedavisinde Ozellikle kastrasyona direng

gosteren hastalarda, kemoterapi kullanilmaktadir. Prostat kanserinde en yaygin
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kullanilan kemoterapéotik ajan, (DCX) Docetaxel’dir. DCX, hiicrede mikrotiibiillerin
depolimerizasyonunu engelleyerek, hiicre boliinmesini inhibe etmekte ve hiicreleri
apoptoza gotiirmektedir. Fakat bazi durumlarda, prostat kanser hiicreleri, Docetaxel’e
kars1 da diren¢ kazanmaktadir. Bu nedenle, Cabazitaxel veya Enzalutamide (EZA) gibi
alternatif kemoterapdtik ajanlar gelistirilmeye devam edilmektedir (Jain, 2005;

Sandhu vd., 2021; Sekhoacha vd., 2022)

Yeni ve alternatif tedaviler

Yukarida agikladigimiz tedavilere alternatif olarak son yillarda, prostat kanser
biyolojisinin daha kapsamli bir sekilde anlagilmasi ve yeni tekniklerin gelistirilmesi
ile farkli yontemler arastirilmaktadir. Bu kapsamda, gen tedavisi ve Diizenli Aralikli
Palindromik Tekrar Kiimeleri/Cas9 (CRISPR/Cas9) ile mutasyona ugramis hiicrelerin
DNA’s1 onarillmaya ¢alisilmaktadir. Diger yandan, nanoteknolojiyle ilaglarin verimli
bir sekilde kanser hiicrelerine dagitilarak prostat kanseri tedavi edilmeye
calisilmaktadir (Sekhoacha vd., 2022). Bunlara ek olarak, WHO’nun destegi ve
yonlendirmesi ile, geleneksel tip tedavilerinin farkli hastaliklardaki etkileri aktif bir
sekilde aragtirilmakta ve kontrollii bir sekilde kullanimi tesvik edilmektedir (Okaiyeto
ve Oguntibeju, 2021; “WHO traditional medicine strategy: 2014-2023”). Geleneksel
tipta Ozellikle sifali bitkilerin kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir. Bu kapsamda, kanserin
neden oldugu yan etkiler veya direkt kanser tedavi edilmektedir. Kemoterapide en
yaygin olarak kullanilan DCX de, Taxus baccata bitkisinden elde edilmistir (Sekil
2.8). Fakat, DCX’e direncli kanserleri tedavi edebilmek i¢in, yeni bitkilerin kesfi ve
bu bitkilerde bulunan aktif molekiillerin arastirilmast onem kazanmistir. Bu
dogrultuda, kenevirde bulunan kannabinoitlerin, prostat ve diger kanserler tizerindeki
etkisi in vitro ve in vivo ¢aligmalarda gosterilmis olup, {imit verici sonuglar elde

edilmistir (Daris vd., 2019).

Sekil 2.8 DCX’in molekiiler yapisi (Sohail vd., 2018)
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2.3. Kenevir
2.3.1.Kenevir Bitkisi

Kendir veya esrarotu olarak da bilinen kenevir Cannabaceae ailesine ait bir
bitkidir. Cannabis cinsine ait bu bitkinin tiirleri konusunda farkli siniflandirmalar
mevcuttur. 11k olarak, 1753 yilinda Carlous Linnaeus tarafindan biitiin kenevirler
Cannabis sativa L. olarak adlandirilmigtir. Fakat, 1785 yilinda Jean-Baptiste
Lamarck’in yeni bir tiir olarak Cannabis indica’yr one siirmesi ile, kenevirin
adlandirilmasinda farkli goriisler ortaya c¢ikmistir. Benzer sekilde, 1924°te
Janischevsky tarafindan kesfedilen Cannabis ruderalis’de yeni bir Cannabis tiiri
olarak tanitilmistir. Indica ve ruderalis tiirlerini, Cannabis sativa’nin alt tiirleri olarak
tanimlayan botanikciler olmasina ragmen kenevir, yaygin olarak 3 tiire (Cannabis
sativa, Cannabis indica ve Cannabis ruderalis) ayrilmaktadir. Her tiirlin altinda da alt

tiirlerin oldugu ve kesfedilen 700 alt tiiriin oldugu belirtilmektedir.

C.sativa

C.indica

C.ruderalis

Sekil 2.9 Kenevir tiirleri (McPartland, 2018)

Cannabis sativa en yaygin olan kenevir tiiriidiir. Yag ve lif yoniinden ¢ok
zengin olan bu tiirlin uzunlugu 6 m’ye ulasabilmektedir. Uzun, ince ve gevsek bir
dallanma gostermektedir. Cannabis indica (Hint keneviri), yag ve lif yoniinden zengin
olmasa da psikoaktif molekiiller yoniinden zengin olmasi ile 6ne ¢ikmaktadir.
Piramidal ve yogun bir dallanmaya sahip olan bu tiir, uzunluk olarak 90 ile 250 cm’ye

kadar bliytimektedir. Son olarak, Cannabis ruderalis, yabani kenevir olarak bilinmekte
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ve diger tiirlere kiyasla, daha kisa ve seyrek bir dallanmaya sahiptir. Bu tiir 6zellikle,
Orta ve Dogu Avrupa bélgelerinde dogal olarak yetisir; lifleri kullanim i¢in uygundur,
ancak psikoaktif molekiil bakimindan zengin degildir (Caliskan & Yildirim, 2020;
Dochez-Arnault, 2022; Pattnaik vd., 2022). Kenevir bitkisi, erkek ve disi olarak ikiye
ayrilmaktadir. Erkek bitkiler daha ¢ok polen iiretirken aktif molekiil yoniinden zengin
degildirler. Disi yapraklar ve ¢iceklerde trikom adi verilen salgi tiyleri ikincil
metabolitler tretilmektedir. Bu nedenle, aktif molekiillerin izolasyonu igin

kullanilmaktadir.

2.3.2. Tarihte Kenevirin Kullanim Alanlari

Tarihte, kenevirden ilk olarak Milattan Once (M.O) 3200 yilinda bilinen en
eski Cin farmakopesinde bahsedilmistir. Eski Yunan ve Roma donemlerinde de
kullanildigina dair kanitlar bulunmaktadir. Tip tarihinde énemli bir yere sahip olan
[bn-Sina’nin El-Kanun Fi’t-T1b kitabinda da kenevirden bahsedilmektedir. Avrupa ise
keneviri, 13. yiizyilda Marko Polo ile kesfedip kullanmaya baglamistir. Fransa ve
Ingiltere’de 18. yiizyilda yayginlasan kenevir, 1850 yilinda Amerikan farmakopesine
girmigtir. Fakat 1928 yilinda, kenevirin uyusturucu olarak kullaniminin artmasi
nedeniyle yasaklanmistir. 1970 yilinda ise Amerika’da kenevirin ekilmesi, satilmasi
ve her tiirlii kullanimi yasaklanmistir. Bu durum, kenevirin kotii kullanimini azaltmis
Olmasma ragmen bilimsel arastirmalari da negatif yonde etkilemistir. 1964’te
kenevirin igeriginde, biling iizerinde etki eden molekiiliin THC oldugu kesfedilmistir.
Ardindan, 1988 yilinda Endokannabinoit sisteminin (ECS) ortaya konulmasi ile
kenevir bitkisi, bilimsel yonden tekrar popiiler olmustur. Boylece, 1996 yilinda
Amerika’da medikal kenevir kullanimi, 29 eyalette tekrar serbest hale gelmistir. Buna
ek olarak, Kanada ve Avrupa iilkelerinde de bu yonde kararlar alinmaya baslanmustir.
Son yillarda, kenevir iizerinde yapilan bilimsel arastirmalarin artis1 ve olumlu
sonuglarin elde edilmesi, tibbi kenevirin kullaniminin 6énemli oldugunu gostermistir.

Bu da kenevir bazli yeni ilaglarin gelismesini saglamistir (Caliskan & Yildirim, 2020).

Amerika’da getirilen yasaklamalar sonrasinda, 1940 yilinda Tiirkiye’de,
kenevirin tibbi kullanim1 “Herba Cannabis Indica” ve “Extra Cannabis Indica” adi
altinda bulunan ilaglar, ila¢ kodeksinden ¢ikarilmistir. Buna ek olarak, kenevirin diger

alanlarda kullanimi da azalmistir. Tekstil sektoriinde sentetik diriinlerin gelismesi,
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kagit tiretiminde yurtdisindan ihracatin daha ucuz olmasi ve kenevirin terorii finanse
eden bir kaynak olarak goriilmesi, bu diisiisiin 6nemli sebeplerindendir. Fakat 2019°da
tilkemizde, “Cumhurbagkanligi  Hiikiimet Sisteminde Yerel Yonetimler
Sempozyumu” sirasinda Cumhurbagkani tarafindan kenevir iiretiminin Onemine
deginilmistir. Devaminda, farkli bakanliklar ve {niversiteler ile ortak “Tiirkiye’de
Endiistriyel Kenevir Yetistiriciligi Raporu ve Eylem Plam1” hazirlanmistir. Bu
kapsamda, yerli kenevir popiilasyonlarinin artirilmasi, yerel tohumlarin tescillenmesi
ve kenevire dayali sanayinin gelismesi igin Samsun On Dokuz Mayis ve Yozgat
Bozok Universitelerinde Kenevir Enstitiileri kurulmustur. Kenevir ekimi, 2016 yilinda
yayimlanan yoOnetmelige tabidir ve eylem plan1 agiklanmasi sonrasinda kenevir

tiretiminde artis goriilmiistiir (Baser & Bozoglu, 2020).

Kenevir, ¢evre dostu ve ekolojik bir bitki olarak bilinmektedir. Cok az suya
ihtiyag duyarak hizli bir sekilde ve farkli cografyalarda kolaylikla yetistirilebilir.
Ayrica, hastaliklara karsi direng gostermesi sayesinde tarimda siirdiiriilebilirligi artirir.
Kenevirin bu 6zellikleri, onu hem g¢evreye duyarli hem de ekonomik agidan avantajli
bir hale getirmektedir. Kenevir bitkisinin sap, tohum ve ¢igeklerinden
faydalanilmaktadir. Bitkinin tohumu, sapt ve ¢igek kismi farkli alanlarda
kullanilmaktadir. Kenevir tohumu un olarak gida sektoriinde kullanilmaktadir. Saptan
elde edilen lif kumasa ve kagit hammaddesine doniistiiriilmektedir. Bu kapsamda, Sile
ve Rize bezlerinin iiretiminde bu lifler kullanilmaktadir. Liflerden geri kalan i¢ kisim
ise hayvan yemi ve insaat sektoriinde kullanilmaktadir. Kenevir ciceginden
ekstraksiyon ile elde edilen molekiiller ise, biyoaktif olarak adlandirilmakta ve gida,
ilag ve kozmetik sektorlerinde katma degeri yiiksek iiriinlere donistiiriilmektedir

(Kenevir-raporu; 2021).
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Sekil 2.10 Kenevirin kullanim alanlar

2.4. Kannabinoitler ve Endokannabinoit Sistem

Kenevir, kannabinoitler, terpenler, terpenoitler, polifenoller ve flavanoitler gibi
500°den fazla farkl biyoaktif molekiil igermektedir (Radwan vd., 2021). Son yillarda
bu molekiiller iizerinde yapilan arastirmalar, 6nemli oranda artmis bulunmaktadir.
Farkli calismalarda bu molekiillerin, Alzheimer, anksiyete, diyabet, epilepsi, sizofreni,
Tourette sendromu, kemoterapiye bagl kusma ve kanser gibi hastaliklara iyi geldigi
gosterilmistir (Caliskan & Yildirim, 2020). Kenevirde bulunan biyoaktif molekiiller
arasinda en ¢ok oOne cikan smif ise, kannabinoitlerdir. Kenevir bitkisi tarafindan
iiretilen kannabinoitler, fitokannabinoit olarak adlandirilirken, insan hiicreleri
tarafindan endojen olarak {iretilenlere ise endokannabinoit (endoCB) adi

verilmektedir.
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2.4.1. Endokannabinoit Sistem

EndoCB’ler, Kannabinoit Reseptorleri (CBR) ve bu ikisinin sentezinde,
tasinmasinda ve metabolizmasinda rol oynayan molekiillerin tamamina ECS adi

verilmektedir (Atakan, 2012).

ECS’nin tanimi

Kannabinoit reseptorleri

Sentez enzimleri
NAPEPLD

Endokannabinoitler Anandamid 2-arasidonil gliserol

(aen) @ (2-a6) ()
FAAH

i ici enzi MAGL
Metabolize edici enzimler FAAH2

Sekil 2.11 Endokannabinoit sistem ve 6geleri (Dochez-Arnault, 2022)

Ligandlar

Insan ve fare hiicrelerinde bulunan endoCB’ler, parakrin ve otokrin molekiiller
olup hem komsu hiicreler iizerinde hem de molekiilii sentezleyen hiicreler {izerinde
etkilidirler. Bu etkiyi endoCB reseptorlerine baglanarak gerceklestirmektedirler.
Insanda iki biiyiik endoCB ailesi bulunmaktadir: N-asiletanolamin (NEA) ve
Monoasilgliserol (MAG). NEA ailesine ait Anandamid (AEA) ve MAG ailesine ait 2-
Aragidonil Gliserol (2-AG), en iyi tanimlanmis endoCB’lerdir. EndoCB’ler, hiicre
membranindan farkli enzimlerin etkisi sonucu sentezlenmektedirler. Bu ligandlarin
sentezi, farkli stimiilasyonlar sonrast hiicre i¢i kalsiyumun artmasi ile
gerceklesmektedir. Bu sentezde N-Asetiltransferaz 10  (NAT10), N-Asil
Fosfatidiletanolamin-Spesifik Fosfolipaz D (NAPE-PLD), Fosfolipaz C- (PLCP),
Diagilgliserol Lipaz a (DAGLa) ve Diagilgliserol Lipaz § (DAGL) gibi enzimler rol
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oynamaktadir (Dochez-Arnault, 2022; Gabrielli vd., 2015). EndoCB’ler reseptorlerine
baglanip etki ettikten sonra metabolize edilmektedirler. EndoCB’lerin
metabolizmasinda farkli enzimler rol almaktadir. AEA i¢in Yag Asidi Amid Hidrolaz
(FAAH) ve Yag Asidi Amid Hidrolaz 2 (FAAH2) enzimleri en ¢ok dne ¢ikanlardir. Bu
enzimlerin ekspresyonu, dokulara gore farklilik gostermektedir. Prostat dokuda,
FAAH ve FAAH2 enzimlerinin ikisi de goriiliirken, testis dokuda sadece FAAH
eksprese olmaktadir (Wei vd., 2006). Bu enzimlere ek olarak, Siklooksijenaz-2 (COX-
2), 5-Lipoksijenaz (5-LO) 12-Lipoksijenaz (ALOX12), 15-Lipoksijenaz-1 (ALOX15)
ve sitokrom P450 ailesine ait enzimlerde, AEA’'min metabolize edilmesini
saglayabilmektedir (Ueda vd., 2013). 2-AG ise, %85 oraninda Monoagilgliserol Lipaz
(MAGL) tarafindan hidrolize edilmekle birlikte, Alkol Dehidrojenaz 12 (ADH12) ve
COX-2 enzimleri tarafindan da metabolize edilmektedir (Blankman vd., 2007).
EndoCB’lerin sentezi ve metabolize edilmeleri hiicre icinde, reseptorlerine
baglanmalari ise hiicre disinda ger¢eklesmektedir. Polar molekiiller olan endoCB’ler,
hiicreye girip ¢ikmak igin aktif bir tagima sistemine ihtiya¢c duymaktadirlar. Yapilan
calismalarda, bu tasimanin Adenozin Trifosfat (ATP) veya Kalsiyum Iyonu (Na**)
transportorleri tarafindan yapilmadigi, bunun aksine 6zellesmis endoCB membran
transportorleri tarafindan yapildig: diistiniilmektedir (Chicca vd., 2012; Nicolussi &
Gertsch, 2015).

Reseptorler
CBRI ve CBR2
ECS’de CBR olarak CBR1 (CB1) ve CBR2 (CB2) iki reseptor bulunmaktadir.

Bu iki reseptor, amino asit dizisi olarak %44 homoloji gostermektedir. CB1’ler daha
cok, merkezi sinir sistemi hiicrelerinde bulunsalar da akciger, kemik, kalp, pankreas
ve prostat gibi hiicrelerde de az miktarda goriilmektedirler. CB2 ise daha ¢ok bagishik
hiicrelerinde 6nemli miktarda ekspres edilmektedir. Buna ek olarak, daha az miktarda
merkezi sinir sistemi, akciger ve testislerde ekspres olmaktadir (Dochez-Arnault,
2022; Pacher vd., 2006). CB1 ve CB2 reseptorleri G Proteinine Bagli Reseptorlerdir
(GPCR). Transmembraner olan GPCR’lerin peptit zinciri, membrandan yedi defa
gecmektedir. Ekstraselliiler kisim ligand1 baglarken, intraseliiler kisim G proteinine
baglidir. G proteini, li¢ tane alt {initeden olusmaktadir: a, 3, y. Reseptor herhangi bir
liganda bagli olmadiginda, G proteini trimerik (Gapy) sekilde baglidir. Bu durumda
Ga alt tinite Guanosin Difosfat’a (GDP) baglidir. Reseptore ligandin baglanmast,
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reseptorde konformasyonel degisime neden olmakta ve reseptoriin G proteinine daha
sik1 baglanmasina ve Guanin Niikleotid Degisim Faktorii (GEF) roliinii iistlenmesine
sebep olmaktadir. Bu ise Ga alt {initenin GDP’sini Guanosin Trifosfat (GTP) ile
degistirmesiyle aktif hale gelmesi ve GPy alt iinitelerinden ayrilip farkli proteinleri ve

ikincil mesajcilar1 aktive veya inhibe etmesini saglamaktadir (Milligan & Kostenis,
2006).

¢ & Kannabinoit

Hiicre membrani CB1/CB2 ‘3

Tyt

Seramid

Ca*
p38 ERK |JNK

Sekil 2.12 Kannabinoit reseptorleri ve sinyal yolaklar: (Angelina vd.,
2020)

Alternatif kirpma (splays) ile olusan farkli Ga alt iinite aileleri bulunmaktadir:
Gj, Gs, Gq ve Gi13. CBR’lere bagli G proteinlerin ¢ogunlugun Ga alt {initesi Gipo
ailesine aittir. Bu aile ise Adenilat Siklaz (AC) inhibisyonu ile iliskilendirilmektedir.
Fakat diger yandan, Gy alt {initesinin serbest kalmasi, AC’y1 stimiile edebilmektedir.
Buna ek olarak, CB1 reseptorii farkli reseptorlerle de heterodimer olugturabilmektedir.
CB1’in, Dopamin D2 reseptorii ile dimer olusturdugu zaman AC’yi aktive ettigi
gosterilmistir. CB1 reseptoriiniin bazen bagh oldugu G proteinin, Ga alt iinitesinin Gs
olabildigi ve bu sekilde AC’yi aktive edebildigi gosterilmistir. CB2’ninde Gs’ye
baglanabilme hipotezini onaylamak i¢in daha ayrintili ¢alismalar gerekmektedir.
CB1’ler hiicre membraninda bulunan iyon kanallar1 {izerinde etkilidirler.
EndoCB’lerin fiksasyonu, kalsiyum kanallarini inhibe ederken, potasyum kanallarin
aktive etmektedir. Son olarak CB1 ve CB2’lerin, Mitojenle Aktiflesen Protein Kinaz
(MAPK) yolaginda bulunan Hiicre Dis1 Sinyalle Diizenlenen Kinazi (ERK), p38’i ve

26



Jun N-terminal Kinaz1 (JNK) aktive ettigi gosterilmistir. Bu yolagin aktivasyonu ise,
Fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K) aktivasyonuna, AC’nin inhibisyonuna ve seramid
iretiminin artigina neden olmaktadir. Biitlin bu yolaklarin regiilasyonu ise, hiicrenin
yasam ve Oliimiine karar vermektedir (Deveaux, 2008; Dochez-Arnault, 2022;

Howlett, 2002, 2005; Kearn vd., 2005; Muller, 2017).

TRP kanallar

CB1 ve CB2’lerine ek olarak alternatif endoCB reseptorleri bulunmaktadir.
Bunlar “Gegici Reseptor Potansiyel Kanallar1 (TRP)” olarak adlandirilmaktadir.
TRP’lerin transmembraner bolgeleri ve iyon kanali olusturan bdlgeleri bulunur.
Nosisepsiyon, mekanosepsiyon ve 1s1 duyarliligr gibi farkli hiicre mekanizmalarinda
rol oynamaktadirlar. TRP ailesi 7 alt gruba ayrilmaktadir: TRP Kanonik (TRPC), TRP
Vanilloid (TRPV), TRP Ankirin Alt Ailesinin Tek Uyesi (TRPA1), TRP Melastatin
(TRPM), TRP Polisistin (TRPP), TRP Mekanoreseptdr Olmayan Potansiyel C (TRPN)
ve TRP Mukolipin (TRPML). Bu reseptorlerden kannabinoitler ile etkilesimde olanlar
ise TRPV1, TRPV2, TRPV4, TRPMS ve TRPA1 olarak belirlenmistir. Bu nedenle, bu
reseptorler iyonotropik kannabinoit reseptdrleri olarak adlandirilmaktadir (Di Marzo

ve De Petrocellis, 2010; Diaz-Laviada, 2011).

PPAR ¢ekirdek reseptorleri

Peroksizom Proliferatér ile Aktive Edilen Reseptorler (PPAR), c¢ekirdek
reseptOrii veya diger adiyla transkripsiyon faktorleridirler. PPAR proteini, Retinoid X
Reseptorii (RXR) ile heterodimer olusturmakta ve DNA iizerinde bulunan PPAR Tepki
Elemanlarinin (PPRE) sekanslarina baglanmaktadirlar. PPAR’ler fitokannabinoitler
ve endoCB’ler tarafindan aktive edilerek, ECS’ye dahil edilmektedir. PPAR ler, farkli
hiicre mekanizmalarini regiile etmektedir. PPAR ailesinin, 3 iiyesi bulunmaktadir:
PPARa, PPARPB/S ve PPARy. PPARY, adipogenezde ve glukoz/lipit metabolizmasinda
onemli rol oynamaktadir (Iannotti & Vitale, 2021; Sikka vd., 2012). Bu nedenle PPAR
agonistleri, insiiline direngli diyabet tip II hastalarinda kullanilmaktadir (Hartley &
Ahmad, 2023). Yapilan bazi c¢alismalarda PPARy’nin, prostat kanserinin
patofizyolojisine katki sagladigi ortaya konulmustur. Normal prostat hiicrelerinde
PPARY goriilmezken, prostat kanseri hastalarindan alinan 6rneklerde anlamli seviyede
PPARy tespit edilmistir. Fakat yapilan ¢alismada, PPARy pozitif olan hastalarin
PSA’lariin ve Gleason skorlariin, PPARy negatif olan hastalara kiyasla daha diisiik
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oldugu gosterilmistir (Nakamura vd., 2009). Diger yandan, PC3 ve DU145 hiicre
hatlar1 {izerinde yapilan ¢alismalarda da PPARy’nin, normal hiicrelere gore daha fazla
miktarda eksprese oldugu gosterilmistir (Kubota vd., 1998). Buna ek olarak yapilan
calismalarda PPARY agonistlerinin, prostat kanser hiicre hatlarinda proliferasyonu
inhibe ettigi ve apoptozu tetikledigi gosterilmistir. PPARy’1n aktivasyonunda birbiri
ile zit gorlisler bulunmasina ragmen, PPARy’nin anti-enflamatuvar etkisinin olmasi
(Iannotti & Vitale, 2021) ve PPARy nin aktivasyonun farkli kanser tiirlerinde kanserin
inhibisyonunu (Ramot vd., 2015) saglamasi, PPARy’1 hedef alan terapiler prostat

kanseri tedavisi i¢in potansiyel tagimaktadir.

ECS ve prostat kanser iliskisi

Normal prostat dokusunda, ECS’nin farkli elemanlar1 tespit edilmistir.
CB1’ler, parasempatik afferent sinirlerde ve asinus epitelyasinda goriilmektedir.
CBUl’in prostata gelen ndron hiicreleri ilizerinde bulunmasi, prostatin kasilmasini
saglamaktadir. CB1’in epitelyal dokuda bulunmasi ile de prostat sekresyonlarinin
kontrol edildigi diisliniilmektedir. Diger yandan normal prostat dokuda, FAAH
ekspresyonu da goriilmektedir. FAAH oOzellikle yetiskin prostatta ergenlikten sonra
eksprese olmaktadir, bu ise androjenler tarafindan regiile edildigini géstermektedir. Bu
dogrultuda ECS’nin, prostatin biliylimesinde ve gelismesinde rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Normal prostat dokuda TRP bulunmaktadir. Ornegin TRPA1, CB1
ile néronal ve epitelyal hiicrelerde ko-lokalize olurken, TRPV1 bazal membranin
altinda, interstisyel, epitelyal ve noronal hiicrelerde goriilmektedir. ECS’nin
ogelerinden endoCB’ler, seminal sivida bulunmakta ve sperm fertilizasyonunu regiile
etmektedir (Diaz-Laviada, 2011).

Sonu¢ olarak, ECS’nin, prostatin isleyisinde aktif bir rol oynadigini
gostermektedir. Prostat kanserinde ise, bu sistemde bozulmalar goriilmektedir.
Ornegin, CB1’in kanser hiicre hatlarinda, normal hiicre hatlarina kiyasla daha fazla
ifade oldugu gosterilmistir. Buna ek olarak, 339 hasta 6rneginde yapilan analizlerde
CB1’in, kanser dokularinda normal dokulara kiyasla daha fazla ifade edildigi tespit
edilmistir. Ayn1 sekilde FAAH enziminin de, prostat timor biyopsilerinde daha fazla
ifade edildigi gosterilmistir. CB1 ve FAAH ifadelerinin, hastaligin seviyesiyle iligkili
oldugu da gosterilmistir (Chung vd., 2009; Czifra vd., 2009; Endsley vd., 2008; Thors
vd., 2010). CB2’nin de ekspresyonunun, PC3, DU145 ve LNCaP prostat kanser hiicre

hatlarinda arttig1 gdosterilmisti. CB2’nin agonistlerle aktivasyonunun ise, hiicre
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dongiisiinii ve bliylimesini durdurdugu tespit edilmistir. Bu tespit, klinik yonden {imit
vericidir. Ciinkii, CB2 agonistleri, psikoaktif etki olusturmamaktadir (Singh vd.,
2021). Ayrica, yapilan c¢alismalarda CB1 ve CB2 reseptorlerinin, prostat kanseri
hiicrelerinde aktivasyonunun apoptozu ve otofajiyi artirdigi, hiicre dongiisiinii ise
durdurdugu tespit edilmistir. Prostat kanserinde farkli TRP reseptorlerinin
ekspresyonunda deregiilasyon goriilmektedir. Prostat kanserinde farkli TRP’lerin
ekspresyonunda deregiilasyon goriilmektedir. Ornegin TRPV 1 nin ekspresyonunun,
normal prostat hiicrelerine kiyasla, kanser hiicrelerinde arttig1 gosterilmistir. Yapilan
caligmalarda, TRPV1’in agonist tarafindan aktivasyonunun ise, kanser hiicrelerinde
pro-apoptotik bir stimiilasyon olarak algilandigi ortaya konulmustur. Kanser
hiicrelerinde artig gosteren TRP’lerden biri olan TRPV4’in aktivasyonunun ise, kanser
hiicrelerinin biiyiimesini bloke ettigi gdsterilmistir. Prostat kanserinde TRPMS8’in de
ekspresyonunda bir artis gozlemlenmektedir. TRPMS8’in antagonistle bloke edilmesi
ise, prostat kanser hiicrelerinin biiylimesini durdurmaktadir (Chinigo, 2022; Diaz-

Laviada, 2011; Ochoa vd., 2023).

Kannabinoit
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Sekil 2.13 Prostat kanseri hiicrelerinde kannabinoit reseptorlerinin

aktivasyonu (Diaz-Laviada, 2011)



2.4.2. Fitokannabinoitler

ECS’nin kesfinde, fitokannabinoitler yani kenevir bitkisinden izole edilen
kannabinoitler, onemli rol oynamustir.

Kenevirin psikoaktif etki olusturmasina sebep olan Tetrahidrokannabinol
(THC) molekiiliiniin 1964 yilinda kesfinden sonra arastirmacilar, THC nin beyinde
hangi reseptorlere baglandigini kesfetmislerdir. Devaminda ise, CB1 olarak
adlandirdiklar1 bu reseptére baglanan endojen ligandlar kesfedilmistir. Bu tarihten
itibaren hem ECS hem de fitokannabinoitler iizerine bir¢ok calisma yapilmis ve
onemli mekanizmalar ortaya konulmustur (Crocq, 2020). Kenevir bitkisinde, 100’den
fazla fitokannabinoit tespit edilmistir. Kenevirde, THC, Kannabidiol (CBD) ve CBG
molekiilleri en yiliksek miktarda bulunurken, Kanabikromen (CBC), Kannabinol
(CBN) veya Kannabinodiol (CBDV) gibi molekiiller daha az miktarda bulunmaktadir
(Jastrzab vd., 2022).

THC

Sekil 2.14 THC 'nin molekiiler yapisi (Russo & Marcu, 2017)

THC veya A9-THC olarak adlandirilan tetrahidrokannabinol, kenevirde en
onemli miktarda bulunan ve psikoaktif etki olugturan molekiildiir. Bu nedenle “esrar”,
“marijuana” veya “uyusturucu” olarak kullanilmaktadir. Psikoaktif etki; bir molekiiliin
merkezi sinir sistemi ilizerine etki etmesi, biyokimyasal ve fizyolojik degisikliklere
neden olmasi olarak tanimlamaktadir. Bu siiregte duygu, algi, ruh hali, biling ve diger
psikolojik durumlarda degisiklikler goriilmektedir. Yagda ¢oziilen bir yapiya sahip
olan THC, kan/beyin bariyerini gegebilme kapasitesine sahiptir. Psikoaktif etkisini ise,
ozellikle merkezi sinir sistemi hiicrelerinde coklukla bulunan CB1 reseptorlerine

baglanarak ve aktive ederek saglamaktadir.

30



Yapilan ¢alismalarda THC nin, anti-enflamatuvar ve agr1 kesici 6zelligi ortaya
konulmustur (Russo & Marcu, 2017). Diger yandan diisiik dozda THC verilen yasgh
farelerde, yeni noronlarin olustugu gozlemlenmistir (Suliman vd., 2018). Yapilan
baska bir ¢calismada, Alzheimer hastaliginda, beyinde biriken B-amiloid proteini ile
THC nin etkilesime girdigi ve agregat olusmasini inhibe ettigi gosterilmistir (Cao vd.,
2014). Diger yandan THC’nin CB2 agonisti olmasi, noroinflamasyonu
engellemektedir. Tim bunlar da THC’ nin, Alzheimer’da potansiyel terapi olarak
ongoriilmesini saglamaktadir (Caliskan & Yildirim, 2020).

THC’nin bir¢ok kanser iizerindeki etkinligi, Prateeksha ve arkadaslari
tarafindan 2023 yilinda yayinlanan derlemede ortaya konulmustur (Prateeksha vd.,
2023). Ornegin, THC’nin CB1 ve CB2 reseptorlerini aktive ederek, glioblastoma
hiicrelerinin proliferasyonunu durdurdugu ve apoptozu tetikledigi gosterilmistir. Buna
ek olarak, farelerde yapilan in vivo calismalarda ve pilot bir klinik denemede olumlu
sonuglar elde edilmistir (Guzman vd., 2006; Koltai & Shalev, 2022).

THC’nin prostat kanseri lizerindeki etkisini arastiran ¢ok az sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bunlardan birinde THC’nin, PC3 prostat kanser hiicrelerinde
konsantrasyona bagli olarak, apoptozu tetikledigi ortaya konulmustur (Ruiz vd.,
1999). THC, kanserin gelisimini inhibe etmekle birlikte, kanser ve kemoterapiye bagh
bulantilar1 azaltmak igin kullanilmaktadir. Bu kapsamda, Marinol™, Syndros™ ve
Cesamet™ gibi THC veya sentetik THC iceren ilaglar FDA onay1 almistir. THC igeren
ve FDA onay1 alan bir diger ilag ise Sativex’dir. Bu ilag ise THC ye ek olarak CBD
icermektedir ve multipl skleroza bagl spastisitede, ndropatik agrilarda ve kansere

bagl agrilarda kullanilmaktadir (Caliskan & Yildirim, 2020).

CBD

‘ OH
HO O

Sekil 2.15 CBD 'nin molekiiler yapisi (Russo & Marcu, 2017)
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CBD, yapisal olarak THC molekiiliine benzemektedir. Fakat THC’nin aksine
psikoaktif etki olusturmamaktadir. CB1 ve CB2 reseptorlerine diisiik afinite ile
baglanirken, dolayli olarak veya dogrudan ECS’de olan diger reseptorler lizerinden
etki etmektedir (O’Brien, 2022). 1963 yilinda CBD’nin ilk kesfedildigi zamanlarda,
biyolojik bir aktivitesinin olmadig1 diisliniilmiistiir. Bu nedenle de CBD iizerine ¢ok
fazla aragtirma yapilmamistir. Giiniimiizde ise, CBD ile alakal1 bir¢ok fakli hastaliklar
lizerine aragtirmalar yapilmaktadir.

Bu dogrultuda, CBD’ nin anti-enflamatuvar, anti-biyotik, anti-depresan ve agri
kesici ozellikleri oldugu gésterilmistir. Diger yandan, CBD Epidiolex™ adi altinda
epilepsinin agir seyreden iki formu olan Lennox-Gastaut ve Dravet sendromlarinda
kullanimi i¢in FDA’dan onay almustir.

CBD, kannabinoit ailesine ait bir anti-kanser molekiildiir. Son yillarda yapilan
calismalarda CBD’nin glioblastoma, meme kanseri, akciger kanseri, melanoma, kolon
kanser ve prostat kanseri gibi kanserlerde etkili oldugu, hem in vitro hem de in vivo
calismalarda gosterilmistir (Seltzer vd., 2020). Bu kanserler {izerindeki etkisini ise
CB2, TRPV1, TRPMS8 ve COX2 gibi reseptorler lizerinden gergeklestirdigi ortaya
konulmustur. CBD, kanser hiicrelerinde proliferasyonu inhibe etmekte, Reaktif
Oksijen Tiirleri (ROS) seviyesini artirarak apoptozu tetiklemekte ve metastazi inhibe
etmektedir.

CBD’nin prostat kanserinde kullanimi i¢in, faz 1 klinik ¢aligsmalari
yiiriitiilmektedir. Bu kapsamda Epidiolex ™’in, bir yandan prostat kanseri iizerindeki
etkisi ve giivenirliligi test edilirken, diger yandan yasli prostat kanseri hastalarinin
PSA ve testosteron seviyelerindeki degisim takip edilmektedir. Yapilan bir diger
calismada ise, Epidiolex™’in prostat kanseri hastalarinin yasam Kkalitesini artirip
arttirmadigina arastirilmistir (Koltai & Shalev, 2022; Pacher vd., 2020; Singh vd.,
2021).
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2.5. CBG

2.5.1.CBG’nin Ozellikleri ve Biyosentezi

OH

Sekil 2.16 CBG 'nin molekiiler yapisi (Russo & Marcu, 2017)

1964 yilinda kesfedilen CBG, kenevir bitkisinde bulunan ender
fitokannabinoitlerdendir. ~ Fitokannabinoit ailesi, 21 karbonlu terpenfenolik
molekiillerdir. Bu ailede, CBG ve tiirevleri 16 molekiil ile alt grup olusturmaktadir
(Filipiuc vd., 2021; Prandi vd., 2018). Uluslararast1 Temel ve Uygulamali Kimya
Birligi'nin (IUPAC) terminolojisi gore CBG’nin ad1 2-[(2E)-3,7-Dimethylocta-2,6-
dienyl]-5-pentyl-benzene-1,3-diol olarak ge¢mektedir ve kimyasal formiilii
C21H3,0,’dir. Molekiiler agirhigi 316.48 g. moL! olan CBG’nin erime noktas1 52°C’dir
ve lipofil bir yapiya sahiptir. Sicakligin artmasina bagli olarak CBG’nin ¢6ziiniirligii
de artmaktadir. 150°C’den sonra ise sicaga bagli CBG degradasyonu meydana
gelmektedir (Andriotis vd., 2021; ElSohly vd., 2017; Turner vd., 1980). Yiiksek
seviyede hidrofobik bir yapiya sahip olan CBG, CBD veya THC'den daha iistlin bir
terapotik bilesik olma potansiyeline sahip oldugu diistiniilmektedir (Ghovanloo vd.,
2022). Hidrofobik yapiya ve kolesterole benzerligi oldugu bilinen CBG’nin
noroprotektif etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Calapai vd., 2022).

CBG molekiiliiniin biyosentezi i¢in 2 farkli mekanizma bilinmektedir. Ilk
mekanizmada CBG, Geranil Difosfat (GPP) ve Olivetol (OL) molekiillerinin direkt
olarak reaksiyona girmesi sonucu meydana gelmektedir. Bu yolak, CBG’nin sentetik
olarak sentezlenmesinde kullanilmaktadir. Diger mekanizmada ise CBG, CBGA’nin
enzimatik olmayan dekarboksilasyon ile meydana gelmektedir. Kenevir bitkisinde bu
reaksiyonun gergeklesmesi icin, ilk olarak glukoz fotosentez ile fosfoenolpiriivata
doniismektedir. Devaminda, piriivat kinaz ve piriivat dehidrojenaz enzimlerinin
katkilariyla asetil-koA olusmaktadir. Asetil-koA da hem GPP’ye doniisecek olan

mevalonik asite doniismekte hem de hekzanoil-coA ile reaksiyona girip olivetolik asiti
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olusturan malonil-koA’ya doniismektedir. CBGA sentaz enzimi GPP ve Olivetolik
Asit (OLA) reaksiyonunu katalize ederek, CBGA’y1 olusturmaktadir. Bu reaksiyonun
sonuncunda farkli enzimlerin devreye girmesi ile THC, CBD ve diger
fitokannabinoitler sentezlenmektedir. CBG’nin sentezi ise, enzim gerektirmeyen bir
dekarboksilasyon reaksiyonudur (Jastrzgb vd., 2022). CBG’nin sentezinin dogal
olarak daha ¢ok ikinci yolak tizerinde gercgeklestigi diistiniilmektedir. Bunun sebebi
ise, kenevir bitkisinde OL molekiiliine rastlanmazken, OL’in sentezini saglayan OL
sentaz enziminin tespit edilmesidir. Buna ek olarak, CBGA'nin CBG’ye
donlismesinde, uzun siire saklama, radyasyona maruziyet (giines 15181) ve sicakligin

etkili olmasi bu diisiinceyi desteklemektedir (Tahir vd., 2021; Taura vd., 2009).
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Sekil 2.17 CBG 'nin biyosentezi (Jastrzab vd., 2022)

CBG ve diger fitokannabinoitler, Cannabis indica ad1 verilen kenevir tiiriinde
daha yogun miktarda bulunmaktadir. CBG, kenevir bitkisinin diger bélgelerine kiyasla
ciceklerde ve ¢iceklerin altinda bulunan yapraklarda, 10 kat daha fazla bulunmaktadir
(Bernstein vd., 2019). 2017 yilinda yapilan bir ¢aligmada ise CBG’nin, yiiksek oranda
Helichrysum umbraculigerum (Tiirkiye’de 6lmez ¢igek, sar1 ¢icek veya yayla ¢icegi
olarak bilinen) bitki ekstraktinda bulundugu gdsterilmistir (Pollastro vd., 2017).

CBG’nin kenevir bitkisinde bulunma orani, toplam fitokannabinoitlerin %10 nunu
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temsil etmektedir. Fakat CBGA’nin diger kannabinoitlere donilismesini saglayan
enzimlerin disiik aktivite ile ¢alistig1 genotipe sahip kenevir tiirlerinde, CBG orani
%90°1 bulabilmektedir. Ustelik, CBG nin karboksil grubu (-COOH) icermesi baska
fitokannabinoitlere doniismesini engellemektedir (Pattnaik vd., 2022; Pollastro vd.,

2017).

2.5.2.CBG’nin Biyolojik Etkileri

CBG, tipki1 CBD gibi psikoaktif olmayan bir fitokannabinoittir. Bu nedenle,
insan kullanim1 sonrasinda herhangi bir biligsel veya psikolojik bir degisiklige sebep
olmamaktadir. Bu nedenle farkli alanlarda kullanimi i¢in, son yillarda 6nemli
aragtirmalar yapilmaktadir. Buna ek olarak, sentetik molekiillerin uzun siireli
maruziyetlerde yan etki olusturma potansiyelleri vardir. Bu da direkt kenevirden izole

edilen molekiiller {izerinde yapilan arastirmalara 6nem kazandirmaktadir.

CBG’nin farmokinetigi

CBG’nin viicutta nasil metabolize edildigini 6grenmek i¢in, farmakokinetigini
takip etmek gerekmektedir. Bu amagla, kenevir tiiketen kisiler {izerinde farkl
calismalar yapildig: gibi fare, sican, kedi, kobay, hamster, tavsan ve domuz gibi bir¢cok
hayvan {lizerinde de cesitli arastirmalar yapilmistir (Hanu$ vd., 2016). Yapilan
arastirmalarda kenevir tiiketen kisilerde CBG’nin, yaklasik 10 dakika sonra agizda
tespit edildigi gosterilmistir (Swortwood vd., 2017). Fare ve siganlarda yapilan
calismada ise, CBG agizdan veya intraperitoneal olarak verildiginde kanda ve beyinde
hizl1 bir sekilde absorbe edildigi gosterilmistir (Deiana vd., 2012). Viicuda giren CBG,
Sitokrom P450 Aile 2 Alt Aile J Uyesi 2 (CYP2J2) izoenzimi tarafindan metabolize
edilmektedir. Bunun sonucunda, farkli hayvanlarda yapilan ¢alismalarda, 12 farkl
bilesenin olusabildigi gosterilmistir. Bunlardan en 6nemlisi ise alilik hidroksilasyon
sonucundan olusan monohidrosil bilesenleridir. Tipki diger fitokannabinoitler gibi,
CBG idrarda da tespit edilebilmektedir ve 4 hidroksi-CBG ve 5’hidroksi-CBG olarak
goriilmektedir (Calapai vd., 2022).

CBG’nin anti-enflamatuvar ve anti-oksidan etkileri

ECS’nin, bagisiklik yolaklarinda etkili oldugu bilinmektedir. Buradan yola

cikan arastirmacilar, bagisiklik sisteminin deregiile oldugu hastaliklarda CBG’nin
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etkisini aragtirmiglardir. Enflamatuvar bagirsak hastaliklar1 olarak bilinen Crohn
hastalig1 ve iilseratif kolit, bagirsaklarda enflamasyon veya yara olugmasina neden
olmaktadir. CBG’nin bu hastaliklarda potansiyel olarak kullanimini arastirmak igin,
farelerde kimyasal madde ile kolit olusturulduktan sonra, intraperitoneal olarak CBG
verilmistir. Takip edilen farkli parametrelerde, CBG verilen farelerde enflamasyonun
azaldig1 gosterilmisti. CBG verilen farelerde, miyeloperoksidaz enziminin
aktivitesinin ve Indiiklenebilinir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS) ekspresyonunun azaldig
gdzlemlenirken, Interlokin-1p (IL-1p), interlokin-10 (IL-10) ve Interferon-y (IFN-y)
seviyelerinin normale dondiigli gdzlemlenmistir. Buna ek olarak bu deneyde, serbest
radikallerin oksitlenmesini saglayan Siiperoksit Dismutaz (SOD) enziminindeki artis,
CBG’nin anti-oksidan etkisini gosterilmigtir. CBG’nin hangi reseptorler iizerinden
anti-enflamatuvar ve anti-oksidan etkisini gosterdigini arastirmak i¢in, CB1 ve CB2
reseptOrleri farkli antagonistler ile inhibe edilmistir. Bu durumda, CBI1 inhibe
edildiginde CBG’ye bagh nitrik oksit azalmasi etkilenmez iken, CB2 inhibe
edildiginde CBG tarafindan tetiklenen nitrik oksit azalmasinda artis meydana
gelmistir. Bu sonugtan yola ¢ikildiginda, CBG’nin CB2 reseptoriinii aktive ederek,
makrofajlarda nitrik oksit azalmasina neden oldugu gosterilmistir. Ayrica, bagirsak
epitelyal hiicrelerinde yapilan Ol¢iimlerde CBG’nin ROS fiiretimini inhibe ettigi
gosterilmistir (Borrelli vd., 2013). CBG’nin anti-oksidan etkisini arastiran bir diger
calismada ise, makrofaj hiicrelerinde Hidrojen Peroksit (H2>O») ile oksidatif stres
olusturulduktan sonra makrofajlara CBG verilmistir. Olgiilen parametrelerde,
CBG’nin oksidatif stresi inhibe ettigi gosterilmistir. Ayn1 deney CB2 reseptorii
antagonisti eklenerek yapildiginda ise, CBG’nin oksidatif stresi inhibe edemedigi

gosterilmistir (Giacoppo vd., 2017).

CBG’nin noroprotektif etkisi

Norodejeneratif hastalik, beyin hiicrelerinin 6liimii veya bu hiicrelerin
fonksiyon kaybina ugramasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu hastaliklar ¢cogu zaman
enflamasyon ve oksidatif stresten kaynaklanmaktadir. CBG’nin anti-enflamatuvar ve
anti-oksidan etkisinin ortaya konulmasi ile, noroprotektif etkisi de aragtirilmistir
(Calapai vd., 2022). Bu amagla, NSC-34 motor ndéronlara CBG verildigi zaman, toksik
hale gelmis makrofajlarin daha az toksik etki olusturduklar1 gézlemlenmistir. Buna ek
olarak, apoptoz yolaklarinda rol oynayan kaspaz-3 ve BAX proteinlerinde azalma

goriiliirken, anti-apoptotik BCL-2 proteininde artis gézlemlenmistir. Enflamasyon
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yolaklarina bakildiginda IL-1B, IFN-y, TNF-a ve PPAR protein seviyelerinde azalma
goriilmiistiir.  Oksidatif stres Ol¢limlerinde azalma goriilmesi ile, CBG’nin
enflamasyon ve oksidatif stresi inhibe ettigi gosterilmistir. Bir diger ¢alismada,
CBG’nin sican beynindeki oksidatif stresi engelleme durumu test edilmistir. Bu
dogrultuda, H»O, ile oksidatif stres olusturulmus astrosit hiicrelerine CBG
uygulandiktan sonra oksidatif stresin azaldigi ve serotonin seviyesinin arttigi
gosterilmigtir (di Giacomo vd., 2020). Alzheimer hastaligi gibi, Huntington
hastaliginda da genel néron olimi goriilmektedir. CBG’nin Huntington hastaligi
tizerindeki etkisini arastirmak i¢in in vivo arastirma yapilmistir. Farede 3-
Nitropropiyonik Asit (3NP) ile hastalik olusturulduktan sonra, intraperitoneal olarak
CBG verilmis ve hayvanlar takip edilmistir CBG verilen farelerin motor
hareketliliginde iyilesme, genel enflamasyon markdrlerinde azalma ve Huntington
hastalig ile baglantili genlerin ekspresyonunda iyilesme gézlemlenmistir (Valdeolivas

vd., 2015).

CBG’nin anksivete karsit1 etkisi

Kenevir ve ECS, duygu ve diisiince durumunu etkilemektedir. Bu amacla
CBG’nin, serotonin reseptorii olarak bilinen 5-Hidroksitriptamin 1A reseptorii (5-
HT1A) reseptorii iizerindeki etkisine bakilmistir. Gergeklestirilen in vitro ve in vivo
deneylerde CBG’nin, 5-HT1A reseptoriiniin antagonisti oldugu gosterilmistir. 5-
HT1A reseptorii anksiyete ile iligskili bir reseptordiir (Calapai vd., 2022). Bu
kapsamda, CBG’nin anksiyete iizerindeki etkisi farkli ¢calismalarda ele alinmistir. Bu
etki, farelerde LD (aydinlik/karanlik) ve TR (tat tepkisi) davranis testleri ile ortaya
konulmustur. LD testinde, fare bir tarafi karanlik bir tarafi ise aydinlatilmis bir kutuya
konulmaktadir. Anksiyete seviyesi yiiksek fareler aydinlik tarafa yonelirken, anksiyete
seviyesi diisiik farelerin karanlik tarafa ge¢ip, bulundugu ortami kesfetmeye calistigi
gbzlemlenmistir. TR testinde ise fareye sekerli bir soliisyon verilip, yliz mimiklerinde
ve dil hareketlerinde olusan degisiklikler takip edildiginde hayvanin sekerli soliisyonu
daha igtahl1 yemesi ile anksiyete seviyesinin diistiigli gosterilmistir. O'Brien ve ark.
tarafindan 2013 yilinda yapilan ¢alismada, 2,5 mg/kg CBG verilen farelerde karanlikta
gecirilen slirede bir artis goriilmemistir. Buna ek olarak TR testinde ise, CBG verilen
farelerde sadece ilk giin bir istah artis1 goézlemlenirken diger giinlerde bir fark
goriilmemistir (O’Brien vd., 2013). Bu testlerin sonucunda CBG’nin anti-anksiyete

etkisi olmadigina karar verilmesine ragmen, 2020 yilinda yapilan ¢aligmada 10 mg/kg
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CBG verilen farelerde LD testinde karanlik tarafta gegirilen siirede anlamli bir artis
ortaya konulmustur. Bu c¢alismalar, CBG’nin daha yiiksek dozlarda anksiyolitik
etkisinin olabilecegini gostermektedir (Zagzoog vd., 2020).

CBG’nin diger etkileri

Glokom, halk arasinda bilinen adiyla goz tansiyonu, goz i¢i basincin artmast
ile gdz sinirinin zarar gormesine neden olmaktadir. 1984 yilinda, kediler {izerinde
yapilan bir calismada CBG’nin, goz i¢i basinct azalttig1 ortaya konulmustur. Buna ek
olarak, CBD ve THC gibi diger fitokannabinoitlerin aksine, CBG’nin konjonktivit
veya hiperemi gibi herhangi yan etki olusturmadan g6z basincini azalttigi
gosterilmistir (Colasanti vd., 1984). Sentetik CBG analoglari ile yapilan ¢alismalar da,
bu yonde sonuglar vermektedir. Bu nedenle, CBG’nin glokom tedavisinde kullanim
potansiyelinin oldugu diisiiniilmektedir (Calapai vd., 2022).

Kenevirin anti-bakteriyel etkisi, uzun yillardir bilinmektedir. CBG’nin bu
kapsamda arastirilmasinda, Metisiline direngli Staphylococcus aureus bakterilerine
kars1 etkili oldugu gosterilmistir. Buna ek olarak CBG’nin, bakterilerin membranini
bozarak veya bakteri biyofilmi olusmasini engelleyerek etkili oldugu ortaya
konulmustur (Appendino vd., 2008; Agawi vd., 2020, 2021).

Kenevir ve farkli fitokannabinoitler, kozmetik iirlin igeriklerinde de
kullanilmaktadir. Olah ve ark. tarafindan, anti-enflamatuvar etkisi ile 6n plana ¢ikan
CBG’nin, akne karsit1 etkisi aragtirllmistir. Akne, sebum {iretiminin artmasi ve yag
bezlerinin iltihaplanmasi ile ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Bu nedenle arastirma icin
CBG’nin, sebosit hiicrelerinin proliferasyonunu nasil etkiledigi ve sebosit
hiicrelerinde lipopolisakkaritler (LPS) ile enflamasyon olusturulduktan sonra nasil etki
ettigine bakilmistir. CBG, 50 pM altinda sebosit hiicrelerinin proliferasyonunu 48
saatte herhangi bir etkiye sebep olmazken, sebositlerde bakteri membran bileseni olan
LPS ile olusan enflamasyonu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu dogrultuda CBG, akne ve
sedef hastaligi i¢in olasi tedavi ajani olarak goriilmektedir (Olah vd., 2016).

2.5.3.CBG’nin Kanser Uzerindeki Etkileri

CBG’nin kanser iizerinde etkisi farkli ¢alismalarda ele alinmistir. Fakat bu

caligmalar kisith sayidadir. 1996 yilinda Baek ve ark. CBG’nin, fare melanoma
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hiicreleri tizerinde ICso= 31.30pg/mL (98,9uM) konsantrasyonunda anti-proliferatif
etkiye sahip oldugunu gostermistir (S.-H. Baek vd., 1996).

Ayni ekip 1998’de CBG nin, agi1z epiteliyal karsinoma (KB) hiicreleri tizerinde
CBD’den daha etkili oldugunu gostermistir. Buna ek olarak, CBG’nin normal NIH
3T3 hiicreleri tizerinde CBD ve referans ilag olan 5-fluorourasil’e karsilastirildiginda
daha az toksik oldugu kanitlamistir (S. H. Baek vd., 1998).

Han ve ekibi tarafindan yapilan calismada ise CBG’nin KB hiicreleri
tizerindeki 1Cso’si 45,55 pM olarak hesaplanmistir (Han vd., 2000).

Meme kanseri, glioma, prostat kanseri, kolorektal kanseri, tiroid kanseri,
l6semi ve mide kanseri hiicre hatlar1 iizerinde yapilan arastirmada, CBG’nin
kannabinoitler arasinda en etkili ikinci molekiil oldugu gosterilmistir. Buna ek olarak
gerceklestirilen molekiiler calismada CBG’nin, TRPV1’i aktive ve/veya AEA’nin
inaktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmisti. TRPV1’in aktivasyonu ile kanser
hiicrelerinde mitokondri yolag iizerinden apoptoz tetiklenmekte ve hiicre i¢i Ca**’da
artis gozlemlenmektedir. Yapilan ¢alismada, CBG nin kanser hiicrelerinin 6liimiinii bu
sekilde gerceklestirdigi diisiiniilmektedir (Ligresti vd., 20006).

Petrocellis ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada CBG’nin, DU145, PC3 ve
LNCaP hiicreleri tlizerinde 72 saatte ICso’lerin 25 pM’in izerinde oldugu
gosterilmistir. Buna ek olarak, 10 uM CBG’nin, DU145 ve LNCaP hiicrelerinde
ELISA ile olgiilen kaspaz-3/7 seviyesinde degisiklige neden olmadigi ortaya
konulmustur Serum yoksunluguna maruz birakilmis ve 20 uM CBG verilmis PC3 ve
LNCaP hiicrelerinde ise kaspaz-3/7 seviyesinde, anlamli bir artig goriilmiistiir (De
Petrocellis vd., 2013).

Borrelli ve ekibi tarafindan yapilan ¢aligmada ise CBG’nin, kolorektal kanser
tizerinde etkili oldugu CaCo-2 ve HCT116 hiicre hatlarinda gosterilmistir. Elde edilen
verilere gore, CBG’nin %1 serum igeren ortamda, CaCo-2 ve HCT116 kolorektal
kanser hiicreleri iizerinde 3 puM’dan itibaren sitotoksik etki gdsterirken, normal
hiicrelerde 30 uM’da sitotoksik etki gosterdigi ortaya konulmustur. Serum igeren
(%10) medyada CBG’nin, ICso’nin kolorektal kanser hiicrelerinde 30 pM’1n {izerinde
oldugu gosterilmistir. Calismada, endoCB reseptorleri ve CBG iliskisi de ortaya
konulmustur. TRPMS, inhibe edildiginde CBG’nin sitotoksik etkisinin azaldig:
gosterilmisti. Bu da kolorektal kanser hiicrelerinde CBG’nin TRPMS8 kanali
tizerinden sitotoksik etkisini gosterdigini diisiindiirmektedir. Diger yandan CB2,

CBG’nin sitotoksik etkisine pozitif olarak katkida bulunurken, TRPA1, TRPV1 ve
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TRPV2 kanallarinin bu etkide rol oynamadigi gosterilmistir. CBG’nin kolorektal
kanser hiicrelerini apoptoz yolagi iizerinden oldiirdiigiinti, kaspaz-3/7 immuno
fluoresan testi, DNA fragmentasyon testi, Diferansiyel Interferans Kontrast
Mikroskopisi (DIC) goriintiiler iizerinden morfoloji analizi, pro-apoptotik
mRNA’larin qRT-PCR ile tespiti ve ROS seviyesinin dl¢iimii ile gosterilmistir. Tiim
deneylerden elde edilen sonuglara géore CBG’nin, kanser hiicrelerini apoptoz yolagi
tizerinden oOldiirdiigii gosterilmistir. Calismada yapilan in vivo deneylerde ise,
CBG’nin farelerde tiimori kiiciilttiigi ve yeni timoér olusumunu Onledigi
gosterilmistir (Borrelli vd., 2014).

2020 yilinda Schoeman ve ark. farkli kannabinoitleri kombine bir sekilde
kullanarak meme kanseri iizerinde test etmislerdir. Bu calismada sadece CBG
kullaniminin da MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlar1 izerinde 28 uM
ve 31 uM ICso’de etkili oldugu gosterilmistir (Schoeman vd., 2020).

Lah ve ark. tarafindan 2021°de yapilan ¢calismada CBG’nin glioblastoma kdk
hiicresi, glioblastoma primer hiicreleri ve glioblastoma hiicre hatlari tizerinde etkili
oldugu gosterilmistir. Yapilan bu ¢alismada, CBG’nin diferansiye glioblastoma hiicre
hatlarinda ortalama olarak 1Cso’nin 28,1 uM, glioblastoma kok hiicrelerinde ise 59 pM
oldugu hesaplanmistir. Diger yandan, diferansiye glioblastoma hiicrelerinin
proliferasyonundaki azalmanin, hiicrelerin S fazindan ¢ikip G1 fazina ge¢mesiyle ve
bunun da senesensi tetiklemesi ile iliskili oldugu gosterilmistir. CBG’nin, Aneksin V/
Propidyum Iyodiir (Annexin V/PI) akis sitometrisi ve kaspaz-3 ile western blot
deneylerinde, glioblastoma hiicre hatlarinda apoptozu tetikledigi de gosterilmistir.
Buna ek olarak, CBG’nin diferansiye glioblastoma hiicrelerine kiyasla glioblastoma
kok hiicrelerinde apoptozu daha ¢ok tetikledigi gosterilmistir. Ayni calismada
CBG’nin, CBD ve referans ilag¢ TMZ’ye gore invazyonu engellemede daha etkili
oldugu gosterilmistir (Lah vd., 2021).

Colvin ve ark. tarafindan 2022’de yapilan ¢calismada CBG’nin, mezotelyoma
tizerindeki etkisi arastirilmistir. Sican ve insan mezotelyoma hiicre hatlar1 kullanilmig
ve CBG’nin ICs¢’sinin sigan 1145 hiicrelerinde 16,6 pM, insan MSTO hiicrelerinde
16,45 uM ve insan H2452 hiicrelerinde ise 15,5 uM olarak belirlenmistir. CBG, ICso
degerinin iki kati olarak kullanildiginda sican ve insan mezotelyoma hiicrelerinde
hiicre dongiisiinii GO/G1 fazinda durdurmakta ve S fazina ge¢isini geciktirmektedir.
Buna ek olarak, CBG’nin transwell migrasyon ve invazyon deneylerinde, insan

mezotelyoma hiicrelerinde migrasyonu ve invazyonu 6nemli Olciide inhibe ettigi
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gosterilmistir. Calismada gerceklestirilen kapsamli gen analizinde CBG’nin, CB1,
GPR55, 5-HT-1A ve TRPV1 reseptorlerinin ekspresyonunu arttirirken TRPV2 ve
PPARG reseptorlerinin ekspresyonunu etkilemedigi gosterilmistir. Diger yandan
CBG’nin, mezotelyoma hiicrelerinde hiicre dongiisii, anti-apoptotik, pro-metastatik ve
DNA tamir genlerini inhibe ettigi gosterilmistir. /n vivo deneyinde kontrole kiyasla
siganlarin yasam siiresinde bir iyilesme goriillmemistir. Bunun nedeni ise, in vitro’da
elde edilen ICso’ye kanda ulasilamamasi olarak diisiiniilmektedir (Colvin vd., 2022).

Lah ve ark. tarafindan 2022’de yapilan bir diger calismada ise diferansiye
glioblastoma ve glioblastoma kok hiicrelerinde CBG’nin etkisi arastirilmistir. Bir
onceki arastirmanin aksine CBG, etanol yerine baz emiilsiyon olarak hazirlanmigtr.
Bu nedenle, ICso’ler de diger ¢alisma ile farklilik gostermektedir. CBG’nin ICso’si bir
onceki ¢alismaya gore, diferansiye glioblastoma hiicrelerinde 100 pM’a yiikselirken,
glioblastoma kok hiicrelerinde 84 uM’a yiikselmistir (Lah vd., 2022) .

Viereckl ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada CBG’nin kolanjiyokarsinoma
(safra yolu kanseri) iizerindeki anti-kanser etkisi arastirilmigtir. Calismada bir tane
intrahepatik (HuCC-T1), iki tane de ekstrahepatik (CCA, Mz-ChA-1)
kolanjiyokarsinoma hiicre hatlar1 kullanilmakla birlikte Sliimsiizlestirilmis normal
kolanjiyosit (H69) hiicreler de kullanilmistir. 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromiir (MTT) sitotoksisite deneyinde, CBG’nin HuCC-T1
hiicreleri tizerinde 100 uM’dan sonra, CCA hiicrelerinde ise 50 uM’dan sonra anlaml1
diizeyde sitotoksik etki olusturdugu gosterilmistir. Buna ek olarak, H69 normal
hiicrelerde CBG’nin, hiicre proliferasyonunu 6,25 uM ve 12,5 uM’da artirdig1 ve 25
uM’dan sonra ise sitotoksik etki meydana getirdigi gosterilmistir. Diger yandan, 100
uM CBG ile muameleden sonra, S fazinda olan kolanjiyokarsinoma hiicrelerinde
azalma goriilmiistiir. Buna ek olarak, hiicre ¢ekirdeginde kii¢iilme meydana gelmesi,
hiicrelerin apoptoz veya senesense girdigini isaret etmektedir. Akis sitometrisi ile
Annexin V/Pl’ye bakildiginda, CBG ile muamele edilmis kolanjiyokarsinoma
hiicrelerinin, ge¢ apoptoz evresinde oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, CBG’ye
maruz kalmis kanser hiicrelerinde immiin boyama ile BAX proteinine bakildiginda
anlamli bir artis goriilmektedir. Fakat bu artig, Western blot deneyinde kontrole kiyasla
anlamli bir seviyede ¢ikmamistir. Buna ragmen, BAX (pro-apoptotik) icin bir artis
egilimi, BCL-2 (anti-apoptotik) icin ise bir diisiis egilimi goriilmiistiir. Ayn1 kosullarda
Western blot ile kaspaz-3 (pro-apoptotik) ve LC3b (otofaji) protein sentezlerine
bakildiginda kaspaz-3’te anlamli bir artig gorilirken, LC3b’de bir disis
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goriilmektedir. Bu ¢alismalarda, CBG’nin kolanjiyokarsinoma hiicrelerinde spesifik
olarak  apoptozu tetikledigini  gostermektedir. Bu ¢alismada CBG’nin,
kolanjiyokarsinoma hiicrelerinde migrasyonu ve koloni olusturma kapasitesini inhibe
ettigini gostermek i¢in, yara iyilesme testi, transwell migrasyon testi ve koloni
olusturma testi gergeklestirmistir. Elde edilen sonuglar CBG’nin kolanjiyokarsinoma
hiicrelerinde migrasyon kapasitesini yavaslattigini ve olusan kolonilerin sayilarinin ve
boyutlarinin daha kiigiik oldugunu gostermektedir (Viereckl vd., 2022).

Mahmoud ve ark. tarafindan 2023’te yapilan ¢aligmada, fare prostat kanser
hiicrelerinde CBG’nin etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada hormon direngli olmayan
(non-HRPC TRAMP2) ve hormon direncli (HRPC TRAMP-C2) iki farkli prostat
kanser hiicresi kullanilmistir. Non-HRPC hiicreleri, ADT’ye direngli kanserlerde
kullanilan EZA’ya maruz birakilarak elde edilmistir ve bu sayede EZA direncli
hiicreler olusmustur. MTT deneylerinde non-HRPC hiicrelerinde ICso 13 uM olarak
hesaplanirken, HRPC hiicrelerinde 14 uM olarak bulunmustur. Bu iki ICs¢’nin yakin
olmasi fare prostat kanser hiicrelerinde CBG’nin etkisinin, hormon ve androjen
bagimsiz oldugunu gostermektedir. Diger yandan, ayni hiicrelerde test edilen referans
ilaclardan sadece DCX’in, non-HRPC hiicrelerinde 32 pM ICso ile sitotoksik etki
gosterdigi ortaya konulmustur. ECS’de yer alan farkli reseptorler antagonistler ile
inhibe edildiginde, CBG’nin sitotoksik etkisinde herhangi bir degisiklik olmamuistir.
Bu da CBG’nin bu reseptorlerden bagimsiz bir sitotoksik etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. CBG’nin fare prostat kanser hiicrelerinde apoptozu tetikledigi kaspaz-
3/7 artis1 ile gosterilmistir. Bununla birlikte, HRPC hiicrelerinin non-HRPC
hiicrelerine kiyasla CBG’ye kars1 daha hassas olduklar1 ortaya konulmustur. /n vivo
deneylerde ilk olarak, CBG’nin tiimiir boyutunu kii¢iilttiigi kanitlanmistir. Timor
dokularinda, yeniden damarlanmada rol oynayan CD31’de ve proliferasyonda rol
oynayan Ki-67’de azalma bu bulguyu desteklemektedir. Buna ek olarak, CBG’nin fare
tarafindan tolere edilebilirligi C57BL/6 farelerde gosterilmistir. CBG verilen farelerin
hematolojik ve biyokimyasal kan degerlerinde, herhangi bir degisiklik goriilmemistir
(Mahmoud vd., 2023).

Sooda ve ark. tarafindan 2023 yilinda gergeklestirilen arastirmada CBG’nin
yumurtalik kanseri tizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu kapsamda kemoterapiye hassas
A2780 ve kemoterapiye direngli A2780/CP70 over karsinoma hiicreleri ile, PNT2
normal prostat hiicreleri ve ARPE19 normal retina hiicreleri kullanilmistir. Bu

hiicrelerde yapilan MTT deneyi 24,48,72 ve 96 saatlerinde gerceklestirilmistir ve her
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hiicre icin IC50 hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar, CBG’nin normal hiicrelere
kiyasla over karsinoma hiicreleri lizerinde yaklasik 2 kat daha fazla sitotoksik etkiye
sahip oldugu gosterilmistir. Paralel olarak yapilan MTT deneyinde ise referans ilag
karboplatinin, 24 saatte anlamli bir sitotoksik etki olusturmadigi not edilmistir. CBG
ile over karsinoma hiicrelerinde gézlemlenen sitotoksik etkinin apoptoz kaynakli olup
olmadigin1 gostermek i¢in, ilk olarak mitokondri membran potansiyel deneyi
yapilmigti. Bu c¢alismada, CBG’nin 30 ve 50 pM konsantrasyonlarinda
kullanildiginda, apoptotik hiicre sayisinda artis gdzlenmemistir. Bununla birlikte,
Annexin V/PI akis sitometrisinde incelendiginde CBG’nin 10 puM {izerinde
kullanildiginda, erken ve ge¢ apoptozda olan hiicre sayisimi arttirdigi gosterilmistir.
Kaspaz-3/7 bakildiginda ise, CBG’nin bu proteinlerde artisa sebep oldugu
gosterilmistir. Hiicre dongiisiine bakildiginda CBG, G0/G1fazinda olan hiicrelerin
artisina ve S fazinda olan hiicrelerin diisiisiine sebep olmaktadir. Bununla birlikte,
DNA fragmentasyonunun bir isareti olan subGl fazinda olan hiicrelerde de artis
goriilmektedir. CBG ile EndoCB reseptorlerinin antagonistleri birlikte kullanildiginda,
sadece CB1 reseptorii antagonisti ile muameleden sonra CBG’ye bagli sitotoksisitenin
etkilendigi gosterilmistir (Sooda vd., 2023).

Wyrobnik ve ark. tarafindan 2023 yilinda yapilan ¢alismada, fare ve insan
melanomasinin CBG ile muamelesinden sonra, tiimor mikro-gevresinde (TME) rol
oynayan faktdrlerde meydana gelen degisiklikler gosterilmistir. Ik olarak, A375
(insan) ve B16F10 (fare) hiicrelerine CBG verildiginde, bu hiicreler tarafindan,
tiimdrle iligkili sitokin olarak bilinen Koloni Uyarict Faktor 1’in (CSF-1) daha az
salgilandig1 gosterilmistir. Diger yandan, melanoma hiicreleri CBG ile kiiltiir
edildikten sonra toplanan kosullanmis medyanin, makrofajlarda kanserin
ilerlemesinde rol oynayan Miyeloid Tiirevli Baskilayici Hiicrelere (MDSC)
doniismelerini inhibe ettigi gosterilmistir. Buna ek olarak bu inhibisyonun, MDSC
hiicrelerinde iINOS seviyesinin diigmesine ve dolayli olarak lenfosit CD8+
hiicrelerinin aktivasyonunun artmasina neden oldugu gosterilmistir. Calismanin in
vivo kisminda ise, timor olusturulmus farelere 2,5 mg/kg CBG verildiginde timor
hacminin ve agirliginin azaldigi gosterilmistir. CBG’nin tiimor bolgesine ulastigini
kontrol etmek i¢in ise, timorden alinan oOrneklerle kromatografi yapilmistir ve
sonucunda ise, tiimorde CBG’nin bulundugu tespit edilmistir. CBG verilen kanserli
farelerde tiimorle iligskili makrofajlarin (TAM) azaldigi ve pro-enflamatuvar

makrofajlar olan Tiimérle Iligkili Makrofaj-1’lerin (M1) arttig1 gosterilmistir.
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TAM/M1 oranindaki diisiis TME’nin daha az immiinosiipresif olmasina ve bagisiklik
sisteminin devreye girerek, kanser hiicrelerini 6ldiirme potansiyelinin arttigini
gostermektedir. Son olarak, bu ¢alismada immunoterapide kullanilan anti-aPD-LI,
CBG ile kombine olarak kullanilmistir. Elde edilen sonuglar, kombine kullaniminin,
CBG’nin veya anti-oPD-L1’nin tek olarak kullanimindan daha etkili oldugunu
gostermistir. Bu kapsamda, farelerde tiimor ilerlemesi yavaslamis, hayatta kalma
siiresi artmig ve immiin hiicrelerden sitotoksik T hiicrelerinin timor igerisine
infiltrasyonunda artig goriilmiistiir (Wyrobnik vd., 2023).

Yiiksel ve ark. tarafindan 2023’te yapilan ¢alismada CBG’nin anti-kanser
etkisi 2 farkli insan kolorektal kanser hiicreleri ilizerinde test edilmistir. 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-stilfofenil)-2H-tetrazolyum
(MTS) sitotoksisite testinde HT-29 hiicrelerinde ICso’nin 284,37 puM olarak
hesaplanirken HCT-116 hiicrelerinde ise 94,79 uM olarak hesaplanmistir. Sitotoksisite
testinde elde edilen sonucun, apoptoz veya hiicre dongiisiindeki degisiklikten kaynakl
olup olmadigini gostermek i¢in, ilk olarak Annexin V/PI testi gergeklestirilmistir. Elde
edilen verilere géore CBG, HCT-116 hiicrelerinde apoptozu indiiklemezken, HT-29
hiicrelerinde nekroza sebep olmaktadir. Molekiiler seviyede bakildiginda ise CBG nin,
HCT-116 hiicrelerinde apoptoz yolaginda rol oynayan herhangi bir gen ekspresyon
seviyesinde degisiklige sebep olmamaktadir. Bunun aksine CBG’nin, HT-29
hiicrelerinde BAX’1n ekspresyonunun artisina neden oldugu gdsterilmistir. Hiicre
dongiisiine bakildiginda ise, CBG verilen HCT-116 hiicrelerinde GO/G1 fazinda olan
hiicrelerde artig goriiliirken, HT-29 hiicrelerinde herhangi bir degisiklik goriilmemistir.
Hiicre dongiisiinde rol alan genlerin ekspresyonuna bakildiginda her iki hiicrede de
Mutasyona Ugramis Ataksi Telenjiektazi (ATM) ve Ataksi Telenjiektazi ve Rad3 ile
Ilgili (ATR) genlerinin ekspresyonlarinda artis gériilmiistiir. Bu genler, DNA hasari ve
hiicre dongiisii kontroliinde yer almaktadir. Diger yandan CBG kullanilan kosullarda,
HCT-116 hiicrelerinde ABL proto-onkogen 1 (ABL-1) gen ekspresyonunda, HT-29
hiicresinde ise Survivin (BIRC-5) ve Kinetokor Iligkili 1 (KNTC-1) gen
ekspresyonunda azalma goriilmiistiir. Son olarak EdU proliferasyon testinde CBG’nin,
HCT-116 hiicrelerini etkilemezken, HT-29 hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigi
gosterilmistir. Molekiiler seviyede yapilan diger deneyde ise CBG ile muamele
edildikten sonra, bir¢cok kanserde deregiile olan Hippo yolaginda rol oynayan genlerin

ekspresyonundaki degisikliklere bakilmustir. Ilag direnci ve metastatik kanserlerde
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Hippo yolagimin inaktive oldugu, Merlin ve Evet-iliskili protein 1 (YAP)
ekspresyonlarinin ise arttigi gosterilmistir (Yiksel vd., 2023).

CBG’nin kanser iizerindeki etkisini arastiran en son ¢alismada Zeppa ve ark.,
insan pankreas duktal adenokarsinomu hiicrelerinde CBG’nin etkisini aragtirmiglardir.
Yapilan ¢alismada, PANC-1 ve MIAPaCa-2 pankreatik kanser hiicreleri, NCM460D
normal kolon epitelyal hiicreleri ve NHFA12 normal fibroblast hiicreleri
kullanilmistir.  MTT sitotoksisite testinde, normal hiicrelere kiyasla kanser
hiicrelerinde daha diisiik ICso’lerde sitotoksisite goriilmiistiir. Deneylerin devaminda,
kanser hiicrelerinde elde edilen ICso degerinin altinda dozlar kullanilmistir. CBG’nin
kanser hiicrelerinde apoptozu tetikledigini gdstermek icin Western Blot ile, Annexin
V ve pro-kaspaz-3/kaspaz-3 protein seviyesine bakilmistir. Elde edilen sonuglar,
CBG’nin apoptozu tetikledigi ve kaspaz-3/pro-kaspaz-3 oraninin arttigini
gostermistir. Buna ek olarak, CBG’nin otofaji mekanizmasin da tetikledigi, LC3-I’in
LC3-II’'ye doniismesiyle ve Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii (EGFR) ve
Memeli Hedefi Rapamisin (mTOR) yolaklarinin inhibe olmasi ile gosterilmistir. Bu
calismada, CBG ile kemoterapétik bir ajan olan Paclitaxel ve Gemcitabine kombine
olarak kullanilip sitotoksisiteleri test edilmistir. Elde edilen veriler, Paclitaxel veya
Gemcitabine’nin CBG ile kombine kullanildiginda, tek kullanima gdre daha sitotoksik

oldugunu gostermistir (Zeppa vd., 2024).

Tablo 2.3 Literatiirde CBG 'nin kanser hiicrelerinde kullanim konsantrasyonlart

Hiicre ICsp Zaman Referans
Melanoma (fare) 98,9uM 24 saat (S.-H. Baek vd., 1996)
(=31,31pg/mL)
KB epiteliyal karsinoma 31,30uM 48 saat (S. H. Baek vd., 1998)
KB epiteliyal karsinoma 45,55uM 72 saat (Han vd., 2000)
MCF-7 meme kanseri 9,8uM 96 saat (Ligresti vd., 2006)
MDA-MB-231 meme kanseri 16,2uM 96 saat (Ligresti vd., 2006)
C6 sigan glioma 13uM 96 saat (Ligresti vd., 2006)
DU 145 prostat kanseri 21,3uM 96 saat (Ligresti vd., 2006)
CaCo-2 kolorektal kanseri 9uM 96 saat (Ligresti vd., 2006)
KiMol sigan tiroid kanseri 8,2uM 96 saat (Ligresti vd., 2006)
RBL-2H3 si¢an 16semi ouM 96 saat (Ligresti vd., 2006)
AGS mide adenokarsinoma 8,2uM 96 saat (Ligresti vd., 2006)
DU 145 prostat kanseri >25uM 72 saat (De Petrocellis vd., 2013)
PC3 prostat kanseri >25uM 72 saat (De Petrocellis vd., 2013)
LNCaP prostat kanseri >25uM 72 saat (De Petrocellis vd., 2013)
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Tablo 2.3 Devamm

CaCo-2 kolorektal kanseri 30uM* 24,48,72 saat (Borrelli vd., 2014)
HCT116 kolorektal kanseri 30uM* 24,48,72 saat (Borrelli vd., 2014)
MDA-MB-231 meme kanseri 28,40uM 48 saat (Schoeman vd., 2020)
MCF-7 meme kanseri 31,45uM 48 saat (Schoeman vd., 2020)
Diferansiye glioblastoma 28,1uM 48 saat (Lah vd., 2021)
Glioblastoma kok hiicre 59uM 48 saat (Lah vd., 2021)
1145 mezotelyoma (sigan) 16,6pM 72 saat (Colvin vd., 2022).
MSTO mezotelyoma 16,45uM 72 saat (Colvin vd., 2022).
H2452 mezotelyoma 15,5uM 72 saat (Colvin vd., 2022).
Diferansiye glioblastoma 100uM 48 saat (Lah vd., 2022)
Glioblastoma kok hiicre 84uM 48 saat (Lah vd., 2022)
HuCC-T1 safra yolu kanseri 100uM* 48 saat (Viereckl vd., 2022)
CCA safra yolu kanseri 50uM* 48 saat (Viereckl vd., 2022)
TRAMP2 non-HRPC prostat 13uM 24 saat (Mahmoud vd., 2023)
kanseri (fare)
TRAMP2 HRPC prostat 14uM 24 saat (Mahmoud vd., 2023)
kanseri (fare)
A2780 over karsinoma 15,3uM 24 saat (Sooda vd., 2023)
A2780/CP70 over karsinoma 17,7uM 24 saat (Sooda vd., 2023)
PNT2 normal prostat 32,1uM 24 saat (Sooda vd., 2023)
ARPE19 normal retina 37,2uM 24 saat (Sooda vd., 2023)
HCT-116 kolorektal kanseri 94,79uM 72 saat (Yiiksel vd., 2023)
HT-29 kolorektal kanseri 284,37uM 72 saat (Yiiksel vd., 2023)
PANC-1 pankreas 49uM 72 saat (Zeppa vd., 2024)
adenokarsinoma (=15,64pg/mL)
MIAPaCa-2 pankreas 43,5uM 72 saat (Zeppa vd., 2024)
adenokarsinoma (13,77pg/mL)
NCM460D normal kolon 93,1uM 72 saat (Zeppa vd., 2024)
epitelyal (=29,45pg/mL)
NHFA 12 normal fibroblast 70,2uM 72 saat (Zeppa vd., 2024)
(=22,20pg/mL)

*: Bu caligmalarda ICso hesaplanmamuistir. Belirtilen konsantrasyon anlamli diizeyde sitotoksisite

goriilen ilk konsantrasyondur.
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3. MATERYAL VE YONTEM
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3.1. Materyal

3.1.1.Kullanilan Kimyasal-Sarf Malzemeler ve Ozellikleri

Tablo 3.1 Tez calismasinda kullanilan kimyasal listesi

Malzeme Marka Katalog numarasi
PNTIA EACC 95012614
DU145 ATCC HTB-81

PC3 ATCC CRL-1435
Etanol Isolab 64-17-5
Aquaguard 1 Biological Industries 01-867-1B
Aquaguard 2 Biological Industries 01-916-1E
Fetal Bovine Serum Gibco A5256701
L-glutamine Serox SRL-810-100
Penicilin-streptomycin Gibco 15140122
RPMI 1640 Serox SLR-563-500
DMEM high glucose Serox SLD-524-500
Trypsin-EDTA Sartorius 03-052-1B
DPBS with Ca?* and Mg?* Capricorn Scientific PBS-2A
DMSO Sigma 1.167.431.000
Trypan blue Sigma T8154-100ML
Cannabigerol Cayman 15293.5MG
Docetaxel Adooq A10326
Etanol molekiiler seviye Sigma 1.08543
WST-8 Elabsciences E-CK-A362
Crystal violet Sigma C0775-25G
Metanol Sigma 1.060.092.011
PBS without Ca?" and Mg?* Gibco 14-190-144
DNA izolasyon kiti Favorgen FATGKO001
Agaroz Sigma A9539-100G
TAE Clearband TAES500
Redsafe iNtRON Biotech 21141
Yiikleme boyast Thermo Scientific RO611

DNA Ladder New England Biolabs B7025
Poly-L-lysine Sigma P8920-100
PFA Sigma 158127-5G
Primer antikor anti-Caspase-3 Abcam ab13847
Primer antikor anti-Caspase-8 Elabscience E-AB-63511
Primer antikor anti-Caspase-9 Abcam ab202068
Primer antikor anti-BAX Abcam ab32503
Sekonder antikor FITC Invitrogen 656111
7-AAD Molecular Probes A01310
Kapatma medyasi Abcam ab104139
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Tablo 3.2 Tez calismasinda kullanilan kimyasal listesi

Malzeme Marka Katalog numarasi
50 mL falkon tiip Sarstedt 62.547.254
15 mL falkon tiip Sarstedt 62.554.502
Parafilm Merck P7543
Kriyovial Greiner 10563821
T75 flask Sarstedt 83.3911.002
1000pL pipet ucu Kirgen KG5333
100uL pipet ucu Kirgen KG5431
10pL pipet ucu Kirgen KG5131

10 mL serolojik SPL SPL-910-10
Dondurma kutusu Corning CoolCell® 432138
1.5mL Eppendorf tiip Eppendorf 0030123611
6 kuyucuklu plaka SPL 30006

12 kuyucuklu plaka SPL 30012

24 kuyucuklu plaka SPL 30024

96 kuyucuklu plaka SPL 30096

8um pore insert Nest Scientific 725301
Ekiivyon Cubugu LP {taliana Spa L112498
Pens Dumont Twezezers 72854-D
Hiicre kaziyici Thermo Scientific 12-565-58
12 mm yuvarlak coverslip Lasec R166.05
Cam petri Pyrex 12043333
Alliminyum folyo Koroplast

Lamel Corning CLS294875X25
Oje Flormar

Silinmez keceli kalem Edding Small

3.1.2.Kullamlan Alet-Cihaz ve Ozellikleri

Tablo 3.3 Tez calismasinda kullanilan cihaz listesi

Cihaz Marka

Laminer kabin Holten

Inkiibator Panosonic

Su banyosu Labline Aquabath
Otomatik pipet Gilson

Otoklav Niive

Distile su cihazi ELGA

Santrifiij Beckman Coulter
Invert optik mikroskop Leica

-80 Panosonic

-20 Sanyo

+4 Sanyo

Azot tanki Statebourne

Buz makinesi Scotsman
Nanodrop Nanodrop
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Tablo 3.3 Devamm

Jel goriintiileme sistemi SYNGENE
Spektrofotometre Tecan

Tartim cihazi Shimadzu
Vorteks IKA
Sogutmali santifiij Hettich

Jel yiiriitme tanki Scie-Plas

Gli¢ kaynagi Labnet
Eppendorf isiticisi Major Science
Mikrodalga Argelik
Fluoresan mikroskop Zeiss

3.1.3. Kullanilan hiicre hatlar ve 6zellikleri

Deneylerde kullanilan PNT1A hiicreleri, Dog. Dr. Omer Faruk KARATAS
(Erzurum Teknik Universitesi) tarafindan hediye edilmistir. Hiicreler EACC
kaynaklidir (PNTIA Human Normal Prostate Epithelium Imortalized with SV40.,
95012614 | Sigma-Aldrich). PNTI1A hiicreleri SV40 plasmidi ile oliimsiizlestirilmis
normal prostat hiicreleridir. Epiteliyal yapiya sahip olan bu hiicreler, 35 yasinda bir
erkekten post mortem olarak alinmistir (Avances vd., 2001).

DU145 hiicreleri, Dog. Dr. Fatih KOCABAS (Yeditepe Universitesi)
tarafindan hediye edilmistir. Hiicreler ATCC kaynaklidir (DU 145 - HTB-81 | ATCC).
DU145 hiicreleri, II. seviye prostat adenokarsinomasinin beyinde olusturdugu
metastazdan alinmistir. Hiicreler beyaz ve 69 yasinda bir erkek hastadan alinmigtir
(DU 145 - HTB-81 | ATCC, t.y.; Stone vd., 1978).

PC3 hiicreleri Ogr. Gor. Dr. Merve SEZER KURKCU (Mugla Universitesi)
tarafindan hediye edilmistir. Hiicreler ATCC kaynaklidir (PC-3 - CRL-1435 | ATCC).
PC3 hiicreleri I'V. seviye prostat adenokarsinomasinin kemikte olusturdu metastazdan
alimmustir. Hiicreler beyaz ve 62 yasinda bir erkek hastadan alinmistir (Kaighn vd.,
1979; PC-3 - CRL-1435 | ATCC)

DU145 ve PC3 hiicrelerinin metastatik seviyesi kiyaslandiginda PC3 hiicrelerinin
DU145 hiicrelerine gore daha yiliksek metastatik potansiyele sahip oldugu
bilinmektedir (Lopez-Cavestany vd., 2023).
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3.2. Yontem
3.2.1.Sterilite Icin Laboratuvarda Alinan Onlemler

Hiicre Kkiiltiirinde kontaminasyonu engellemek i¢in, hiicre kiltiir
laboratuvarinin haftalik temizligi yapildi. Laminer kabinin biitiin yiizeyleri (alt
hazneler dahil) %70 etanol ile silindi. Inkiibatoriin raflart %70 etanol ile silindi.
Inkiibator icerisinde bulunan su haznesinin suyu distile ve otoklavlanmis su ile
degistirildi ve i¢erisine Aquaguard 1 eklendi. Su banyosunun suyu dokiildiikten sonra
%70 etanol ile i¢ yiizeyler silindi. Icerisindeki su distile ve otoklavlanmis su ile
degistirildi ve igerisine Aquaguard 2 eklendi. Laboratuvarda kullanilan biitiin yilizeyler
%70 etanol ile yerler ise ¢amasirlar suyu ile silindi. Her kullanim &ncesinde ise
laminer kabinin ultraviole (UV) 15181 15 dakika (dk) acik tutuldu. Calismaya
baslanmadan 6nce kabinin havalandirmasi 15 dk. boyunca calistirildi. Kabinin {ist
yiizeyleri %70 etanol ile silindi ve kullanilan her malzeme %70 etanol ile alkollenerek
kabin igerisine alindi. Kullanim sonrasinda, yiizeyler %70 etanol ile alkollendi ve
laminer kabinin UV 15181 15 dk. a¢ildi. Hiicre kiiltiir odasinda kontaminasyonun

gelismesini engellemek i¢in oda 1s1s1 20 °C’nin altinda tutuldu.

3.2.2. Hiicre Kiiltiir Medyas1 Hazirlanmasi

PNTIA normal prostat hiicreleri icin %10 FBS, %1 L-glutamine ve %1
penicilin-streptomycin ile tamamlanmigs RPMI 1640 medyas1 hazirlandi. DU145 ve
PC3 kanser hiicreleri i¢in ise %10 Fetal Sigir Serumu (FBS), %1 L-glutamine ve %1
penicilin-streptomycin ile tamamlanmis DMEM high glucose medyasi hazirlandi.
Tekrarlanan 1sitmalarda medya kalitesinin diismemesi i¢in tamamlanan kiiltiir medyas1
50 mL’lik falkonlara geg¢irildi ve kapaklari parafilm ile kapatildi. +4°C’de saklanan
medyalar kullanim 6ncesi ¢ikarildi ve 37 °C’de olan su banyosunda 1s1tild1. (Alamoudi

vd., 2018)

3.2.3. Hiicre Coziilmesi ve Biiyiitiilmesi

Azot tankindan alinan hiicre iceren kriyovial, 37 °C olan su banyosunda
igerisinde kiigiik buz parcast kalana kadar eritildi. Laminar kabin altinda, kriyovial
icerigi 15 mL’lik falkon tiipe gecirildi ve iizerine Onceden hazirlanmis kiiltiir

medyasindan 9 mL damla damla ve yavag bir sekilde eklendi. 200xg ve 7 dakika
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boyunca santrifiij edildikten sonra tiipte bulunan siipernatant atildi. Hiicre pelleti 8 ile
12 mL kiiltiir medyas: ile ¢6ziildii ve hiicrelerin birbirinden ayrilip tek hiicre haline
gelmesi i¢in serolojik pipet ile pipetaj yapildi. Devaminda, T75 flaska ekildi ve 37 °C
ve %5 COz’de olan inkiibatdrde inkiibe edildi. Her giin, medyanin rengi ve optik
invert mikroskop altinda hiicre yogunlugu kontrol edildi. Hiicrelerin iki giine bir

medya degisimi gergeklestirildi.

3.2.4. Hiicre Pasajlanmasi

Konfluensiye ulasan hiicrelerin pasajlanmasi gergeklestirildi. Trypsini inhibe
eden FBS fazlaligindan kurtulmak ig¢in, kiiltiir medyasi ¢ekildikten sonra hiicreler
onceden 1sitilmig SmL kalsiyum ve magnezyum igeren Fosfat-Tamponlu Salin
Cozeltisi (DPBS) ile yikandi. Hiicrelerin basing ile kalkmasini engellemek i¢in DPBS
T75 flaskin duvarma dogru konuldu. DBPS c¢ekilip %0,25-%0,05 tripsin-EDTA’dan 2
mL eklendi. 4 dk. boyunca T75 flask 37°C ve %5 COz’de olan inkiibatorde inkiibe
edildi. Ayn1 anda birkag¢ tane flask tripsine edildigi zaman, 1s1 dagiliminin esit bir
sekilde saglanmas icin flasklar iist iiste yerine yana yana dizildi. Inkiibasyon sonunda,
hiicrelerin kalktig1 mikroskop altinda kontrol edildi. Kalkmayan hiicreleri mekanik
olarak kaldirmak i¢in, T75 flask sert bir zemine yavas¢a vuruldu. Trypsinin etkisini
durdurmak i¢in T75 flaskin igerisine FBS igeren kiiltiir medyasindan tripsin miktarinin
en az 2 veya 3 kat1 olacak sekilde (4-6mL) eklendi. T75 flaskinin igerigi cekilip 15
mL’lik falkona gecirildi ve 200xg ve 7 dk. boyunca santrifiij edildi. Siipernatant
atildiktan sonra, hiicre pelleti lizerine Kkiiltiir medyasindan eklendi. Pasajlama
esnasinda yogunluga gére 2 veya 3 adet T75 flaska ekim yapildi. iki adet T75 flaska
ekim yapildig1 zaman, pellet 4 mL medyada ¢oziildiikten sonra T75 flaska gecirildi ve
tizerine 4 mL medya eklendi. Flaskin iizerine hiicre ad1, pasaj numarasi, tarih ve islemi

gergeklestiren kisinin adi yazildi.

3.2.5. Hiicre Dondurulmasi

Hiicreleri uzun silire saklamak i¢in, hiicreler dondurma islemi
gerceklestirilmistir. Bunun icin ilk olarak 2X dondurma medyast hazirlandi.
Dondurulacak kriyovial sayisina gore %20 FBS, %20 Dimetil Siilfoksit (DMSO), %80

medya ile hazirlandi1 ve +4°C sogumasi i¢in bekletildi. Hiicre pasajlama asamasindaki
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gibi hiicreler kaldirilip santrifiij edildikten sonra silipernatant atildi ve pellet
dondurulacak kriyovial sayisina gore, medyada ¢oziildii. Bir kriyovial i¢in 750 uL
kiiltiir medyast eklendi. Kriyovial iizerine hiicre adi, pasaj numarasi, tarih ve
dondurma iglemini yapan kisinin ad1 yazildi. Kriyovial buz iizerine ve laminar kabin
altina alindi. Hiicreler kriyovial igersinde alindi ve lizerine yavasg yavas 750 uL
dondurma medyas1 eklendi. Kriyovial 1 dakikada 1°C soguma saglayan CoolCell®
kutusu ile 24 saat -80°C saklandi. Daha uzun bir saklama saglamak icin kriyovial

-196°C olan s1v1 azot tankina alind.

3.2.6. Hiicre Sayimi

Hiicrelerin belirli sayida ekilmesi gerekilen deneylerde, hiicre sayimi
gerceklestirildi. Bunun i¢in, hiicre pasajlama asamasindaki gibi hiicreler tripsin ile
kaldirildi ve santrifiij edildikten sonra siipernatant atildi. Hiicre pelleti, hiicre
yogunluguna goére medyada ¢oziildii. Sayim esnasinda yogunlugu azaltmak igin,
konfluent T75 flasktan elde edilen hiicre pelleti 4 mL medyada ¢6ziildii ve hiicrelerin
birbirinden ayrilip tek hiicre haline gelmesi i¢in serolojik pipet ile pipetaj yapildi.
Saymm i¢in eppendorf igerisine 100 pL trypan blue eklendi. Hiicre siispansiyonu
tekrardan iyice karistirildiktan sonra falkonun ortasindan 100 pL hiicre ¢ekildi ve
eppendorfa gegcirildi. Karistirildiktan sonra ve eppendorfun ortasindan 10 pL cekildi
ve Thoma lami tizerinde kuyucuga konuldu. Thoma laminda, 16 kii¢lik kareyi igeren
bliyiik kareye diisen hiicreler sayildi. Kenarlara diisen hiicreler i¢in, 4 kenardan sadece
2 kenar lizerine diisen hiicreler sayildi. Sayim islemi asagi ve yukaridaki kuyucukta
tekrarlandi. Toplam hiicre sayisim1 hesaplamak i¢in ilk olarak elde edilen hiicre
sayisinin ortalamasi alindi. Devaminda 1:1 oraninda trypan blue ve hiicre eklendigi
i¢in hiicre sayis1 2 ile ¢arpildi. Son olarak, Thoma laminin katsayisi olan 10.000 ile
carpildi. Elde edilen sonu¢ 1 mL medyada hiicre sayisin1 verirken hiicreleri 4 mL
medyada ¢6zdliglimiiz i¢in toplam hiicre sayisin1 belirlemek i¢in 4 ile carpildu.

Toplam Hiicre Sayisi = Ortalama Hiicre Sayisi x Diliisyon Faktérii x 10.000 x Hiicre Hacmi
Sekil 3.2°de gosterilen fotografta 95 hiicre sayildi. Hiicreler 4 mL ¢oziildigi icin 4
mL’de toplam 7.600.000 hiicre bulunmaktadir.
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16 kuguk kare
iceren biyuk kare

Sekil 3.2 Optik invert mikroskop altinda Thoma lanminda sayim yapilan alan (X10)

3.2.7.CBG ve DCX’in Hazirlanisi

CBG molekiiliiniin etanolde c¢oziiniirliigi 30 mg/mL (=30g/L) olarak,
molekiiler agirlig ise 316,5 g/mol olarak satici tarafindan belirtilmistir. CBG etanolde
daha yiiksek oranda ¢oziildiigli ve DMSO’ya gore daha az toksik oldugu i¢in segildi
(Nguyen vd., 2020). 30 mg CBG 1.000 pL etanolde ¢oziilmektedir. Bu sekilde
¢oziildiigiinde elde edilen CBG konsantrasyonunu hesaplamak i¢in su formiil
kullanilmistir: molar konsantrasyon (mol/L) = kiitle konsantrasyonu (g/L) /molekiiler
agirlik (g/mol). CBG i¢in 30/316,5= 0,0947 mol/L = 94,7 mM =94.700 uM olarak
hesaplandi. Deneylerimizde, 5Smg CBG kullanacagimiz i¢in toplam etanolde 167 pL
¢oziildi ((5x1) / 30). Kullanacagimiz deneylerde, pipetaji kolaylastirmak i¢in CBG
konsantrasyonu, 94,7mM’dan 30mM’a etanol eklenerek getirildi. Konsantrasyon
diistiriilirken deneylerde kullanacagimiz etanol hacminin toplam hacmin 9%0,15
altinda olmasina dikkat edildi. Literatiire bakildiginda, etanoliin hiicreler {izerinde
%0,15-1,25 arasinda herhangi bir sitotoksik etkisi olmadig1 gosterilmistir (Nguyen
vd., 2020).

DCX molekiiliiniin DMSO’da ¢6ziiniirliigii 92 mg/mL, molekiiler agirligi ise
807,9 g/mol olarak satic1 tarafindan belirtilmistir. DCX’in ¢6ziintirliigii etanolde diisiik
oldugu i¢in, ¢oziicli olarak DMSO seg¢ildi. DCX, 543uL. DMSO’da ¢oziildi ve 11,38
mM konsantrasyonunda bir ana stok elde hazirlandi. Deneylerde kullanilmak i¢in ise,
11,38 uM’lik ara stok hazirlandi. DCX i¢inde, DMSO hacminin toplam hacmin %0.15
altinda olmasina dikkat edildi. Bu kapsamda literatiire bakildiginda DMSO’nun
hiicreler {iizerinde 9%0,15-0,6 arasinda herhangi bir sitotoksik etkisi birakmadigi

gosterilmistir (Nguyen vd., 2020).
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3.2.8.Sitotoksisite Testi

Normal ve prostat hiicreleri T75 flaskta biiyiitiildii ve sitotoksisite deneyi igin
yeterli hiicre sayisina ulasilinca, hiicreler kaldirilip sayildi. Laboratuvarda yapilan
diger deneylerde sitotoksisite deneylerinde kullanilacak prostat hiicre sayis1 optimize
edilmisti. PNT1A hiicrelerinden, 4.000 hiicre/kuyucuk, DU145 ve PC3 hiicrelerinden
ise 3.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plakaya ekim yapilmasi
optimize edilmistir. Hiicreler sayildiktan sonra, hiicrelerden alinacak hiicre sayisini
belirlemek i¢in, asagidaki formiil kullanildz.

Kuyucuk Bagina Ekilecek Hiicre Sayisi x (Ekilecek Kuyucuk Sayist + Fazladan 10 Kuyucuk)

Kenar etkisini engellemek icin, 96 kuyucuklu plakanin kenarlarina steril
ddH>O konuldu. Literatiirde belirtildigi tizere, kenar ve kdsedeki kuyucuklarda kiiltiir
esnasinda daha fazla buharlasma oldugu i¢in, bu kuyucuklar deneye dahil edilmedi
(Mansoury vd., 2021). Kalan 60 kuyucuga ekim yapilacagt ve Ornegin PNTIA
hiicreleri kullanildiginda gerekli hiicre sayist 4.000 x (60+10) = 280.000 olarak
hesaplandi. Sitotoksisite deneylerinde, zamana bagli olarak sitotoksisiteyede
bakildigindan dolay1, 24, 48, 72 saat i¢in 3 adet 96 kuyucuklu plaka i¢in hesaplamalar
yapild1 (210.000 x3 = 840.000 hiicre). Hiicre sayimi (3.2.6) boliimiinde verilen 6rnek
ile devam edildiginde, 4 mL medyada ¢o6ziilmiis ve 7.600.000 hiicre iceren medyadan
ne kadar alinmasini belirlemek i¢in su formiil kullanildi:

(Istenilen Hiicre Sayisi x Hiicrelerin Coziilmiis Oldugu Toplam Hacim) / Toplam Hiicre Sayist
Ornegin, eger 840.000 hiicre istiyorsak 4 mL (4.000 uL) medyada ¢oziilmiis ve
7.600.000 hiicre igeren medyadan (840.000 x 4.000) / 7.600.000 = 442uL. alinmasi
gerekli oldugu hesaplandi. Hiicreleri ekmek i¢in, gerekli olan hacmi belirlemek icin
ise su formiil kullanildi:

(Ekilecek Kuyucuk Sayist + Fazladan 10 Kuyucuk) x Kuyucuk Hacmi (100 ul)

Bu formiile gore, gerekli olan toplam hacim (60+10) x 100 = 7.000 uL olarak
hesaplandi. 24, 48, 72 saat icin, 3 adet 96 kuyucuklu plakaya toplam 7000x 3=
21.000uL (21mL) medya gerekli oldugu hesaplandi. Ayni1 Ornek {izerinden
hesaplandiginda, 4 mL’lik hiicre soliisyonundan 442 pL alinda ve {izerine 20.558 pL
kiiltiir medyas1 eklendi. Hazirlanan hiicreler, her kuyucukta 100 pL olacak sekilde cok
kanalli pipet aracilig1 ile 60 kuyucuga ve 3 adet 96 kuyucuklu plakaya dagitildi. Plaka
lizerine hiicre adi, pasaji, tarih, yapilan deney ve islemi yapan kisinin adi yazildi.

Hiicrelerin plakaya tutunmasi icin, 37 °C ve %5 COz olan inkiibatorde 24 saat inkiibe
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edildi. Hiicrelere verilecek olan CBG, DCX, etanol veya DMSO i¢eren medyalar
hazirlandi. Kullanilacak her konsantrasyon ve her madde icin, farkli falkon tiiplere
medyalar hazirlandi. Her kosul i¢in 6 tekrar yapildigi ve 24,48,72 saatler i¢in ilag
verilecegi i¢cin minimum miktar (6+10) x 100 x 3= 1.800 pL olarak hesaplandi.
Fazladan medya olmasi i¢in, toplam 2.000 uL medya hazirlandi. Hiicrelerin tutundugu
optik invert mikroskopta kontrol edildikten sonra laminer kabin altinda kiiltiir medyas1
cekildi ve yerine ilag ve kontrol madde iceren medyalar eklendi. Hiicrelerin
kalkmamasi i¢in, medyay1 eklerken kuyucugun kenarindan konulmasina dikkat edildi.
Buna ek olarak, plakanin fazla sarsilmamasima dikkat edildi. Inkiibatérde 24 saat
inkiibe edildikten sonra, 24 saatte Ol¢lim yapilacak plakaya 10 pL WST-8 buffer
eklendi ve 3 saat inkiibatorde tutuldu. WST-8, bir elektron baglama reaktifinin
varliginda belirli mitokondriyal dehidrojenazlar tarafindan turuncu bir formazan
bilesigine doniistiiriilebilen MTT’ye benzeyen bir maddedir. Uretilen formazan
miktar1 spektrofotometrik 6l¢iim sonrasinda dogrudan canli hiicrelerin miktariyla
baglantilidir (Chen vd., 2020). Bu nedenle inkiibasyon sonunda 450 nm boyutunda
okuma yapildi. Elde edilen Optik Dansite (OD) degerleri Excel dosyasi olarak
kaydedildi. GraphPad Prism 9 programi ile yapilan istatiksel analiz sonrasinda,
konsantrasyona bagli olarak hiicre canlilig1 grafigi ¢izildi. ICso degerini hesaplamak

icin, AAT BIOQUEST IC50 Calculator ¢evrimigi platform kullanildi.

I & m m O O @ >

Sekil 3.3 Sitotoksisite deneyi icin dizayn edilen 96 kuyucuklu plaka

3.2.9. iki Boyutlu Migrasyon Testi/ Scratch Testi/ Yara Iyilesme Testi

Iki boyutlu migrasyon testi igin prostat kanser hiicreleri T75 flaskta biiyiitiildii.
Deney icin yeterli hiicre sayisina ulasinca, hiicreler kaldirildi ve sayildi. Her
kuyucukta 100.000 hiicre olmasi i¢in hiicreler falkonda hazirlandi. Bu test igin, 24
kuyucuklu plaka kullanildi. Hiicreler ekilmeden, her kuyucugun altina silinmez kegeli

kalem ile enine ¢izgi ¢izildi. Ardindan medyada siispanse edilmis hiicrelerden, her
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kuyucukta 1 mL olacak sekilde ekim yapildi. Hiicreler, inkiibatorde tamamen (%90-
100) konfluensiye ulastiktan sonra “yara” olusturuldu. Bunun i¢in ilk olarak, CBG ve
etanol iceren medyalar hazirlandi. Farkli konsantrasyonlar i¢in, farkli falkonlarda
medyalar hazirlandi. 24 kuyucuklu plakadaki medyalar ¢ekildi ve onceden 1sitilmis
kalsiyum ve magnezyum igeren DPBS’den 1 mL/kuyucuk eklendi. 100 uL pipet ucu
araciligi ile kuyucugun ortasindan ve alta ¢izdigimiz ¢izgiye dik bir ¢izgi ¢izildi. Cizik
atilan kisimdan kalkan hiicrelerden kurtulmak igin, plaka biraz sallandiktan sonra
DPBS ¢ekildi ve hazirlanan medyalardan 1 mL/kuyucuk konuldu. ‘“Yara”
olusturulduktan hemen sonra, optik invert mikroskop altinda O saat olarak her
kuyucugun fotografi ¢ekildi. Bu deneyde, olusturdugumuz yaranin kapanma yiizdesini
hesapladigimiz i¢in, ayni yerden fotograf ¢gekmemiz 6nemliydi. Bu nedenle fotografi
¢ekerken, kuyucugun altina ¢izdigimiz ¢izgi ile olusturdugumuz ¢izginin birlestigi
yerden fotograf cekildi. Kuyucugun altindaki ¢izgi mikroskop merceginden
goriinmeyecek ama mercegin tam yukarisinda olacak sekilde ve yara ile kesistigi
yerden fotograf ¢ekildi. Hiicreler, inkiibatdrde inkiibe edildi ve ayn1 sekilde 24 saat
sonra fotograf ¢ekildi. Her kosul icin, 3 tekrar yapildi ve deney 3 kere tekrarlandi. Elde
edilen fotograflar, Tscratch programu ile analiz edildi. Elde edilen kapanma ytizdeleri,
GraphPad Prism 9 ile istatistiksel olarak analiz edildi. Analiz sonras1 kullanilan CBG

konsantrasyonuna gore yara kapanma oranini gosteren grafik cizildi (Capik vd., 2021).

1. Hicre sayimi, ekimi ve kaltr

Kuywekly plaka

Kaltir flask

|
9
9
2. Yara olugturma

4. Ver anal
™

3. Veri toplama (O ve 24 saat mi

Sekil 3.4 2D boyutlu migrasyon testinin is akig1 (Grada vd., 2017)

3.2.10. U¢ Boyutlu Migrasyon Testi/ Transwell Migrasyon Testi

Prostat kanser hiicreleri T75 flaskta biiyiitiildii ve deney i¢in yeterli hiicre
sayisina ulaginca hiicreler kaldirilip sayildi. Bu deneyde, 24 kuyucuklara yerlestirilmis
8 um c¢apinda deliklere sahip insertler kullanildi. Insertlerin, iist kisminin her birine
50.000 hiicre ekildi. Ekim i¢in, FBS icermeyen 250 uL/kuyucuk medya kullanild1. Ust
kisma eklenen medyaya, CBG veya etanol eklendi. Alt kismina ise, 500 pL/kuyucuk
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%10 FBS igeren medya eklendi. 24 saat boyunca inkiibatorde kiiltiir edildi. Fiksasyon
oncesi %0,5 crystal violet (mor kristal) hazirlandi. Bunun i¢in %100 crystal violet, %2
etanol ile sulandirildi. %2 etanol elde etmek i¢in ddH»>0 kullanildi. 24 kuyucuklu
plakanin yeni kuyucuklarma 1 mL %100 metanol eklendi. Migrasyon
gerceklestirmemis hiicrelerden kurtulmak igin, ekiivyon c¢ubugu ile insertin iist
kismindaki hiicreler temizlendi. insertler metanol olan kuyucuklara alindi. Hiicrelerin
oldugu, insertlerin alt kisminin bir yerlere degmemesine dikkat edildi. 15 dk. oda
sicakliginda inkiibe edildi. Bu sirada, 24 kuyucuklu plakanin yeni kuyucuklarina
yikama i¢in 1 mL PBS eklendi. Insertler, inkiibasyon sonunda yeni kuyucuklara alindi.
Yeni kuyucuklara, basta hazirladigimiz %0,5 crystal violet soliisyonundan 1 mL
eklendi ve insertleri boyamak icin, bu kuyucuklar alindi. Oda sicakliginda 15 dk.
inkiibasyon sonunda, 1 mL PBS ekledigimiz yeni kuyucuklarda insertler yikand1 ve
bu islem 2 kere tekrarlandi. Insertler yeni ve bos kuyucuklara alind1 ve kurumaya
birakildi (2-3 saat). Invert optik mikroskop ile 4X biiyiitmede fotograf ¢ekildi. Her
kosul 3 tekrarli olacak sekilde tasarlandi. Cekilen fotograflarda, rastgele 4 farkli ve
esit alandaki hiicreler sayildi (Capik vd., 2021). Elde edilen sayilar, GraphPad Prism
9 programu ile istatistiksel olarak analiz edildi. Analiz sonras1 kontrol ve CBG verilen

kosullarda gecen hiicre sayisini gosteren grafik cizildi (Capik vd., 2021).

3.2.11. DNA Fragmentasyon Testi

DNA fragmentasyon testi i¢in normal ve kanser prostat kanser hiicreleri T75
flaskta biiyiitiildii ve deney i¢in yeterli hiicre sayisina ulasinca hiicreler kaldirilip
sayildi. 6 kuyucuklu plakanin her kuyucugunda 300.000 hiicre olacak sekilde 3 mL
medya ile ekim yapildi. 24 saat boyunca inkiibatorde kiiltiir edildikten sonra, 6nceden
hazirladigimiz CBG ve kontrol medyalar1 ile hiicrelerin medyast degistirildi ve
inkiibatore alindi. 72 saat sonra hiicreler hiicre kaziyici ile kaldirildi ve 15 mL’lik
falkona gegirildi. 200xg’de 7 dk. santrifiij edildikten sonra, slipernatant atildi. Pellet
ise, 200 uL. DPBS ile ¢oziildiikten sonra 1,5 mL eppendorfa alindi. Kullanilan DNA
izolasyon kitinde belirtilen etaplara uygun olarak, 200 pL FATGI1 eklendi ve
mikropipet ile karigtirildi. 20 pL proteinaz K eklendikten sonra ise vortekslendi ve 2
saat 15 dk. 60 °C’de inkiibe edildi. Devaminda, 200 uL FATG2 eklendi ve vortekslendi
ve 10 dk. 70 °C’de inkiibe edildi. Daha sonra, analiz seviyesinde etanolden 200pL

eklendi ve vortekslendi. Sonrasinda, FATG mini kolon iizerine alind1 ve 15.000xg’de
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2 dk. santrifiij edildi. Kolon, yeni bir toplama tiipii lizerine gegirildi ve 400 uL W1
buffer eklendikten sonra 15.000xg’de 1 dk. santrifiij edildi. Kolondan gecen kisim
atildiktan sonra, kolon iizerine 750 pL Wash buffer eklendi ve 15.000xg’de 1 dk.
santrifiij edildi. Akan kisim atildiktan sonra, kolonu kurutmak i¢in 3 dk. 15.000xg’de
santrifiij edildi. Eliisyon tiipii lizerine alinan tiipe, 50 uL eliisyon buffer eklendi ve 3
dk. inkiibe edildikten sonra 2 dk. 15.000xg’de santrifiij edildi. Elde edilen DNA, -20
°C’de sakland1. Elde edilen DNA miktarini belirlemek i¢in, Nanodrop cihazi ile 6l¢iim
yapildi. -20°C olan 6rnekler ¢ikarildi ve presipite olan DNA’y1 ¢6zmek i¢in eppendorf
hafifce vortekslendi. Nanodrop cihazinda niikleik asit Olglimii secildi ve niikleaz
icermeyen 1 pL H20 ile blank (beyaz) yapildi. Sonrasinda, 1pL DNA yiiklenerek tek
tek Ol¢iim yapildi. Nanodrop dlgiimleri ng/puL. biriminde 6l¢iim vermektedir. Her
dlciim arasinda, pecete ile DNA silindi. Olgiimde DNA miktarina ek olarak 260/280
nm orani kaydedildi. DNA i¢in bu oranin 1,8’e yakin olmasi, DNA safliginin bir
belirtisi olarak bilinmektedir (Lucena-Aguilar vd., 2016). Orneklerin DNA miktarlari
belirlendikten sonra, drnekleri jel {izerine ayn1 miktarda yiliklemek icin hesaplamalar
yapild1. Yiiklenecek kuyucuk hacmi 20uL oldugu ve her kuyucuga en az 2 pL yiikleme
boyamasi koyulmasi1 gerektigi i¢in hesaplamalar bu dogrultuda yapildi. En diisiik
DNA konsantrasyonu iizerinden, yiiklenebilecek maksimum DNA miktar1 asagidaki
formtil ile hesaplandi.

(Kuyucuk Hacmi — Minimum Boya Miktari) x En Diistik DNA Konsantrasyonu

Ornegin, en diisiik DNA konsantrasyonunun 26,95 ng/uL oldugu deneyde,
yiiklenebilecek DNA miktar1 (20-2) x 26,95= 485 ng olarak hesaplandi. Bu 6rnek i¢in
18uL DNA ve 2pL yilikleme boyast karistirilmas: gerektigi hesaplandi. Ayni deneyde,
ornegin, 128,4 ng/uL elde ettigimiz bir 6rnegin her pL’sinde 128,4 ng DNA oldugu
bilindiginden, yiiklenecek miktar agagidaki formiil ile hesaplandi:

Yiiklenebilecek Maksimum DNA Miktar: / Ornegin uL Basi Olan DNA Miktar

Bu formiil dogrultusunda, yiiklenecek DNA hacmi 485/128,4= 3,77 uL olarak
hesaplandi. Bu 6rnek i¢in, 16,23 uL DNA ve 3,77 pL ylikleme boyas1 karigtirilmast
gerektigi hesaplandi. Ornekleri yiiriitmek igin, %2 oraninda agaroz jel hazirlandi.
Bunun i¢in, ilk olarak 6rnek sayisina gore tarak ekledigimiz jelin dokiilecegi tank
hazirlandi. Devaminda 2 g agaroz, hassas tartida tartildiktan sonra Erlenmeyere alindi
ve lizerine 100 mL Tris-Asetat-EDTA (TAE) eklendi. Mikrodalgada igerisinde,
parcacik kalmayana kadar 1sitildi. Biraz sogumasi i¢in, Erlenmeyer suya tutuldu ve

devaminda DNA 6rneklerini goriintiileyebilmek i¢in 5 pLL RedSafe eklendi. Soliisyon
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jel tankma dokildii ve katilagsmasi i¢in en az 1 saat bekletildi. Yiirlitme i¢in, jel
elektroforez tankina alindi ve yiiriitme tamponu TAE eklendikten sonra tarak dikkatli
bir sekilde ¢ikarildi. Hesaplanan 6rnek ve yiikleme boya hacimleri parafilm tizerinden
karistirildi ve kuyucuklara yiiklendi. DNA bant boyutlarin1 gérebilmek i¢in, DNA
Ladder yiiklendi. Tank giic kaynagina baglandi ve jel kuyucuklar1 eksi elektrot
kisminda olacak sekilde yerlestirildi. Yiiriitmeye 100 V ve 45 dk. boyunca yapildi.

DNA’lar1 goriintiilemek icin jel, gorlintiileme cihazina alindi ve fotograf ¢ekildi.

3.2.12. Apoptoz Proteinlerinin immiin Boyamasi

Immiin boyama deneylerinde kullamlacak 24 kuyucuklu plakalar igerisine 12
mm boyutunda yuvarlak cam coverslipler konuldu. Coversliplerin iizerine 250
puL/kuyucuk poly-L-lysine eklendi ve 45 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda poly-L-lysine ¢ekildi ve kuyucuklar 1 mL steril PBS ile yikandu.
PBS ¢ekildikten sonra plakanin agzi agik bir sekilde laminer kabin altinda kurumaya
birakildi. Deney icin, normal ve kanser prostat kanser hiicreleri T75 flaskta biiyiittildii
ve yeterli hiicre sayisina ulasinca hiicreler kaldirilip sayildi. 24 kuyucuklu plakanin
her kuyucugunda 30.000 hiicre olacak sekilde plakaya 1 mL medya ile ekildi. 24 saat
sonra CBG ve etanol iceren medyalar hazirlandi. Hiicrelerin medyasi ¢ CBG ve etanol
iceren medyalar ile degistirilirdi. 72 saat kiiltiir edildikten sonra, medya ¢ekildi ve 1
mL PBS ile yikandi. Kuyucuk bas1 200 pL 3.5X paraformaldehit (PFA) eklendi ve 25
dk. oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu etaptan itibaren hiicreler fikse oldugu icin,
laminer kabinin disinda calisildi.inkiibasyon sonrasinda, PFA ¢ekildi ve 2 kere 1 mL
PBS ile her kuyucuk yikandi. Ornekler hemen gériintiilenmedigi icin, her kuyucuga
1,5 mL PBS azid eklendi ve plakanin etrafi parafilm ile sarildiktan sonra +4°C’de
saklandi. Kullanilacak primer antikorlar optimize edilmis konsantrasyonlarda
sulandirildi. Kaspaz-3 antikoru 1/100, kaspaz-8 antikoru 1/200, kaspaz-9 antikoru
1/300 ve BAX antikoru 1/250 oranlarinda sulandirildi. Coverslipler, pens araciligi ile
cikarildi. Hiicreler yukarida olacak sekilde alindi. Cam bir petrinin igerisine
yerlestirilmis parafilm iizerine, fazladan PBS bir peceteye dokundurularak alindiktan
sonra konuldu. Petrinin icerisine, coversliplerin inkiibasyon asamasinda kurumasini
engellemek i¢in ddH>O ile 1slatilmis bir pecete konuldu. Coverslip iizerine, primer
antikordan 15 pL eklendi ve plakanin etrafi parafilm ile kapatildiktan sonra 4°C’de 24

saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda coverslip beher igerisinde olan PBS
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batirilarak yikandi. Bu islem iki kere tekrarlandi1 ve coverslip petri iizerine tekrar
alindi. Bu asamadan sonra, minimum 1sikta ¢alisildi. Coversliplerin {izerine, 15uL
Floresein izotiyosiyanat (FITC) sekonder antikor eklendi. Plakanin etrafi parafilm ve
aliminyum folyo ile kapatildiktan sonra 37 °C’de 1 saat 30 dk. inkiibe edildi.
Ardindan, coverslip PBS’e batirilarak yikandi. Bu islem iki kere tekrarlandi ve
coverslip petri iizerine tekrar alindi. Devaminda, cekirdekleri boyamak igin 7-
aminoaktinomisin D’den (7-AAD) (1/100 sulandirilmig) 15 pL eklendi. Plakanin
etraft parafilm ve aliminyum folyo ile kapatildiktan sonra 37 °C’de 30 dk. inkiibe
edildi. inkiibasyon sonrasinda, coverslip PBS batirilarak yikandi. Lamel iizerine, 4 pL
kapatma medyas1 konuldu ve coverslipte hiicrelerin oldugu kisim medyaya gelecek
sekilde kapatildi. Etrafi seffaf oje ile kapatildiktan sonra lamelin kenarina hiicre ad,
kullanilan ilag, kullanilan antikor ve tarih yazildi. Oje kuruduktan sonra, goriintiileme
yapilana kadar 6rnekler hi¢ 151k almayacak sekilde etrafi alliminyum folyo ile sarildi
ve -20 °C’de saklandi. Goriintiileme i¢in 6rnekler 6nceden ¢ikarildi ve 1sindiktan sonra
fluoresan mikroskop ile (40X) ile goriintiilendi. Elde edilen goriintiiler ImagelJ

programu ile analiz edildi.

3.2.13. istatistiksel Analizler ve Verilerin Degerlendirilmesi

Sitotoksisite testi 8 grup ve 6 tekrar olacak sekilde dizayn edilmistir.
Deneyimizde gruplardaki 6rnek sayisini belirlemek i¢in klasik istatistik drnek sayisi
belirleme yontemlerinin yani sira testin gliciinli de dikkate alarak her gruptaki tekrarin
sayis1 6 olarak belirlenmistir. Deneyler completely randomized design (CRD)’e gore
tasarlanmugtir. Sitotoksisite deneylerinden elde edilen kantitatif verilerin istatistiksel
analizleri i¢in GraphPad Prism 9 yazilimi kullanilmigtir. Verilerin normal dagilim testi
icin Shapiro-Wilk ve Kolmogorov-Smirnov testleri kullanilmistir. Normal dagilimi
gosteren veriler one-way ANOVA analizi ile parametrik yontemler kullanarak analiz
edilmigtir. 0,05’in altinda olan p degerleri (p <0,05) istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.

Iki ve iic boyutlu testlerinde kantitatif verilerin istatistiksel analizleri i¢in
GraphPad Prism 9 yazilimi kullanilmistir. Verilerin normal dagilim testi i¢in Shapiro-
Wilk ve Kolmogorov-Smirnov testleri kullanilmistir. Normal dagilim1 gdsteren veriler
t-test analizi parametrik yontemler kullanarak analiz edilmistir ve 0,05’in altinda olan

p degerleri (p <0,05) istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. CBG’nin, Normal ve Prostat Kanser Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik

Etkisi

4.1.1. CBG’nin, PNT1A Normal Prostat Hiicrelerinde Sitotoksik EtKisinin

Belirlenmesi ve DCX Ile Karsilastirilmasi

CBG’nin, PNTI1A hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin WST-8 testi ile

belirlenmesi
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C ICs0= 40,15uM (72 saat)
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Sekil 4.1 CBG'nin PNTIA normal prostat hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkisinin WST-8 metodu ile belirlenmesi. A)24 saat, B)48 saat C)72
saatlerde 30 ile 60 uM arasinda CBG uygulanan PNTIA hiicrlerinin
canlilig1 tespit edilmistir. Kontrol olarak etanol kullaniimigtir. ICso

hiicre canliligi iizerinden hesaplanmistir. Anlamlilik: *p < 0.05; **p

< 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001

PNT1A normal prostat hiicreleri 30 ile 60 uM arasinda CBG ile, 24, 48 ve 72
saat boyunca kiiltiir edilmistir. Kontrol olarak, CBG’yi ¢6zmek i¢in kullanilan etanol
kullanilmistir. Hiicre canliligini tespit etmek i¢in WST-8 testi gerceklestirilmistir. 24
saat boyunca CBG’ye maruz kalan PNT1A hiicrelerinde, canliliginin kontrole kiyasla
anlaml seviyede azalmasi 40 uM sonrasinda gergeklesmekte olup 30 ve 35 uM
konsantrasyonlarinda anlamli bir sitotoksisite goriilmemektedir. PNT1A i¢in, 24 saatte
ICso degeri 44,24 uM olarak hesaplanmistir. Diger yandan, 48 saat CBG ile muamele
edilen PNTI1A hiicrelerinde, canliliginin kontrole kiyasla anlamli seviyede azalmasi
40 uM sonrasinda gerceklesmekte olup 30 ve 35 uM konsantrasyonlarda anlamli bir
sitotoksisite goriilmemektedir. PNT1A icin, 48 saatte 1Cso degeri 42,12 uM olarak
hesaplanmistir. Son olarak, 72 saat boyunca CBG’ye maruz kalan PNT1A hiicrelerinde,
hiicre canliliginin kontrole kiyasla anlamli seviyede azalmasi 40uM sonrasinda
gerceklesmekte olup 30 ve 35uM konsantrasyonlarda anlamli bir sitotoksisite

goriilmemektedir. PNT1A i¢in 72 saatte ICso degeri 40,15 pM olarak hesaplanmustir.
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CBG’nin, PNT1A hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin DIC mikroskop ile tespiti

PNT1A kontrol PNT1A 30uM CBG PNT1A 35uM CBG
PNT1A 40pM CBG PNT1A 45uM CBG PNT1A 50uM CBG

PNT1A 55uM CBG PNT1A 60pM CBG

Sekil 4.2. PNTI1A normal prostat hiicrelerinin 30 ile 60uM arasinda CBG ile
24 saat boyunca muamele edildikten sonra DIC mikroskop

gortintiileri.

PNTIA normal prostat hiicreleri 30 ile 60 pM arasinda CBG ile 24 saat
boyunca muamele edildikten sonra DIC mikroskopu ile goriintiilenmis ve fotograflari
cekilmistir. Fotograflar incelendiginde, CBG konsantrasyonu artik¢a hiicre canliligin
azaldigi goriilmektedir. Ozellikle, 45uM CBG’ye maruz kalan hiicrelerin
morfolojisinin daha yuvarlak hale geldigi goriilmekte ve yuvarlak hiicrelerin sayisi

konsantrasyon ile birlikte artmaktadir.
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CBG ile DCX’in PNT1A htcreleri iizerindeki etkisinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.3 40 uM CBG veya 4 nM DCX’e maruz kalan PNT1A normal prostat
hiicrelerinde, sitotoksik etkinin karsilastirilmasi. A)24 saat, B)48
saat ve C)72 saat CBG ve DCX maruziyeti sonrasinda hiicre
canliigr WST-8 testi ile olgiilmiistii. CBG igin, kontrol olarak
etanol kullanilirken DCX i¢in DMSO kullaniimistir. Hiicre canliligi
verileri ters orantili sekilde sitotoksik etki olarak gésterilmistir.

Anlamhilik: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001

PNT1A normal prostat hiicreleri 40 uM CBG’ye veya 4 nM DCX maruz
birakilmistir. 24, 48 ve 72 saat sonra hiicre canlilig1 6l¢tilmiistiir. PNT1A hiicrelerinde
ve 24 saatte, 4 nM DCX’e kiyasla 40 uM CBG’nin anlamli diizeyde daha az sitotoksik
etki olusturdugu gosterilmistir. Diger yandan, 48 ve 72 saatlerde, 4nM DCX’in kiyasla
40uM CBG’nin anlamli olarak ayni1 diizeyde sitotoksik etki olusturdugu gosterilmistir.
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4.1.2.CBG’nin, DU145 Prostat Kanser Hiicrelerinde Sitotoksik EtkKisinin

Belirlenmesi

CBG’nin, DU145 prostat kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin WST-

& testi ile belirlenmesi
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C ICs0= 30,57uM (72 saat)
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Sekil 4.4 CBG 'nin DU145 prostat kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin WST-
8 metodu belirlenmesi. A)24 saat, B)48 saat C)72 saatlerde 30 ile 60 uM
arasmda CBG uygulanan DUI45 hiicre canliligy tespit edilmistir. Kontrol

olarak etanol kullanilmigtiv. ICs¢ hiicre canliligy iizerinden hesaplanmistir.

Anlamhlik: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001

DU 145 prostat kanser hiicreleri 30 ile 60 uM arasinda CBG ile 24, 48 ve 72
saat boyunca kiiltiir edilmistir. Kontrol olarak, CBG ¢6zmek i¢in kullanilan etanol
kullanilmistir. Hiicre canliligini tespit etmek i¢in WST-8 testi kullanilmistir. 24 saat
boyunca CBG’ye maruz kalan DUI145 hiicrelerinde, canliliginin kontrole kiyasla
anlaml seviyede azalmasi 40uM sonrasinda gerceklesmekte olup 30 ve 35uM
konsantrasyonlarinda anlamli bir sitotoksisite goriilmemektedir. DU145 i¢in, 24 saatte
ICso degeri 45,48 uM olarak hesaplanmigtir. Diger yandan, 48 saat CBG ile muamele
edilen DU145 hiicrelerinde, canliliginin kontrole kiyasla anlaml seviyede azalmasi
30uM’1n sonrasinda ger¢eklesmekte olup hiicre canlilig1 diger konsantrasyonlarda ¢ok
diisiik seviyelere inmektedir. DU145 i¢in, 48 saatte ICso degeri 33,33 uM olarak
hesaplanmigtir. Son olarak, 72 saat boyunca CBG’ye maruz kalan DU145 hiicrelerinde,
hiicre canliligmimn kontrole kiyasla anlamli seviyede azalmasi 30 uM’dan itibaren
gerceklesmekte olup diger konsantrasyonlarda ise hiicre canliligi 6nemli miktarda
azalmaktadir. DU145 hiicreleri i¢in, 72 saatte 1Cso degeri 30,57 uM olarak
hesaplanmistir. Buna ek olarak 24, 48 ve 72 saatlerde hiicre canliligi, CBG

konsantrasyonlari ile orantisal olarak azalmaktadir.
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CBG’nin, DU145 hiicreleri uzerindeki sitotoksik etkisinin DIC mikroskop ile

tespiti

DU145 kontrol DU145 30uM CBG DU145 35uM CBG

o -

DU145 40uM CBG

> 2 50 e 7 . 7
2 B Y y = 5

DU145 55uM CBG DU145 60uM CBG

972

Sekil 4.5 DU145 prostat kanser hiicreleri, 30 ile 60uM arasinda CBG ile
24 saat boyunca muamele edildikten sonra DIC mikroskop

gortintiileri.

DU145 prostat kanser hiicreleri, 30 ile 60 pM arasinda CBG ile 24 saat
muamele edildikten sonra DIC mikroskop ile goriintiilenmis ve fotograflar
cekilmistir. Fotograflar incelendiginde, CBG konsantrasyonu artik¢a hiicre canliligin

azaldigimi goriilmektedir.
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CBG ile DCX’in, DU145 hiicreleri uizerindeki etkisinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.6, 40 uM CBG veya 4nM DCX’e maruz kalan DU145 prostat kanser
hiicrelerinde, sitotoksik etkinin karsilastirilmasi. A)24 saat, B)48
saat ve C)72 saat CBG ve DCX maruziyeti sonrasinda hiicre
canliigr WST-8 testi ile olgiilmiistii. CBG igin, kontrol olarak
etanol kullanilirken DCX i¢in DMSO kullaniimistir. Hiicre canliligi
verileri ters orantili sekilde sitotoksik etki olarak gésterilmistir.

Anlamhlik: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001

DU145 prostat kanser hiicreleri, 40 uM CBG’ye veya 4 nM DCX’e maruz
birakilmistir. 24, 48 ve 72 saat sonra hiicre canlilig1 6l¢tilmiistiir. DU145 hiicrelerinde,
24, 48 ve 72 saatlerde, 40 uM CBG’ye kiyasla 4 nM DCX’nin DU14S5 hiicrelerinde

anlamli diizeyde daha fazla sitotoksik oldugu gdsterilmistir.
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4.1.3.CBG’nin, PC3 Prostat Kanser Hiicrelerinde Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

CBG’nin, PC3 prostat kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin WST-8

testi ile belirlenmesi

ICs0= 40,91uM (24 saat)
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C ICs0= 32,48uM (72 saat)
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Sekil 4.7 CBG’nin PC3 prostat kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin
WST-8 metodu belirlenmesi. A)24 saat, B)48 saat C)72 saatlerinde 30 ile
60 uM arasinda CBG uygulanan PC3 hiicrelerinde canlilik orani tespit
edilmistir. Kontrol olarak etanol kullaniimistir. ICsy hiicre canlilig
tizerinden hesaplanmistiv. Anlamhilik: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p <
0.001; ****p < 0.0001

PC3 prostat kanser hiicreleri 30 ile 60 pM arasinda CBG ile 24, 48 ve 72 saat
boyunca kiiltlir edilmistir. Kontrol olarak CBG’yi ¢dzmek icin kullanilan etanol
kullanilmistir. Hiicre canliligini tespit etmek icin WST-8 testi yapilmistir. PC3
hiicreleri i¢in, 24 saat CBG maruziyeti sonrasinda hiicre canlilifinin kontrole kiyasla
anlamli seviyede azalmasi, 30 uM sonrasinda gerceklesmektedir. PC3 i¢in 24 saatte
ICso degeri 40,91 uM olarak hesaplanmistir. Diger yandan, 48 saat CBG ile muamele
edilen PC3 hiicrelerinde hiicre canliliginin kontrole kiyasla anlamli seviyede azalmasi
30uM sonrasinda gerceklesmekte olup hiicre canlilifi diger konsantrasyonlar g¢ok
diisiik seviyelere inmektedir. PC3 icin, 48 saatte ICso degeri 34,82 uM olarak
hesaplanmistir. Son olarak, 72 saat boyunca CBG’ye maruz kalan PC3 hiicrelerinde, hiicre
canliliginin  kontrole kiyasla anlamli seviyede azalmasi, 30uM’dan itibaren
gerceklesmektedir. Diger konsantrasyonlarda ise hiicre canlilifi onemli oranda
diismektedir. PC3 hiicreleri i¢in, 72 saatte ICso degeri 32,48 uM olarak hesaplanmuistir.
Buna ek olarak 24, 48 ve 72 saatlerde hiicre canliligi, CBG konsantrasyonlari ile

orantisal olarak azalmaktadir.
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CBG’nin, PC3 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin DIC mikroskop ile

tespiti

PC3 kontrol PC3 30uM CBG PC3 35uM CBG
PC3 40uM CBG PC3 45uM CBG PC3 50uM CBG
PC3 55uM CBG PC3 60pM CBG

Sekil 4.8 PC3 prostat kanser hiicreleri, 30 ile 60uM arasinda CBG ile 24

saat muamele edildikten sonra DIC mikroskop gériintiileri.

PC3 prostat kanser hiicreleri 30 ile 60 uM arasinda CBG ile 24 saat boyunca
muamele edildikten sonra DIC mikroskop ile goriintiilenmis ve fotograflar
cekilmistir. Fotograflar incelendiginde, CBG konsantrasyonu artik¢a hiicre canliligin
azaldigim goriilmektedir. Buna ek olarak, 30uM CBG’den itibaren kontrol hiicrelere
kiyasla PC3 prostat kanser hiicrelerinin morfolojisinin degistigi ve daha uzun bir
yapiya sahip olmaya bagladiklar1 goriilmektedir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda
(40uM ve iizeri) ise hiicre miktar1 azalmasi ile kalan hiicrelerinin daha yuvarlak

olduklar1 goriilmektedir.
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CBG ile DCX’in, PC3 hucreleri tizerindeki etkisinin karsilastiriimasi
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Sekil 4.9 40 uM CBG veya 4 nM DCX’e maruz kalan PC3 prostat kanser

hiicrelerinde, sitotoksik etkinin karsilastirilmasi. A)24 saat, B)48

saat ve C)72 saat CBG ve DCX maruziyeti sonrasinda hiicre

canliligt WST-8 testi ile olciilmiistiin CBG igin, kontrol olarak
etanol kullanmilirken DCX icin DMSO kullaniimistiv. Hiicre

canliligi verileri ters orantili sekilde sitotoksik etki olarak

gosterilmistir. Anlamhilik: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001;
*aEED < 0.0001

PC3 prostat kanser hiicreleri 40 uM CBG’ye veya 4nM Docetaxel maruz

birakilmistir. Ardindan, 24, 48 ve 72 saat sonra hiicre canlilig1 6l¢tilmiistiir. PC3

hiicrelerinde, 24, 48 ve 72 saatlerde, 4 nM DCX’e kiyasla 40 uM CBG’nin hiicre

canliligini anlamli diizeyde daha ¢ok inhibe ettigi gosterilmistir (Sekil 4.9).

Tablo 4.1 Sitotoksisite deneylerinde elde edilen ICso degerleri

24 saat 1Cso 48 saat ICso 72 saat 1Cso
PNTIA 44,24 uM 42,12 uM 40,15 uM
DU145 45,48 uM 33,33 uM 30,57 uM
PC3 40,19 uM 34,82 uM 32,48 uM
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Sitotoksisite deneylerinden elde edilen sonuclara ve 1Cso’lere bakildiginda,
PNT1A normal prostat hiicrelerine kiyasla CBG’nin, DU145 ve PC3 prostat kanser
hiicreleri tlizerinde daha sitotoksik oldugu goriilmektedir. Buna ek olarak, optimum
konsantrasyon olarak belirledigimiz 40 uM’da ise, DCX’e kiyasla CBG’nin PNT1A
normal hiicrelerde daha az sitotoksik etki biraktigi goriilmektedir. Diger yandan,
Ozellikle ileri seviye metastatik PC3 prostat kanser hiicrelerinde CBG’nin daha

sitotoksik oldugu goriilmektedir.
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4.2. Normal ve Prostat Kanser Hiicrelerinde CBG’nin Apoptoz

Uzerindeki Etkisinin Arastirilmasi

4.2.1.CBG Ile Muamele Edilen Normal ve Prostat Kanser Hiicrelerinde
Immiin Boyama Ile Apoptoz Yolagina Ait Proteinlerin Sentezinin

Goriintiilenmesi

CBG’ve maruz kalmis PNTI1A hiicrelerinde kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 ve

BAX proteinlerinin immiin boyama gorintiileri
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Sekil 4.10 PNT1A normal prostat hiicreleri, 72 saat 40uM CBG ile muamele
edildikten sonra kaspaz-3 proteinin immiin  boyama ile
goriintiilenmesi. Kontrol olarak etanol kullanilmistir. Cekirdek
boyasi  olarak 7-AAD  kullamlmisti.  Kaspaz-3  proteinini

gortintiilemek i¢in FITC isaretli sekonder antikor kullanilmistir.
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Kaspaz-8

7-AAD Kaspaz-8 Merge
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Sekil 4.11 PNTIA4 normal prostat hiicreleri, 72 saat 40uM CBG ile muamele edildikten sonra
kaspaz-8 proteinin immiin boyama ile goriintiilenmesi. Kontrol olarak etanol
kullanilmigtir. Cekirdek boyasi olarak 7-AAD kullanimistir. Kaspaz-8 proteinini
goriintiilemek i¢in FITC igaretli sekonder antikor kullanilnmigtir:
Kaspaz-9
7-AAD Kaspaz-9 Merge
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Sekil 4.12 PNTIA normal prostat hiicreleri, 72 saat 40uM CBG ile muamele edildikten sonra

kaspaz-9 proteinin immiin boyama ile gériintiilenmesi. Kontrol olarak etanol
kullanilmigtir. Cekirdek boyasi olarak 7-AAD kullanimistir. Kaspaz-9 proteinini

goriintiilemek icin FITC isaretli sekonder antikor kullanilmigtir:
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BAX
7-AAD BAX Merge

Sekil 4.13 PNTI1A normal prostat hiicreleri, 72 saat 40uM CBG ile muamele edildikten

Kontrol

40 uM CBG

sonra BAX proteinin immiin boyama ile goriintiilenmesi. Kontrol olarak etanol
kullamilmistir. Cekirdek boyasi olarak 7-AAD kullamilmigtin BAX proteinini

goriintiilemek igin FITC isaretli sekonder antikor kullanmilmistir.

PNT1A normal prostat hiicreleri 72 saat boyunca 40 uM CBG ile muamele
edildikten sonra immiin boyama metodu ile kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 ve BAX
proteinleri goriintiilenmistir. Bu kapsamda, ¢ekirdekler 7-AAD ile, proteinler ise FITC
isaretli sekonder aracaligi ile isaretlenmistir. Elde edilen fluoresan goriintiilerde,
kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 ve BAX proteinlerin sentezini gdsteren
immiinopozitiflikte, CBG muamelesi sonrasinda, prostat kanser hiicrelerinde elde

edilen immiinopozitiflige gore daha diisiik bir artig goriilmektedir.
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CBG’ye maruz kalmis DU145 prostat kanser hucrelerinde kaspaz-3, kaspaz-8,

kaspaz-9 ve BAX proteinlerinin immin boyama gorintileri

KasIaz3 Mcr‘c

Sekil 4.14 DU145 prostat kanser hiicreleri, 72 saat 40uM CBG ile muamele edildikten

Kaspaz-3

7-AAD

Kontrol

40 uM CBG

sonra kaspaz-3 proteinin immiin boyama ile gériintiilenmesi. Kontrol olarak
etanol kullanilmistir. Cekirdek boyasi olarak 7-AAD kullanmimistir. Kaspaz-3

proteinini gériintiilemek icin FITC isaretli sekonder antikor kullanilmistir.
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Kaspaz-8

7-AAD

KasIaz 8 Mcr‘c
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Sekil 4.15 DUI45 prostat kanser hiicreleri, 72 saat 40uM CBG ile muamele edildikten sonra

kaspaz-8 proteinin immiin boyama ile goriintiilenmesi. Kontrol olarak etanol

kullamilnustir. Cekirdek boyasi olarak 7-AAD kullamilmistir. Kaspaz-8 proteinini

goriintiilemek icin FITC isaretli sekonder antikor kullanilmigtir:
Kaspaz-9
7-AAD Kaspaz-9 Merge
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Sekil 4.16 DUI145 prostat kanser hiicreleri, 72 saat 40uM CBG ile muamele edildikten sonra

kaspaz-9 proteinin immiin boyama ile goriintiilenmesi. Kontrol olarak etanol
kullamilnustir. Cekirdek boyasi olarak 7-AAD kullamilmistir. Kaspaz-9 proteinini

goriintiilemek icin FITC isaretli sekonder antikor kullanilmigtir:
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BAX

Kontrol

40 uM CBG

Sekil 4.17 DUI145 prostat kanser hiicreleri, 72 saat 40uM CBG ile muamele edildikten

sonra BAX proteinin immiin boyama ile goriintiilenmesi. Kontrol olarak etanol

kullamilmistir. Cekirdek boyasi olarak 7-AAD kullamilmigtin BAX proteinini

goriintiilemek icin FITC isaretli sekonder antikor kullaniimustir.

DU145 prostat kanser hiicreleri 72 saat boyunca 40uM CBG ile muamele
edildikten sonra immiin boyama metodu ile kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 ve BAX
proteinleri goriintiilenmistir. Bu kapsamda, hiicre ¢ekirdekleri 7-AAD ile, proteinler
ise FITC isaretli sekonder aracalifi ile isaretlenmistir. Elde edilen fluoresan
goriintiilerde, kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 ve BAX proteinlerin sentezini gosteren

immiinopozitiflikte, CBG muamelesi sonrasinda anlamli bir artis goriilmektedir.
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CBG’ye maruz kalmis PC3 prostat kanser hiicrelerinde kaspaz-3, kaspaz-8,

kaspaz-9 ve BAX proteinlerinin immin boyama gorintileri

Kaspaz-3

Kontrol

40 uM CBG

7-AAD

KasIaz 3 Mcr‘c

Sekil 4.18 PC3 prostat kanser hiicreleri, 72 saat 40uM CBG ile muamele

edildikten  sonra  kaspaz-3  proteinin  immiin  boyama ile
gortintiilenmesi. Kontrol olarak etanol kullanmilmistir. Cekirdek boyast
olarak 7-AAD kullamimistir. Kaspaz-3 proteinini goriintiilemek igin

FITC isaretli sekonder antikor kullaniimigtir.
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Sekil 4.19 PC3 prostat kanser hiicreleri, 72 saat 40uM CBG ile muamele edildikten sonra

kaspaz-8 proteinin immiin boyama ile gériintiilenmesi. Kontrol olarak etanol

kullamilnustir. Cekirdek boyasi olarak 7-AAD kullamilmistir. Kaspaz-8 proteinini

goriintiilemek icin FITC isaretli sekonder antikor kullanilmigtir:
Kaspaz-9
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Sekil 4.20 PC3 prostat kanser hiicreleri, 72 saat 40uM CBG ile muamele edildikten sonra

kaspaz-9 proteinin immiin boyama ile goriintiilenmesi. Kontrol olarak etanol
kullamilnustir. Cekirdek boyasi olarak 7-AAD kullamilmistir. Kaspaz-9 proteinini

goriintiilemek icin FITC isaretli sekonder antikor kullanilmistir:
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BAX

7-AAD

Kontrol

40 uM CBG

BAX

Sekil 4.21. PC3 prostat kanser hiicreleri, 72 saat 40uM CBG ile muamele edildikten

sonra BAX proteinin immiin boyama ile gériintiilenmesi. Kontrol olarak
etanol kullaniimistir. Cekirdek boyasi olarak 7-AAD kullanilmigtin BAX
proteinini  goriintiilemek i¢in FITC isaretli sekonder antikor

kullanilmistir:

PC3 prostat kanser hiicreleri 72 saat boyunca 40uM CBG ile muamele
edildikten sonra immiin boyama metodu ile kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 ve BAX
proteinleri goriintiilenmistir. Bu kapsamda, hiicre ¢ekirdekleri 7-AAD ile, proteinler
ise FITC isaretli sekonder aracaligi ile isaretlenmistir. Elde edilen fliioresan
goriintiilerde, kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 ve BAX proteinlerin sentezini gosteren

immiinopozitiflikte, CBG muamelesi sonrasinda anlamli bir artig goriilmektedir.
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4.2.2.CBG ile Muamele Edilen Normal ve Prostat Kanser Hiicrelerinde

DNA Fragmentasyonunun Jel Uzerinde Goriintiillenmesi

PNT1A kontrol PNT1A+ CBG DU145 kontrol Du145+ CBG PC3 kontrol PC3+ CBG

A —

Sekil 4.22 DNA fragmentasyonunun agaroz jel gériintiisii. Normal (PNTI1A) ve
prostat kanser hiicreleri (DUI145 ve PC3) 72 saat 40uM CBG veya
etanol maruz birakilmigtir. Hiicreler toplanip DNA izolasyonu
gerceklestirildikten sonra agaroz jel iizerinde vyiiriitilmiistiir. Ik

kuyucuga DNA Ladder yiiklenmistir.

PNTI1A, DU145 ve PC3 hiicrelerinde DNA fragmentasyon seviyesini kontrol
etmek i¢in hiicreler 72 saat 40uM CBG veya kontrol olarak etanol i¢eren medyada
hiicreler kiiltiir edilmistir. Hiicrelerden, DNA izolasyon yapildiktan sonra agaroz jel
iizerinde ylritilmiistiir. Fragmente olmayan DNA, jel iizerinde daha yukarida
kalirken, fragmentasyona ugramis kiiciik DNA’lar jelde daha uzun yiiriiyebilmektedir.
Her kosul, 3 kere tekrarlanmistir. PNT1A, DU145 ve PC3 hiicrelerinde kontrole
kiyasla 40pM CBG uygulanmasi sonrasinda yukarida olan biiyiik bantin (ylikleme

kuyucuguna en yakin) azaldig goriilmektedir.
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4.3. CBG’nin Prostat Kanser Hiicrelerinde Metastaz Uzerindeki Etkisinin

Arastirllmasi

4.3.1. CBG’nin Prostat Kanser Hiicrelerinde Metastaz Uzerindeki

Etkisinin Iki Boyutlu Migrasyon Testi Ile Tespiti

CBG’ye maruz kalmis DU145 prostat kanser hiicrelerinde migrasyon oraninin

tespiti

0 saat

0 saat

Kontrol

35uM CBG

24 saat

24 saat

30uM CBG ok
0 saat 24 saat ok
=k
100 —
80 -
g \
= T
E
E 40
40uM CBG g
0 saat 24 saat = 204
Ll

Sekil 4.23 DUI45 prostat kanser hiicrelerininin farkli konsantrasyonlarda

CBG ye maruz kalmasi sonrasinda migrasyon oramimin yara iyilesme
testi ile gosterilmesi. Sol kisimda, farkl dozlarda CBG 'ye veya kontrol
olarak etanole maruz kalan DUI145 hiicrelerinde yapay olarak yara
olusturulmugs ve 0 ile 24 saatlerde DIC goriintiileri alinmistir. T-
scratch  programi  analizi  ile  olusturlulan  yaramn  alam
hesaplanmistiv. Sag kisimda gésterildigi iizere, elde edilen veriler
Graphpad Prism 9 programu ile istatiksel olarak analiz edilmistir.
Anlamlhilik:  *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

Anlamly olmayan (ns) farklar grafikte gosterilmemistir.
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CBG’ye maruz kalmis PC3 prostat kanser hiicrelerinde yara kapanma oraninin

tespiti

Kontrol 30uM CBG ok

24 saat ] 0 saat 24 saat
2 e 100 - il

35uM CBG 40uM CBG
24 saat 24 saat

yara kapanma orani (%)

Sekil 4.24 PC3 prostat kanser hiicrelerininin farkli konsantrasyonlarda CBG’ye
maruz kalmasi sonrasinda migrasyon orammin yara iyilesme testi ile
gosterilmesi. Sol kisimda, farkl dozlarda CBG ye veya kontrol olarak
etanole maruz kalan DUI45 hiicrelerinde yapay olarak yara
olusturulmustur ve 0 ile 24 saatlerde DIC gériintiileri alinmistir. T-
scratch programi analizi ile olusturlulan yaranmin alam hesaplanmstir.
Sag kisimda gosterildigi iizere elde edilen veriler Graphpad Prism 9
programi ile istatiksel olarak analiz edilmistir. Anlamhlik: *p<0,05;
*p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. Anlamli olmayan (ns) farklar
grafikte gosterilmemistir.

CBG’nin, DU145 vePC3 prostat kanser hiicrelerinin migrasyon kapasitelerine
olan etkisini arastirmak {izere iki boyutlu migrasyon (yara iyilesme) testi yapilmistir.
Plakaya ekilen hiicreler konfluent olunca, yapay bir yara olusturulmus ve hiicreler
farkli CBG konsantrasyonlari veya etanol olan medyalarda 24 saat icerisinde kiiltiir
edilmistir. Elde edilen goriintilerin analizi sonucunda, 30, 35 ve 40 uM
konsantrasyonlarda kontrole kiyasla CBG’nin DU145 prostat kanser hiicrelerinde yara
kapatma oranina anlamli seviyede azalttig1 goriilmektedir. Yara kapanma oraninin 30,
35 ve 40 uM CBG i¢in kontrole kiyasla %50 daha az kapandig1 goriilmektedir. Buna
ek olarak farkli konsantrasyonlar arasinda, yara kapanma oraninda anlamh bir fark
goriilmemektedir. Diger yandan, PC3 prostat kanser hiicreleri i¢in 30, 35 ve 40uM
CBG’nin kontrole kiyasla kapanma oraninin anlamli seviyede disiirdiigii
goriilmektedir. Kontrolde kapanma oran1 %60’lardayken farkli konsantrasyonlarda
CBG’de kapanma oran1 %40’lara diismektedir. Buna ek olarak farkli konsantrasyonlar

arasinda, yara kapanma oraninda anlamli bir fark goriilmemektedir.
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4.3.2. CBG’nin, Prostat Kanser Hiicrelerinde Metastaz Uzerindeki

Etkisinin U¢ Boyutlu Migrasyon Testi Ile Tespiti

CBG’vye maruz kalmis DU145 prostat kanser hiicrelerinde kuyucuk arasi gecisin

belirlenmesi

Kontrol

40uM CBG a0 —
B O p et g s s & 120 -
100
80
60 ]

40 -

gdreceli hiicre migrasyonu (%)

T
20 -

‘\ % 0- T

4 N

. &° &

: d
S N

._. A

o S bf:

i Q N

Sekil 4.25 DUI45 prostat kanser hiicrelerininin 40uM CBG’ye maruz kalmasi

sonrasinda  kuyucuk arasi migrasyon oramnin kuyucuk arasi
(transwell) testi ile gosterilmesi. Sol kisimda, 40uM CBG’ye veya
kontrol olarak etanole maruz kalan DUI145 hiicreleri, kuyucuk tizerine
verlestirilen inserte FBS olmayan medya ile ekilmistiv. Hiicrelerin
altindaki kuyucuga ise, FBS iceren medya eklenmistir ve 24 saat
boyunca hiicreler kiiltiir edilmigtir. Insertin alt kismina gecen hiicreler,
crystal violet boyasi (mor) boyast ile boyanmis ve DIC mikroskop ile
goriintiilenmigtir. Sag kisimda, gegen hiicre sayisi belirlendikten sonra
veriler Graphpad Prism 9 programi ile istatiksel olarak analiz
edilmigtir. Anlamhilik: *0<0,05; **n<0,01; **¥p<0,001;
*E*%n<0,0001. Anlaml olmayan (ns) farklar grafikte gosterilmemistir.
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CBG’ye maruz kalmis PC3 prostat kanser hiicrelerinde kuyucuk arasi gecisin

belirlenmesi
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Sekil 4.26 PC3 prostat kanser hiicrelerininin 40uM CBG 've maruz kalmast sonrasinda

kuyucuk arasi migrasyon orammin kuyucuk arast (transwell) testi ile
gosterilmesi. Sol kisimda, 40uM CBG ye veya kontrol olarak etanole maruz
kalan PC3 hiicreleri, kuyucuk iizerine yerlestirilen inserte FBS olmayan medya
ile ekilmistir. Hiicrelerin altindaki kuyucuga ise, FBS iceren medya eklenmistir
ve 24 saat boyunca hiicreler kiiltiir edilmistir. Insertin alt kismina gegen
hiicreler, crystal violet boyasi (mor) boyast ile boyanmig ve DIC mikroskop ile
goriintiilenmistir. Sag kisimda, gegen hiicre sayist belirlendikten sonra veriler
Graphpad Prism 9 programu ile istatiksel olarak analiz edilmistir. Anlamlilik:
*0<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;, ****p<0,0001. Anlamli olmayan (ns)
farklar grafikte gosterilmemistir.

CBG’nin, DU145 ve PC3 prostat kanser hiicrelerinin migrasyon kapasitelerine
olan etkisini arastirmak {izere li¢ boyutlu migrasyon (transwell migrasyon) testi
yapilmustir. Kuyucuk lizerinde bulunan inserte ekilen hiicreler 40 pM CBG veya etanol
iceren ve FBS icermeyen medyada ekilmistir. Alt kisma ise %10 FBS i¢eren medya
eklenmistir. Hiicreler 24 saat boyunca Kkiiltiir edilmis ve sonrasinda, insertin alt
kismina gecen hiicrelerin oraninin belirlenmesi i¢in, fikse edilen hiicreler crystal violet
(mor) boyasi ile boyanmustir. Elde edilen goriintiilerdeki hiicreler sayilmis ve kontrole
kiyasla 40 uM CBG’ye maruz kalan DU145 hiicrelerinin insertin alt kismina ge¢me
orani anlamli seviyede daha diisiik oldugu goriilmiistiir. PC3 hiicrelerine bakildiginda
ise, kontrole kiyasla 40uM CBG ile muamele edilen hiicrelerin anlamli seviyede
insertin alt kismma daha az gectigi goriilmektedir. Buna ek olarak, elde edilen
goriintiilerde PC3 hiicrelerinin migrasyon kapasitesinin DU145 hiicrelerine gore daha

yuksek oldugu goriilmektedir.
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5. TARTISMA

Prostat kanseri, erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser tipi olmakla birlikte
Olimciil bir kanser tiiriidiir. Prostat kanserinde sik¢a kullanilan kemoterapi,
radyoterapi veya ADT gibi tedavilere kars1 direngli olan kanserlerle basa ¢ikmak igin,
yeni tedavilerin gelistirilmesi gerekmektedir (Fang vd., 2024). Geleneksel tipta
uygulanan kadim bilgilerin bu kapsamda kullanilmasi, Diinya Saglk Orgiitii
tarafindan desteklenmektedir (Okaiyeto & Oguntibeju, 2021). Bu dogrultuda, uzun
yillardir farkli saglik sorunlarimi tedavi etmekte kullanilan kenevirin, prostat
kanserinin tedavisinde kullanilabilmesi i¢in bilimsel arastirmalar yapilmaktadir.
Kenevir bitkisi farkli aktif molekiiller icermektedir ve bu molekiillerden en ¢ok 6ne
cikanlar1 ise kannabinoitlerdir. Bu kategoriye, psikoaktif etkiye sahip THC, farkl
hastaliklar {izerinde etkisi kanitlanmig CBD ve bu tez ¢aligmasi kapsaminda arastirilan
CBG gibi molekiiller dahildir (Jastrzab vd., 2022). Son yillarda, CBG’nin farkl
hastaliklar {izerindeki etkisinin arastirilmasi iizerine yapilan c¢alismalar hiz
kazanmistir. Bu kapsamda, CBG’nin anti-kanser etkisi farkli arastirmaya konu
olmasina ragmen, prostat kanseri tizerindeki etkisini aragtiran kisitli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda, CBG’nin metastatik insan prostat kanser
hiicreleri iizerindeki anti-kanser etkisi arastirilmistir. Hipotezimiz, “CBG, insan
prostat kanser hiicreleri tizerinde anti-kanser etkiye sahiptir” olarak belirlenmistir.

Bu tez kapsaminda hipotezimizi test etmek icin farkli deneyler planlanmustir.
Ik olarak, deneylerimizde ii¢ farkli insan hiicre hatti kullanilmistir. ileri seviye
metastatik ve agresif olan PC3 insan prostat kanser hiicre hatt1 ile, daha az metastatik
karaktere sahip DU145 insan prostat kanser hiicre hatt1 kullanilmistir. Calismamizda,
iki farkli metastatik seviyede hiicre hatt1 kullanarak, klinik caligmalari i¢in daha yakin
sonuglar elde edilmeye calisilmistir. Ayrica hipotezimizin sonucunu giliclendirmesi
icin, ¢alismamizin kontrol grubu olan PNT1A normal prostat hiicre hatt1 arastirma
planimiza dahil edilmistir. CBG’nin herhangi bir anti-kanser ila¢ aday1 gibi kanser
hiicrelerine kars1 segici oldiiriicii etkiye sahip olmasi, istenilen en ideal durumdur. Bu
dogrultuda, CBG’nin normal prostat hiicreleri iizerindeki etkisinin arastirilmasi,
calismamiza deger katmaktadir. Buna ek olarak, aragtirmamizda prostat kanser
tedavisinde kullanilan DCX, pozitif kontrol olarak deney gruplarimiza dahil edilmistir.
Bu sekilde arastirmamizdan elde edilen veriler, rutinde kullanilan bir ilacin etkisinin,

CBG’nin etkisi ile kiyaslanmasini miimkiin kilmistir.
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Literatiire bakildiginda CBG’nin, DU145 ve PC3 hiicreleri i¢in farkli 1Cso
degerleri oldugundan, ilk olarak optimum doz belirlenmistir. Bu kapsamda,
calismamizda WST-8 sitotoksisite testi yapilmistir. Bu test, CBG’nin dozaja ve
zamana bagli etkisini gostermek ic¢in, 24, 48 ve 72 saatlerde gerceklestirilmistir.
Sitotoksisite testinde elde edilen sonuglar CBG’nin, normal prostat hiicrelerine kiyasla
prostat kanser hiicrelerine daha diisiik ICso’lerde etki ettigini gdstermistir. Buna ek
olarak, literatiirde ICso’si 4 nM olarak belirtilen DCX’in ve CBG’nin, normal prostat
ve prostat kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi kiyaslanmistir (Yang vd., 2019).
Aragtirmamizdan elde edilen verilere goére, CBG’nin normal prostat hiicrelerinde
ICs¢’sinin en diisiik 40 uM oldugu belirlenmistir. CBG bu dozda kullanildiginda,
normal hiicrelerde DCX’e gore daha az sitotoksik etki (yan etki) olusturdugu ortaya
konulmustur (Sekil 4.1-4.3).

Diger yandan, elde ettigimiz verilere gére DCX’e kiyasla CBG nin, ileri seviye
metastatik PC3 prostat kanser hiicrelerinde daha etkili oldugu gdosterilmistir. DU145
prostat kanser hiicrelerinde ise DCX’in sitotoksisitesi CBG’ye gore anlamli diizeyde
farklilik gostermektedir. Ancak, DCX’in daha etkili olmasinin istatiksel farklilig1 ¢ok
kiiciiktiir (Sekil 4.4-4.9)

CBG’nin sitotoksisitiye etkisiyle ile ilgili elde ettigimiz verilerin, Ligresti ve
ark. tarafindan 2006’da yapilan calisma ile ayni dogrultuda oldugu goriilmektedir
(Ligresti vd., 2006). Bu grup, crystal violet boyama metodunu kullanarak CBG’nin,
ICso’sinin DU145 hiicrelerinde 21,3 uM olarak hesaplamistir. Tez calismamiz
kapsaminda ise, ICso belirlemek i¢in daha hassas bir yontem olan WST-8 testi
kullanilmis olup ICso’si 30,58 uM olarak hesaplanmistir. Ayrica, Ligresti ve ark.
tarafindan verilen ICso degeri 96 saatte elde edilmistir. Calismamizda ise en fazla 72
saatte Ol¢lim yapilmigtir.

Petrocellis ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, CBG’nin DU145 ve PC3
hiicrelerinde ve 72 saatte ICso’lerinin 25 uM’1n {izerinde oldugu belirtilmistir. Fakat,
25 uM fdizerinde CBG konsantrasyonlart denenmedigi icin, net bir ICso degeri
hesaplanamamistir (De Petrocellis vd., 2013). Calismamizda da DU145 ve PC3 igin
elde edilen ICso degerleri 25 uM’m iizerinde oldugu i¢in bu grubun sonuglar ile
benzerlik gostermektedir.

Literatiirde bulunan verilere gore, CBG’nin diger kanser tiplerinde ICso
degerlerinin 8 ile 287 uM arasinda degistigi goriilmektedir. Bu kapsamda

calismamizda elde ettigimiz sonuglarin da bu aralikta oldugu goriilmektedir.
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Sitotoksisite deneylerimizden elde ettigimiz sonuglara gore, CBG’nin
optimum dozu 40 uM olarak belirlenmistir. Bu dozun optimum doz olarak
secilmesinde, normal prostat hiicrelerinde DCX’ten daha az sitotoksik olmasi ve
prostat kanser hiicre hatlar1 {izerinde maksimum sitotoksisiteye sahip olmasi goz
oniinde bulundurulmustur. Ayrica elde ettigimiz verilere gore CBG’nin 35 uM olarak
kullanildiginda normal prostat hiicreleri lizerinde anlamli bir sitotoksik etkiye sahip
olmadig1 tespit edilmistir. Bu kapsamda, gelecekte yapilacak ¢alismalarin amaci,
CBG’nin en asgari sitotoksisiteye sahip olmasi olarak planlanirsa, 35pM optimum doz
olarak onerilmektedir.

Ikinci asamada, sitotoksisite deneyinde gozlemledigimiz sitotoksik etkinin
apoptoz kaynakli olup olmadigini ortaya koymak igin, iki farkl1 deney yapilmustir. i1k
olarak immiin boyama metodu ile, i¢sel ve digsal apoptoz yolaklarinda rol oynayan
kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 ve BAX proteinleri goriintiillenmistir (Sekil 4.10-4.21).
Devaminda ise, apoptozun son evresinde fragmente olan DNA’y1 gdstermek i¢in,
DNA fragmentasyon testi gerceklestirilmistir (Sekil 4.22). Kaspazlarin sentezi ve
aktivitesi, apoptoz basladig1 andan itibaren artmaktadir. DNA fragmentasyonu ise,
apoptozun en son asamasinda gergekleserek, hiicre ve hiicrenin DNA’s1 kontrollii bir
sekilde elimine edilmektedir (Zhang & Xu, 2000). CBG’nin kontrollii ve
programlanmig bir hiicre 6liimiinii aktive etmesi ve apoptozu tetiklemesi, in vivo
kullanim i¢in énem arz etmektedir. Immiin boyama deneyimizde, i¢sel apoptoz
yolaginda rol oynayan kaspazlar (kaspaz-3 ve kaspaz-8) ve digsal apoptoz yolaginda
rol oynayan proteinler (kaspaz-3, kaspaz-9 ve BAX) goriintiilenmistir. Fluoresan
mikroskop goriintiileri incelendiginde, kontrole kiyasla 40 pM CBG verilen DU145
ve PC3 prostat kanser hiicrelerinde kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 ve BAX
proteinlerinin sentezinde bir artis goriilmektedir. Diger yandan, PNT1A normal prostat
hiicrelerinde bu proteinlerin sentezinde bir artis goriilse de, bu artis kanser
hiicrelerindeki artis ile kiyaslanamayacak kadar diisiik seviyededir. Buna ek olarak,
gbzlemlenen artis, sitotoksisite verileri ile uyumluluk gostermektedir.

Elde edilen sonuglar, literatiirdeki veriler ile benzerlik gostermektedir. Ligresti
ve ark. meme kanserinde, Borrelli ve ark. kolorektal kanserde, Lah ve ark.
glioblastomada, Viereckl ve ark. safra yolu kanserinde, Sooda ve ark. over
karsinomada, Zeppa ve ark. ise pankreas kanserinde kaspaz-3’iin, CBG ile maruziyeti
sonrasinda arttigin1 gostermistir (Borrelli vd., 2014; Lah vd., 2021; Ligresti vd., 2006;
Sooda vd., 2023; Viereckl vd., 2022; Zeppa vd., 2024). Ayrica kaspaz-3 artigini
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gostermek icin, literatiirde farkli metotlar kullanilmistir. Bazi ¢alismalarda, ELISA
veya Western blot metodu kullanilirken, bazi ¢alismalarda da ¢alismamiza benzer
sekilde immiin boyama metodu ile protein sentezinin artisi tespit edilmistir.
Literatiirde, CBG ile muamele edilen safra yolu kanser hiicrelerinin, BAX protein
seviyesinde de bir artis oldugu gosterilmistir. Viereckl ve ark. immiin boyama
deneylerinde BAX protein seviyesinde bir artis gozlemlemislerdir (Viereckl vd.,
2022). Bununla birlikte Western Blot deneylerinde bu artisin anlamli seviyede
oldugunu gdsterememekle birlikte, bir artis egilimi oldugunu belirtmektedirler. Diger
yandan, Yiiksel ve ark. kolorektal kanser hiicrelerinin CBG ile maruziyeti sonrasinda,
kaspaz-7 ve kaspaz-8 gen ekspresyonunda anlamli bir artis tespit etmemelerine
ragmen, BAX ekspresyonunda anlamli bir artis gézlemlemislerdir (Yiiksel vd., 2023).
Ancak, bu ¢alismada protein seviyesinde bir analiz yapilmamustir.

Petrocellis ve ark. DU145 ve PC3 insan prostat kanser hiicrelerinde sadece
kaspaz-3 artisin1 ortaya koyarken, Mahmoud ve ark. ise insan yerine fare prostat
kanser hiicrelerinde bu artis1 gostermislerdir (De Petrocellis vd., 2013; Mahmoud vd.,
2023)

Calismamizda, CBG’nin  apoptozu tetikledigini  gostermek  icin
gerceklestirdigimiz bir diger deney ise, DNA fragmentasyonudur. Elde edilen veriler
CBG’nin, prostat kanser hiicrelerinde DNA fragmentasyon seviyesini arttirdigi
yoniindedir. Literatiire bakildiginda, Borrelli ve ark.’nin ¢alismasinda da, kolorektal
kanser hiicrelerine CBG verildikten sonra DNA fragmentasyonu testi yapilmis ve elde
ettigimiz sonuglara yakin veriler elde edilmistir (Borrelli vd., 2014). Buna ek olarak,
Sooda ve ark. tarafindan yapilan g¢alismada da, over kanser hiicrelerine CBG
verildikten sonra, subG1 fazinda olan hiicrelerin arttig1 gosterilmistir. Bu artigin ise,
DNA fragmentasyonuna isaret ettigi belirtilmistir (Sooda vd., 2023)

Sonug olarak bu tez calismasinda CBG’nin, prostat kanser hiicrelerinde icsel
ve digsal apoptoz yolaklarini tetikleyerek hiicreleri 6liime gotiirdiigii gosterilmistir.

Bu dogrultuda kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 ve BAX proteinleri ilk defa tez
calismamizda birlikte ve insan prostat kanser hiicrelerinde analiz edilmistir. Boylece
apoptoz yolaklar1 iizerinden, CBG’nin molekiiler mekanizmasi1 aydinlatilmaya
calisilmistir. Ayrica, ilk defa kaspaz-8°nin analizi ile CBG’nin igsel apoptotik yolaktan
da kanser hiicrelerini 6liime gotiirdiigii gosterilmistir.

Calismamizin son kisminda CBG’nin, prostat kanser hiicrelerinin metastaz

mekanizmalar1 lizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu kapsamda, literatiirde siklikla
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kullanilan iki boyutlu ve {i¢ boyutlu migrasyon deneyleri gerceklestirilmistir (Sekil
4.23-4.26). Elde ettigimiz sonuglar, CBG’nin hem DU145 hem de PC3 prostat kanser
hiicrelerinin migrasyon kapasitesini azalttig1 yoniindedir. Bu sonuglar, literatiirdeki
veriler ile benzerlik gostermektedir. Viereckl ve ark., safra yolu kanser hiicrelerinde
yara iyilesme testi (iki boyutlu migrasyon testi) ve transwell migrasyon testi (ii¢
boyutlu migrasyon testi) gerceklestirmislerdir. Yapilan arastirma sonucunda, CBG’nin
hiicre migrasyonunu yavaslattigini ortaya konulmustur (Viereckl vd., 2022). Ayni
sekilde, Colvin ve ark.’nin yaptig1 caligmada, transwell migrasyon ve invazyon
deneyinde CBG’ye maruz kalan mezotelyoma hiicrelerinin, migrasyon ve invazyon
kapasitelerinin azaldig1 gosterilmistir. Buna ek olarak, CBG’ye maruziyeti sonrasi
pro-metastatik gen ifade seviyesinin diistiigii gosterilmistir (Colvin vd., 2022).

Elde ettigimiz bulgular1 literatiirdeki veriler ile kiyasladigimizda CBG’nin,
prostat kanserinde de diger kanserlerde olusturdugu etkilere benzer etkiler olusturdugu
gorlilmiistiir. Bu ¢alisma kapsaminda CBG’nin, DU145 ve PC3 prostat kanser
hiicreleri iizerinde sitotoksik etki olusturdugu ve bu hiicreleri apoptoz araciligi ile
oldiirdiigii gosterilmistir. Diger yandan CBG’nin, metastatik olan DU145 ve PC3

hiicre hatlarinin migrasyon kapasitesini de inhibe ettigi ortaya konulmustur.

93



6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda kapsaminda elde edilen sonuglar:
e C(CBG’nin, DU145 ve PC3 metastatik insan prostat kanser hiicre hatlarinda

sitotoksik etki olusturdugu gosterilmistir.

e Kanser hiicrelerinde kullanilan CBG konsantrasyonun, PNT1A normal prostat
hiicrelerinde DCX’e (kemoterapotik ajan) kiyasla daha az oldiiriicii etkiye

sahip oldugu gdosterilmistir.

e CBG'nin sitotoksik etkisinin, prostat kanser hiicrelerinde potansiyel olarak

apoptozu aktive etmesinden kaynaklandigi ortaya konulmustur.

e CBG, prostat kanser hiicrelerinde kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 ve BAX
proteinlerinin sentezinde artisa sebep olmasiyla hem i¢sel hem de dissal

yolaklar iizerinden apoptozu aktive ettigi diisiiniilmektedir.

e Ik defa calismamizda, CBG’nin kanser hiicrelerinde kaspaz-8’in artigini ve bu
artisin da i¢sel apoptoz yolagini aktive ettigi ortaya konulmustur.
e C(CBG’nin, prostat kanser hiicrelerinde apoptozun son asamasi olan DNA

fragmentasyonunu da artirdig1 gosterilmistir.

e CBG’nin prostat kanser hiicrelerinin migrasyonunu yavaslattig1 gosterilmistir.
Bu nedenle, potansiyel olarak metastaz mekanizmasini da yavaslatabilecegi

diistiniilmektedir.

Sonug olarak elde ettigimiz verilere gore, CBG’nin, metastatik prostat

kanserinde 6nemli bir ila¢ aday1 olacag: diistiniilmektedir.

Bu tez ¢alismasinin devaminda:
e C(CBG’nin molekiiler diizeydeki etkisini ortaya ¢ikarmak icin, qRT-PCR ile
metastazda rol oynayan E-kaderin, N-kaderin, vimentin veya MMP gibi

genlerin ifadesi ol¢iilebilinir.
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CBG’nin sitotoksik etkisinin yanmi sira sitostatik etkisi arastirilabilinir. Bu
kapsamda, CBG muamelesi sonrasinda, akis sitometrisi ile hiicre dongiisiiniin

yavaglamasi kontrol edilebilinir.

CBG’nin farkli kannabinoitler veya kemoterapotik ilaglar ile kombine

kullanimi arastirilabilinir.
Fare veya siganda gercgeklestirilecek in vivo deneyler, CBG’nin etki

mekanizmasini daha kapsamli bir sekilde anlamamizi ve faz g¢alismalarini

gecmemizi saglayacaktir.
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