T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK

HATMI CICEGI (Althaea officinalis L.)'NIN PROSTAT
KANSERINDE HUCRE CANLILIGI, GOCU VE APOPTOZ
UZERINE ETKIiLERI

MUSTAFA SAID ATALAY

YUKSEK LiSANS TEZI

Jiiri Uyeleri: Dog¢. Dr. Ayla SOLMAZ AVCIKURT (Tez Danismani)
Prof. Dr. Erdal BALCAN
Dog. Dr. Siimeyye AYDOGAN TURKOGLU

BALIKESIR, KASIM- 2021



ETiK BEYAN

Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarina uygun olarak tarafimca
hazirlanan “Hatmi ¢icegi (Althaea officinalis L.)'nin Prostat Kanserinde Hiicre Canlihgy,
Gocii ve Apoptoz Uzerine Etkileri” baslikli tezde;

Tim bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢er¢evesinde elde ettigimi,

Kullanilan veriler ve sonuglarda herhangi bir degisiklik yapmadigima,

Tiim bilgi ve sonuglar bilimsel aragtirma ve etik ilkelere uygun sekilde sundugumu,
Yararlandigim eserlere atifta bulunarak kaynak gosterdigimi, beyan eder, aksinin ortaya

¢ikmas1 durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ederim.

Mustafa Said Atalay



Bu tez cahsmasi Balikesir Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) tarafindan

2021/014 nolu proje ile desteklenmistir



OZET

HATMI CiCEGI (Althaea officinalis L.)'NIN PROSTAT KANSERINDE HUCRE
CANLILIGL GOCU VE APOPTOZ UZERINE
ETKILERI
YUKSEK LISANS TEZi
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En sik goriilen kanser tiirlerinden biri olan prostat kanseri, erkeklerde kansere bagl
oliimlerde ikinci sirada yer almaktadir. Bitkisel ilaglarin kanser aktive edici enzimleri ve
hormonlari inhibe etmek, DNA onarim mekanizmasini uyarmak ve koruyucu enzimlerin
tiretimi, hiicre dongiistinii durdurma ve bagisiklik sistemini giiclendirme gibi etkileri vardir.
Althaea officinalis L. Metanol ekstresinin gesitli ¢caligmalarda oldukga antioksidan oldugu
gosterilmistir. Bu calisma, Althaea officinalis L. ekstraklarinin insan prostat kanseri
hiicrelerinin hiicre biiyiimesi, hiicre 6liimii ve hiicre gogii lizerindeki etkilerini aragtirmayi
amagclamaktadir. Bu ¢alismada Althaea officinalis L. 'ten elde edilen Metanol ve Etil asetat
ekstraktlari, hem androjenden bagimsiz (PC3) prostat kanseri hiicre hatti hemde androjene
bagimli (LNCaP) hiicre hatlarina uygulanmistir. Hiicrelerin canlilik ve ¢ogalma iizerindeki
etkisi MTT testi ile gozlemlendi. 24, 48 ve 72 saatlerdeki etkisi belirlendi. Yara iyilesme
deneyi ile Metanol ve Etil asetat ekstraklarinin prostat kanseri biiyiimesinde 1ki kritik adim
olan go¢ ve istilayr dnleme potansiyeline sahip oldugu bulundu. Metanol ve Etil asetat
uygulanmis PC3 ve LNCaP hiicre hatlarinda mRNA seviyesinde Bcl-2, Bcl-xL, Bax ve Bak
genlerinin ifadesine Real-time PCR yontemi ile bakildi. Mevcut veriler, Althaea officinalis
L. Metanol ve Etil asetat ekstraklarinin prostat kanserinde hiicre canliligini azalttig1 ve ayrica
kontrole kiyasla hiicre gociinli azalttigi gosterdi ve proapoptotik ve antiapoptotik genlerin
ekspresyonunda artis oldugu bulundu. Bu ¢alismada elde edilen veriler Althaea officinalis
L. ’in farkl kanser tiirleri tizerindeki etkisiyle genisletilebilir.

ANAHTAR KELIMELER: Althaea officinalis L., Prostat kanseri, Real time, MTT,
Apoptozis, Yara iyilesme

Bilim Kodlar1: 20326, 20610, 92314 Sayfa Sayisi: 78



ABSTRACT

THE EFFECTS OF HATMI FLOWER (Althaea officinalis L.) ON CELL
VIABILITY, MIGRATION AND APOPTOSIS IN PROSTATE CANCER

MSC THESIS
MUSTAFA SAID ATALAY
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR AYLA SOLMAZ AVCIKURT )

BALIKESIR, NOVEMBER - 2021

Prostate cancer, one of the most common types of cancer, ranks second in cancer-related
deaths in men. Herbal medicines have effects such as inhibiting cancer-activating enzymes
and hormones, stimulating the DNA repair mechanism and production of protective
enzymes, stopping the cell cycle and strengthening the immune system. Althaea officinalis
L. Methanol extract has been shown to be highly antioxidant in various studies. This study
aims to investigate the effects of Althaea officinalis L. extracts on cell growth, cell death and
cell migration of human prostate cancer cells. In this study, Methanol and Ethyl acetate
extracts from Althaea officinalis L. were applied to both androgen-independent (PC3)
prostate cancer cell lines and androgen-dependent (LNCaP) cell lines. The effect of cells on
viability and proliferation was observed by MTT test. The effect at 24, 48 and 72 hours was
determined. Methanol and Ethyl acetate extracts were found to have the potential to inhibit
migration and invasion, two critical steps in prostate cancer growth, by wound healing assay.
The expression of Bcl-2, Bel-xL, Bax and Bak genes at mRNA level in PC3 and LNCaP cell
lines treated with methanol and ethyl acetate were analyzed by Real-time PCR method.
Available data showed that Althaea officinalis L. Methanol and Ethyl acetate extracts
reduced cell viability in prostate cancer and also reduced cell migration compared to control,
and increased expression of proapoptotic and antiapoptotic genes was found. The data
obtained in this study can be extended by the effect of Althaea officinalis L. on different
types of cancer.

KEYWORDS: Althaea officinalis L., Prostate cancer, Real time, MTT, Apoptosis, Wound
healing

Science Codes: 20326, 20610, 92314 Page Number: 78
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1. GIRIS

1.1 Prostat Bezi

Prostat bezi, rektumun 6niinde ve mesane ile penis arasinda bulunan erkek cinsel bezidir
(Daniyal ve digerleri, 2014). Prostat, mesaneden idrar akisi i¢in kanal olan prostatik tiretray1
cevreler. Normal prostat yaklasik 15-20 g agirhigindadir. Seminal vezikiiller iki tarafli olarak
prostatin tabaninda bulunur. Insan prostat1 farkli histolojik bolgelere (periferik, gecis ve

merkezi bolgeler) sahip tek bir bezdir (Ittmann, 2018).

Sekil 1.1: Prostat ve mesane’nin koronal kesitteki sematik goriiniimii (Genghellag ve
Yilmaz, 2015)

1.2 Prostat Kanseri

Global olarak 2015 yilinda yaklagik 1,6 milyon vaka ile prostat kanseri erkeklerde en sik
teshis edilen kanserdir. Ayrica prostat kanseri yilda 366,000 6lime sebep olmaktadir.
Amerika Birlesik Devletleri'nde, 2015 yilinda 220,880 vaka teshis edilirken 2016 yilinda
180.890 yeni vaka teshis edildigi bildirilmistir bu da erkeklerde yeni kanser vakalarinin
%26'smn1 olugturuyor. Prostat kanseri 6zellikle gelismis tilkelerde yaygindir. 79 yasina kadar
prostat kanseri tanisi olasiligi, diisiik-orta sosyodemografik indekse sahip iilkeler arasinda



47'de birdir, buna karsilik sosyodemografik indeksi yiiksek olan tilkeler arasinda altida birdir
(Rebbeck, 2017).

1.2.1 Kanserinin Epidemolojisi

Prostat kanseri, insidans ve mortalite oranlar1 popiilasyona gore énemli dlgiide degismekle
birlikte, diinyanin bir¢ok yerinde erkeklerde onde gelen kanser tiiriidiir. Prostat kanseri
goriilme oranlari, diinyanin gelismis bolgelerinde (6rnegin, Kuzey Amerika, Bat1 ve Kuzey
Avrupa ve Avustralya), tarama ve erken teshis de dahil olmak iizere tibbi bakima erisimi

yiiksek olan tilkelerde daha fazla goriilmektedir (Rebbeck, 2017).

Prostat kanseri 6liimleri Afrika kokenli erkeklerde daha yiiksektir. Afro-Karayipler (AK) ve
Sub-Saharan Afrikali (SSA) erkekler, diinyadaki en yiiksek prostat kanseri mortalitesinden
muzdariptir. 2012 Kiiresel Kanser Insidansi, Mortalite ve Prevalans (GLOBOCAN)
verilerine gore 100,000 kiside 18.7-29.3 6liim orani popiilasyonda goriilmektedir. Afrika
kokenli Amerikali erkekler 2008-2011 doneminde her 100.000'de 43 gibi yiiksek bir 6lim
oranina sahiptir. Bu oranlar, Beyazlar (100.000'de 19.8), Hispanikler (100.000'de 17.8) ve
Asya / Pasifik Adalilar1 (100.000'de 9.4) dahil olmak {izere diger ABD erkeklerinden 6nemli
oOl¢iide daha yiiksektir. Buna karsilik, Dogu, Giineydogu ve Giiney Orta Asya erkekleri en
diisiik prostat kanseri 6liim oranlarina sahiptir (100.000'de sirasiyla 2.9, 31 ve 6.7). Kuzey
Afrikali erkeklerin Asyali erkeklere yakin ve kiiresel ortalamanin altinda 6liim oranlari

vardir (100.000'de 7) (Rebbeck, 2017).

1.2.2 Prostat Kanserinde Risk Faktorleri

Prostat kanseri epidemiyolojik ¢alismalari, yasam tarzi faktorlerinin prostat kanserinin
gelismesine ve bu hastaliktan sagkalim riskini etkiledigi c¢esitli ¢alismalar ile ortaya
koyulmustur (Tablo 1.1 ve 1.2). Bu yaygin hastaligin etiyolojisi hakkinda bir¢ok soru
olmasina ragmen, mevcut risk faktorlerini belirlemek, yiiksek risk altindaki bireyleri
tanimlamak ve hastalik yiikiinii azaltmak son derece 6nemlidir. Prostat kanseri klinik olarak
multifaktoriyel bir hastaliktir. Baz1 erkekler agresif bir prostat kanseri formuna sahipken,
¢ogu yavas bliyliyen veya yavas ilerleyen bir hastalik formuna sahiptir. Bu klinik
heterojenlik, bu hastaligin altinda yatan etiyolojiye de yansir (Jahn, Giovannucci ve

Stampfer, 2015). Bu nedenle, prostat kanseri epidemiyolojisinde, toplam prostat kanseri ve



ileri veya oliimciil hastalik igin risk faktorleri arasinda ayrim yapilmasi zorunludur (Pernar,

Ebot, Wilson ve Mucci, 2018).

Tablo 1.1: Total prostat kanserinin se¢ilmis risk faktorlerine iliskin kanitlarin 6zeti

(Pernar ve digerleri, 2018)

Risk faktorii Kanit giicii
Riski arttiran faktorler

Yaslilik Gl
Afrika kokeni Gugcla

Aile oykiisii Gigla
Genetik risk lokusu Gigli
Uzun boy Muhtemel

Tablo 1.2: leri veya dliimciil prostat kanseri icin segilen risk faktorlerinin kanitlarmimn

ozeti (Pernar ve digerleri, 2018)

Risk faktori

Kanitlarin giicti

Riski arttiran faktorler
Uzun boy

Lipid seviyeleri
Obezite

Sigara

Stit, kalsiyum

Riski azaltan faktorler

Fiziksel aktivite

Kahve
Domates
Balik

D vitamini

Staninler

Giigli
Olas1

Giiglii
Giiglii

Mimkiin

Giiglii

Sinirh
Muhtemel
Olasi1
Olasi1
Muhtemel




Yukarida belirtilen faktorlere iliskin kanitlar1 degerlendirmek igin, Prostat Spesifik Antijen
(PSA) taramasinin epidemiyolojik calismalardaki rolii, risk faktorleri ile prostat kanseri
arasinda gozlenen iliskileri etkileme potansiyeli goéz oniine alindiginda da dikkate
alinmalidir. Bir yandan, risk faktorleri, kanserin baslamasindan metastazlara ve 6liime kadar
hastaligin patogenezi boyunca prostat kanserini etkileyebilir. Bu nedenle, bir faktor ile
prostat kanseri riski arasindaki iligki, evre veya timor derecesi gibi hastaligin klinik
ozelliklerine gore farklilik gosterebilir. Prostat kanserinde epidemiyolojik c¢aligmalar
degerlendirilirken, bir c¢alismanin PSA taramas: hakkindaki bilgileri ne olgiide

biitlinlestirdigini arastirmak ¢ok dnemlidir (Brawley, 2012).

1221 Yas

50 yasindan dnce prostat kanseri olan erkeklerin orani ¢ok diistiktiir. Cogu durumda, hastalik
65 yas ve iizerinde teshis edilir. Ornegin Amerika Birlesik Devletleri'nde, 55-64 yas
grubundaki erkeklerin %30,7'sinde prostat kanseri bulunurken, 35-44 yas grubu igin sadece
%0,6'd1r (Brawley, 2012). Prostat kanseri 40 yasin tizerindeki erkeklerde daha fazla goriiliir.
Diinya c¢apinda otopsi calismalarindan alinan doku 6rneklerinin histolojik muayenesinde
prostat kanseri insidansinin yasla birlikte arttig1 ve 80 yasin tizerindeki erkeklerin yaklagik
%75'nin gizli hastalik belirtisi gosterdigi belirtilmektedir (Billis, 1986). Prostat kanseri
insidanst 40-60 yas grubundaki 55 erkekten yaklasik 1'1 iken, 60 yas lizerinde bu durum
neredeyse 8 kat artarak 7'de 1'e yiikseldigi tahmin edilmektedir (Arcangeli, Pinzi ve
Arcangeli, 2012). Yiiksek riskli hastalar, onaylanmis Prostat Kanseri Risk Degerlendirmesi
(CAPRA) skoru kullanmilarak tanimlanmistir. Rekabet riskleri regresyonu, yiiksek riskli
hastalig1 olan yash erkekler arasinda yasin kanserde hayatta kalma iizerindeki bagimsiz
etkisini tanimlamak i¢in kullanilmistir. Sonuglar, 75 yaslarindaki erkeklerin %26'sinin
yiksek riskli prostat kanseri ile bagvurdugunu gostermistir. (CAPRA skoru 6 ila 10)
(Perdana, Mochtar, Umbas ve Hamid, 2016).

1222 1Irk

Son c¢aligmalar, etnik kokenin prostat kanseri icin temel risk faktorii oldugunu
gostermektedir (Jayadevappa, Chhatre, Johnson ve Malkowicz, 2011). Afrika kokenli
Amerikal1 erkeklerin prostat kanseri insidansi ve mortalitesinin beyaz erkeklerden daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Prostat kanseri'nin en diislik insidansi tipik olarak sadece
genetik duyarlilik ile degil, ayn1 zamanda diyet, yasam tarzi ve gevresel faktorlerle iliskili

oldugu bulunmustur (Wu ve Modlin, 2012). Ulusal Kanser Enstitiisii'nden elde edilen



veriler, Afro-Amerikan erkeklerin prostat kanseri’nin (54.2 / 100 000 ve 24.7 / 100 000)
diger etnik irklardan oldukga yiiksek oldugunu gostermistir (Bechis, Carroll ve Cooperberg,
2011).

Kromozom 8q24 varyantlarinin prostat kanser riski ile iligkili oldugu ve Afro-Amerikali
erkeklerde daha yaygin oldugu bildirilmistir. Bazi ¢alismalar ayrica Bcl-2 gibi hiicre apoptoz
genlerinde ve Afro-Amerikan erkeklerde EPHB2 gibi tiimor supresyon genlerinde daha

yiiksek bir varyasyon orani oldugunu gostermistir (Whitman ve digerleri, 2010).

Paylasilan genetik benzerlik, ABD de dahil olmak iizere farkli iilkelerden siyah erkekler
arasinda benzer oranlarda yiiksek dereceli prostat kanseri olgusu gosteren yeni bir ¢alismada

yapilmistir (Carpenter ve digerleri, 2010).

Prostat kanseri insidanst cografi konuma gore dnemli dl¢lide degisir. Globocan verilerine
gore, prostat kanseri oranlar1 Afrika ve Asya'da Avrupa ve ABD'den daha diisiiktiir. Ayrica,
insidans ulusal smurlar igindeki etnik alt gruplar arasinda da farklilik gostermektedir.
Amerika Birlesik Devletleri'nde, Afrika kokenli Amerikali erkeklerde prostat kanseri
gelistirme riski beyaz kokenli Amerikalilara gore %60 daha yiiksektir. Bu esitsizlik,
hormonal diizenleme ve prostatin gelisiminde oncii rol alan genlerdeki polimorfizmlerle

baglantili goriinmektedir (Kheirandish ve Chinegwundoh, 2011).

1.2.2.3 Aile Oykiisii ve Genetik Faktorler

Bir¢ok c¢alisma, prostat kanseri riskinin ailesel veriler ile korelasyon gosterdigini
bildirmistir. Prostat kanseri pozitif 6ykiisli olan birinci derece akrabasi (baba, ogul, erkek
kardes) olan erkeklerde 2 ila 3 kat artmis prostat kanseri riski oldugunu gostermektedir.
Ailede prostat kanseri dykiisiiniin prostat kanseri riskinin artmasiyla giiclii bir sekilde iliskili
oldugu bulunmustur. Babalar1 veya erkek kardesleri prostat kanseri hastasi olan erkeklerin,
aile Oykiisii olmayanlara gore bu hastaligi gelistirme riskinin 3 kat daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Ek olarak, iki veya daha fazla birinci derece prostat kanseri Oykiisii olan
akrabalarini etkileyen erkeklerin, hastaligi gelistirme riski neredeyse 5 kat daha fazladir

(Nemesure, Wu, Hennis ve Leske, 2013).



Erken baslangicli prostat kanseri vakalarinin cogunlugu (%64), bu hastaligin aile Sykiisii
oldugunu ve %40'tan fazlasinin prostat kanseri i¢in akrabalik baginin oldugu dogrulanmistir

(Zeegers, Jellema ve Ostrer, 2003).

Gen baglant1 ¢alismalar1, yedi farkli lokustaki genler tizerinde prostat karsinomu igin biiyiik
duyarlilik lokuslarini ortaya koymaktadir. HPC1 geni olarak adlandirilan kromozom 1q24-
25, dogustan gelen bagisiklik savunma mekanizmalarina ve interferon (IFN) aracili sinyale
dahil olan riboniikleaz L (RNASEL) enzimini kodlar (Chen ve digerleri, 2003). Bu enzim
antiviral aktivitenin azaltilmasinda ve apoptotik hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde 6nemli
bir rol oynar. Dikkat ¢ekici bir sekilde, RNASEL mutasyonlar1 olan hastalardan insan prostat
kanseri orneklerinin analizi, prostat kanseri gelisimine antiviral savunmalarin 6nemini
ortaya koyan retroviriisiin varligin1 gostermistir. Ayrica, baz1 prostat kanseri vakalarinda
retroviral enfeksiyonlarin tespiti, kronik retroviral enfeksiyonun ve bunun sonucunda ortaya
¢ikan doku iltihabinin kanser baslangici ile potansiyel baglantisini da gostermistir (Eeles ve
digerleri, 2008). Kromozom 17pll {izerinde baska bir HPC geni (HPC2 / ELAC?2)
tanimland1 ve TGF-beta sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla proliferasyonu diizenleyen
SMAD?2'yi baglayarak prostat kanseri gelisimine katilan ELAC?2, iyi anlasilmamis bir
fonksiyona sahip bir proteini kodlamaktadir. (Camp ve Tavtigian, 2002). Ek olarak, klinik
olarak agresif bir prostat kanseri formu gosteren BRCA 1 ve 2 mutasyonu olan erkeklerde
bir HPC alt kiimesinin meydana geldigi bulunmustur. Ayrica, BRCA2 mutasyonlar1 daha
yiiksek prostat kanseri insidansi ile iligkilendirildi ve PALB2, BRCAZ2 ile etkilesen protein,
ailesel prostat kanserine dahil edildi (Rawla, 2019).

1.2.2.4 Viicut Kitle Indeksi (BMI)

Yiksek viicut Kitle indeksi (BMI, kilogram cinsinden agirlik, metre kare cinsinden
yiikseklige boliiniir, kg / m2) 6liimciil prostat kanseri gelisme riskinin artmasiyla gii¢lii bir
sekilde iligkilidir. Yapilan bir caligmada prostat kanseri teshisi konan 2546 erkek arasinda
bir birim daha ytiksek tan1 oncesi BMI, prostat kanserine 6zgti mortalite riskinde yaklasik
%10'luk bir artis ile, ve >30 kg / m2'lik BMI, normal agirliga kiyasla yaklasik iki kat artmis
prostat kanseri 6liimii riski ile iliskilendirilmistir (Ma ve digerleri, 2008).



Bir meta-analiz ¢alismasinda prostat kanseri hastalarinda yapilan alt1 ¢alismanin BMI'da 5
kg / m2'lik bir artisin prostat kanserine 6zgii mortalite riskini %20 ve biyokimyasal niiks
riskini %21 artirdigini bildirmistir (Cao ve Ma, 2011).Yapilan bir bagka c¢aligsmada, stabil
agirligr olan erkeklerle karsilastirildiginda, 1 yil boyunca agirligi 2,2 kg artanlarin prostat
kanseri niiks riskinde %94 artis oldugunu bulmustur. Ayrica, daha yiiksek BMI'si olan
erkeklerin hastalik gegirme olasilig1 yiiksektir (Joshu ve digerleri, 2011). Prostat kanseri
tanis1 sonrasi kilo alimi, artan biyokimyasal niiks orani ve prostat kanserine 6zgii mortalite
ile iligkilidir. Altta yatan biyolojik mekanizmalar, insiilin / insiilin benzeri biiyiime faktorii
eksenini degisen seks hormonlar1 ve adipokinlerin sinyalizasyon degisikliklerini igerir
(Roberts, Dive ve Renehan, 2010).

1.2.2.5 Fiziksel Aktivite

Egzersiz, bircok fayda ve nispeten az yan etki sunan yasam tarzi terapisinden biridir.
Egzersiz eksikligi de artan prostat kanseri riski ile baglantilidir. Egzersiz yapan gazilerin
tizerinde yapilan bir ¢aligmada, prostat kanseri riskinin onemli O6l¢iide diisiik oldugu
bulunmustur (Keogh ve MacLeod, 2012).

Cesitli caligmalar, fiziksel olarak aktif prostat kanseri hastalarinin 6énemli 6l¢iide daha
yiikksek yasam Kalitesine, daha az yorgunluga ve daha diisiik PSA seviyelerine sahip
oldugunu ve daha az aktif yasama sahip prostat kanseri hastalarmma kiyasla androjen
deprivasyon tedavisi (ADT) baslatmada iki y1l gecikme oldugunu géstermistir. Ayrica daha
az aktif yasama sahip olan prostat kanseri hastalarina kiyasla yiiksek dereceli hastalik riski

daha diistiktiir (Keogh ve MacLeod, 2012).

1.2.2.6 Diyet

Diyet faktorleri, gelismekte olan tilkelerden (diisiik riskli bolgeler) sanayilesmis iilkelere
(daha yiiksek risk) gecis yapan gé¢menler lizerinde yapilan ¢esitli calismalarin kanitladigi
gibi prostat kanserinin gelisiminde 6nemli bir rol oynayabilir ve bu da sanayi toplumunda
prostat kanseri insidansinin artmasma dogru bir kayma oldugunu gosterir (Rawla, 2019).
Ornegin, Afrika'dakilere kiyasla Afrikali Amerikalilar arasinda prostat kanseri insidansi 40

kat daha yiiksektir (Chu ve digerleri, 2011). Cin'de yasayan erkeklere kiyasla ABD'de



yasayan Cinli erkekler icin prostat kanseri insidans1 16 kat daha yiiksektir. Bu baglamda
cevresel faktorlerin 6nemli bir rol oynadigini diigiiniilmektedir. Bazi gidalarin prostat
kanserine yakalanmada daha yiiksek risk ile iligkili olduguna dair birgok calisma vardir

(Hsing, Tsao ve Devesa, 2000).

1.2.2.6.1 Kirmz Et

Kanser insidansi ve mortalitesinin kisi basina et tiiketimi ile iliskilendirildigi bir ¢ok
caligmada et tiikketiminin fazla oldugu erkeklerde prostat kanseri goriilme oraninin arttigt
gosterilmistir (Gibson, Ferrucci, Tangrea ve Schatzkin, 2010). Yapilan bir aragtirmada
haftada bes veya daha fazla porsiyon islenmis et tiikketen erkeklerin, haftada bir veya daha
az porsiyon tiikketen erkeklere kiyasla daha yiiksek prostat kanseri riskine sahip oldugu
gosterilmistir. Afrikali-Amerikali erkeklerde, yiiksek kirmizi et tiikketimi ve artan prostat
riski ile bir iligki gozlenmemistir. Bununla birlikte, yiiksek sicaklikta pisirilen kirmizi et
tiikketenlerde ilerlememis prostat kanseri riski %20 artmistir (Major ve digerleri, 2011). Eti
daha yiiksek sicakliklarda (125- 300 © C) pisirmek aromatik hidrokarbonlarin ve mutajenik
heterosiklik aminlerin olusumuna neden olur. Izgara veya mangalda et, serbest radikallerin
uretilmesiyle lipit peroksidasyonuna ve DNA hasarina neden olabilecek N-nitroso

bilesiklerinin olusumuna neden olabilir (Tappel, 2007).

1.2.2.6.2 Sebze ve Meyveler

Vitamin, mineral ve diger ikincil bitki tirtinleri igeren meyve ve sebzelerin sik tiiketilmesinin
kanser insidansin1 ve mortalitesini azalttig1 diisiiniilmektedir. Prostat kanseri i¢in, likopen
veya turpgiller gibi meyve ve sebzelerin belirli bilesenlerinin veya alt gruplarinin Prostat
kanser riskinin azalmasiyla iliskili olabilecegine dair bazi kanitlar vardir (Leitzmann ve
Rohrmann, 2012).Baz1 calismalar, sebze ve meyve tiikketiminin Prostat kanser riskinde bir
azalmaya neden oldugunu bulmustur (Subahir, Shah ve Zainuddin, 2009). Ancak, iki Japon
calismas1 sebze ve meyve alimi ile prostat kanser riski arasinda bir iliski olmadigimi
bulmustur ve diger bir calismada vejetaryen diyet tiiketimi ile prostat kanser riski arasinda

bir iliski bulunamamistir (Umesawa ve digerleri, 2014)(Thakur ve digerleri, 2011).

1.2.2.6.3 Bahk



Hindistan'da yapilan bir arastirmada, balik tiiketiminin prostat kanser riskini 6nemli 6lgiide
artirdigini, Japonya’da yapilan bir ¢alismada ise yliksek bir balik aliminin prostat kanserine
bagli 6liim riski ile ters orantili oldugu bulunmustur. Baliklarda omega-3 yag asitlerinin

varhiginin prostat kanser riskini azaltabilecegi diistiniilmektedir (Pham ve digerleri, 2009).

1.2.2.6.4 Yesil Cay

Yesil ¢ay Asya'da popiiler bir igecektir ve kanserin 6nlenmesinde Onemli bir rol
oynayabilecek bir antioksidan olan epigallocatechin-3-gallat (EGCG) igerir. Yapilan bir
aragtirmada gore yesil ¢ay tiiketiminin (glinde 3 ila 5 bardak ) ileri prostat kanseri riskinin
azalmasiyla iliskili oldugu ve prostat kanser riskinin artan yesil ¢ay tiiketimi ile azaldigi
gozlemlendi (Jian, Lee ve Binns, 2007). Bununla birlikte, bazi ¢alismalar yesil gay tiikketimi

ile prostat kanser riski arasinda bir iliski bulamamistir (Montague ve digerleri, 2012).

1.2.2.6.5 Tiitiin ve Alkol

Sigara icmek, steroid seviyelerini etkiledigi ve sigara birden fazla kanserojen icerdigi i¢in
prostat kanser riskini artirabilir. Bununla birlikte, tiitiin i¢imi bulgular ¢eliskilidir. Bir¢ok
caligma sigara icme ve prostat kanser riski arasinda bir iligki bulamamistir, Pakistan ve
Kuzey Hindistan'daki ¢alismalar sigara igmenin prostat kanser riskini artirdigin1 bulmustur

(Thakur ve digerleri, 2011).

Hindistan ve Cin'de yapilan ¢alismalarda alkol tiiketimi ile prostat kanser riskinde artis
bulunmumus olsa da, diger bir ¢alismada alkol tiiketimi ile prostat kanser riski arasinda bir
iliski bulamamistir (Hu, Qiu, Zhang ve Cui, 2014). Prostat kanserinin alkolle iligkisi doza
bagli olabilir. Hafif alkol tiiketimi antienflamatuar ve antiandrojenik olabilirken, agir alkol
alimi prostat kanserinin goriilme oranimi arttirabilir. Agir alkol alimi ayn1 zamanda
enflamatuar yanitlari artirabilir veya cinsiyet hormonu seviyelerini degistirebilir (Fowke ve

digerleri, 2015).



1.2.3 Prostat Kanserinin Olusumunda ve ilerlemesinde Rol Oynayan Molekiiler
Mekanizmalar
1.2.3.1 Androjen Reseptorii (AR)

Huggins ve Hodges'in (1941) orsiektomi ameliyati gegirenlerde onemli Ol¢iide timor
gerilemesine neden oldugunu gostererek androjen sinyalinin prostat kanserindeki merkezi
roliinii ilk kez ortaya ¢ikarmalarinin lizerinden 70 yildan fazla bir siire gecti. Ufuk acgici
kesifleri 1966'da Medicine'deki Nobel Odiilii ile tanindi (Azzouni ve Mohler, 2012).
Androjen reseptor geni 90 kb'den uzundur ve 3 ana fonksiyonel alana sahip bir proteini
kodlar: N-terminal alani, DNA baglayici alan ve androjen baglayici alan. Protein, steroid
hormonu ile aktive edilmis bir transkripsiyon faktorii olarak islev goriir. Hormon ligandinin
baglanmasi iizerine, reseptér yardimci proteinlerden ayrisir, c¢ekirdege yer degistirir,
dimerize olur ve androjene duyarli genlerin transkripsiyonunu uyarir (Tan, Li, Xu, Melcher

ve Yong, 2015).

Prostat kanserlerinin gogunlugunun hastaligin seyri boyunca androjen reseptorii (AR) ifade
ettigi agiktir ve son yillarda, androjen sinyalinin molekiiler temeline daha derin bir
sorgulama, AR'nin o6zellikle kanser hiicresi davranigini nasil yonlendirdiginin daha iyi
anlagilmasini saglamustir. Birlikte ele alindiginda, bu bulgular prostat kanseri patogenezinde

androjen sinyalinin 6nemini arttirmaktadir (Sadi, Walsh ve Barrack, 1991).

Ligand kaynakli transkripsiyon faktorii olan androjen reseptorii (AR), primer prostat
kanserinde ve metastazlarda eksprese edilir. AR birden fazla hiicresel olayi, ¢ogalma,
apoptoz, gog, istila ve farklilasmay1 diizenler. Prostat kanseri hiicrelerindeki ifadesi steroid
ve peptit hormonlari tarafindan diizenlenir. Meyve ve sebzelerde bulunan ¢esitli bilesikler
tarafindan AR’nin asag1 regiilasyonu prostat kanseri icin kanser onleyici maddelerin
bulunmas1 i¢in bir strateji olarak kabul edilir. Prostat kanserinde AR mutasyonlari
kesfedilmistir ve timor ilerlemesi ile goriilme sikligi artabilir. AR mutasyonlar1 ve seg¢ilmis
koaktivatorlerin artan ekspresyonu, anti-androjenlerin  hayatta kalma &zelliklerinin
kazanilmasma katkida bulunur. Bazi koaktivatorlerin ekspresyonu androjen iiretiminin
baskilanmasi sirasinda gelistirilmistir. AR aktivitesi, reseptdriin maksimal uyarilmasi i¢in
gerekli androjen konsantrasyonunu azaltan sitokinler veya biiylime faktorleri gibi peptitler

tarafindan diizenlenir (Culig ve Santer, 2014).
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1.2.3.1.1 AR ile Spesifik Hiicresel Fonksiyonlarin Diizenlenmesi

Prostat kanseri arastirmalarinda androjene duyarli hiicre hatlarinin sayis1 giderek
artmaktadir. Androjen tarafindan diizenlenen hiicresel olaylarin anlagilmasi, VCaP, DUCaP,
LAPC-4 veya PC3 gibi hiicre hatlarinin kullanilmasiyla kolaylagmistir. Bu nedenle, LNCaP
hiicreleri yeni antiandrojenik bilesiklerin etkinligini degerlendirmek i¢in 6n deneyler icin
siklikla kullanilir. Buna karsilik, PC3 hiicreleri LNCaP hiicrelerine kiyasla androjenlere
kars1 daha az yanit gosterir (Attardi, Burgenson, Hild ve Reel, 2004).

Proliferatif ve farklilasma yanitlarindaki farkliliklar, AR ekspresyon seviyesinin hormona
duyarli kanser hiicrelerinin biiylimesinin tek belirleyicisi olmadigini gostermektedir.
Programlanmis hiicre 6liimiiniin androjenik regiilasyonu kullanilan tiimér modeline baglhidir.
Endojen AR'yi ifade eden hiicrelerin aksine, AR cDNA ile enfekte olan PC3 hiicreleri
apoptozun indiiksiyonu konusunda daha hassastir (Heisler ve digerleri, 1997). Androjene
duyarli hiicrelerde apoptozun indiiksiyonu, resveratrol gibi ajanlar androjene duyarli

hiicrelerde apoptozu indiikler (Hayes ve digerleri, 2001).

1.2.3.1.2 AR Mutasyonlar ve Prostat Kanserindeki Etkileri

Androjen reseptdr geni 90 kb'den uzundur ve 3 ana fonksiyonel alana sahip bir proteini
kodlar: N-terminal alani, DNA baglayici alan ve androjen baglayici alan. Protein, steroid
hormonu ile aktive edilmis bir transkripsiyon faktorii olarak islev goriir. Hormon ligandinin
baglanmasi iizerine, reseptor yardimci proteinlerden ayrisir, cekirdege yer degistirir,
dimerize olur ve androjene duyarli genlerin transkripsiyonunu uyarir (Veldscholte,
Berrevoets, Brinkmann, Grootegoed ve Mulder, 1992). MDA prostat kanseri 2b hiicre
hattinda iki AR mutasyonu (L701H ve T877A) tanimlanmistir. Bir hastanin dokusunda
fonksiyonel olarak karakterize edilen ilk AR mutasyonu, Met ile Val'in degismesidir (Culig
ve digerleri, 1993). Mutasyona ugramis reseptor, hidroksiflutamid ile antiandrojen
tedavisinde basarisiz olan bir hastadan elde edilen bir 6rnekte kesfedilmistir. Fonksiyonel
caligmalar, bunun progesteron, adrenal androjenler ve dihidrotestosteron metabolitleri
tarafindan AR'nin artan aktivasyonu ile karakterize edilen islev mutasyonunun bir kazanimi

oldugunu ortaya koymustur. (Marcelli ve digerleri, 2000).
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1.2.4 Prostat Kanserinde En Sik Rastlanan Genetik Degisiklikler

Prostat kanserinin goriilme sikligi segilmis popiilasyonlarda yiiksek olmasina ragmen,
nedeni bilinmemektedir. Bununla birlikte, agik olan sey, prostat kanserinin etiyolojisinde
birden fazla genetik ve ¢evresel faktor bulunan heterojen bir hastalik oldugudur. Birgok gen,
hastaligin farkli nedenler ile gelisiminden sorumludur ve 6zellikle kalitsal prostat kanseri
genleri HPC1 (1924 —25), CAPB (1p36), PCAP (1q42- 43), HPC2 (17p12), HPC20 (20g13)
ve HPCX (Xq27-28) prostat kanseri gelisimde etkilidir. Bununla birlikte, hastaligin yiiksek
degiskenligi, birgok epidemiyolojik faktor ve tant koymada prostat kanseri i¢in bu genlerin

iyi bir biyobelirte¢ olmasini zorlastirmistir (Dominska, 2009).

1.2.4.1 TGF-B (Doniistiiriicii bityiime faktorii B) Yolu

TGF-B siiper aile liyelerinin hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, hiicre farklilagmasi ve hiicre go¢iinii
diizenlemede rolleri vardir. TGF-f hiicre ¢ogalmasini engellemek ve apoptozu indiiklemek
icin normal prostat epitel hiicrelerine ve bazi prostat kanseri hiicrelerine etki eder.
Androgene duyarli prostat kanseri hiicre hattinda TGF-f sinyalinin aktivasyonu, TGF-f

timor siipresif 6zelliklerini olusturur (Guo ve Kyprianou, 1998).

TGF-B sinyal yolunun aktivasyonu, saglikli kanserlesmemis hiicrelerde ve erken evre
kanserli hiicrelerde hiicre dongiisiiniin durmasina neden olur ve bu yolun tiimér baskilamada
onemli bir rol oynadigi disiiniilmektedir. Bununla birlikte, bir¢ok kanserde TGF-§
ekspresyonu ve TGF-f reseptor tarafindan baglatilan hiicre igi sinyalizasyonun aktivasyonu
siklikla timor ve stromal hiicreler tarafindan yiiksek miktarlarda tiretilir ve buna kargilik
anjiogenezi uyarir ve bagisiklik sistemini baskilayarak tiimor olugsmasini da uyarabilir. Bu
durum, kanserin ilerlemesinde TGF-f sinyalinin timdr baskilayici olmaktan ziyade timor

olusumunu tetikledigini gostermektedir (Colak ve Ten Dijke, 2017).

1.2.4.2 BCL-2

BCL-2, hiicre sag kalimini, proliferasyonunu destekler ve oncelikle dis mitokondriyal
membran, endoplazmik retikulumun membrani ve niikleer zarfda yer alir. BCL-2, PTEN

kayb1 ve p53 inaktivasyonu, PI3K / AKT fosforilasyonu ve aktivasyonu gibi molekiiler ve
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sinyal yollarinin kombinasyonu yoluyla prostat kanserlerini apoptozdan korur (Kim ve

digerleri, 2017).

1.2.43 P53

P53, kanserlerde siklikla mutasyona ugramis bir transkripsiyon faktoriidiir. Hiicre dongiisti,
yaglanma ve apoptoz gibi 6nemli hiicresel aktivitelerin diizenlenmesinde gorev alir.
Enflamasyon ve kanser ortak yollarla giiclii bir sekilde iligkilendirildiginden, P53 ¢ok sayida
insan dokusunda enflamasyonu baskilayabilir (Barabutis, Schally ve Siejka, 2018). P53"in
bircok hastaliga karsi 6nemi, P53'lin epitel ve stromal prostat hiicrelerinden gelen ¢apraz
kosullandirilmig ortamda Cetrorelix'in (LHRH antagonisti) saglam etkilerine kismen aracilik
ettigi gergegiyle vurgulanmaktadir. Bir ¢alismada WPMY-1 insan prostat stromal hiicreleri
ve BPH-1 insan iyi huylu prostat hiperplazisi hiicreleri, Cetrorelix ile tedaviye tabi tutulmus
ve bu antagonistin P53 ekspresyonunu indiikledigi ve STAT-3 yolunu inhibe ederken her iki

hiicre hattinin da biiyiimesini inhibe ettigi bulunmustur (Siejka, Schally ve Barabutis, 2014).

1.2.44 VEGF (Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii)

VEGF regiilasyonu karmasiktir ve hem transkripsiyonel hem de transkripsiyon sonrasi
seviyelerde meydana gelir. VEGF promoterinde bir TATA-baglanma kutusu bulunmamakla
birlikte, bir GC-zengin ¢ekirdek promoter bolgesi ve HIF1-a'y1 baglayan hipoksi cevap
elemanlarini igeren ilave distal gii¢lendirici alanlar bulundurur. VEGF'nin transkripsiyonel
ve transkripsiyon sonrasi regiilasyonu iyi ¢alisilmis ve hem genetik hem de epigenetik
mekanizmalar tanimlanmistir (Hanson, Gorman, Reese ve Fraizer, 2007). Mekanik olarak,
VEGF'nin androjen indiiksiyonunun, distal VEGF promoterindeki ARE baglanma bdlgeleri
yoluyla degil, prostat kanseri hiicrelerinde g¢ekirdek promoter bolgesinde Spl ile AR

kompleksi olusumu yoluyla diizenlendigi goriilmektedir (Eisermann ve Fraizer, 2017).

1.245 MMP

Matriks metaloproteinazlar (MMP'ler), hiicre dist matriksin (ECM) cesitli bilesenlerini
parcalayabilen bir enzim ailesidir. Membranin yeniden sekillenmesi ve onarimi sirasinda
meydana gelen fizyolojik siireclerde yer alirlar ve bazi durumlarda ¢ok 6nemli bir rol

oynarlar. Romatoid artrit, aort anevrizmalari, miyokard enfarktiisii, septik sok, karaciger
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hastaligi, timor invazyonu ve neoplastik metastaz gibi malign olmayan ve malign

patolojilerde 6nemli islevlere sahiptir (Young ve digerleri, 1996).

Plazma MMP aktivitesi (MMP-2, MMP-9) ve protein konsantrasyonu (MMP-2, MMP-9,
MMP-13) ELISA yontemi kullanilarak metastatik prostat kanseri hastalarinda daha belirgin
sekilde arttig1 bulunmustur (Morgia ve digerleri, 2005).

1.2.5 Prostat Kanserinde Belirti ve Semptomlari

“’Prostat kanseri belirtileri sdyle siralanabilir; idrar yapma giicliigii, idrar akisinda kuvvet
azalmasi, menide ya da idrarda kan goriilmesi, bosalma esnasinda agri, kasik bolgesinde

rahatsizlik hissi, kemik agrilari, sertlesme bozuklugu’’ (Grubu, 2017).

Erkeklerde prostat kanseri gesitli sekillerde tespit edilir. Bazi iilkelerde prostat kanseri i¢in
bir tarama testi olarak PSA'nin yaygin kullanim1, asemptomatik erkeklerde tani konulmasina
yol agmustir. Erkekler, alt iiriner sistem semptomlar1 (AUSS) veya diger genito-iiriner
semptomlardan sikayet ederek doktorlarina bagvurabilirler ve bu nedenle prostat kanseri igin
arastirilirlar. Ayrica, yagsamlarini siirdiiren ve teshis edilmemis prostat kanseri nedeniyle 6len
onemli sayida erkek oldugundan siiphelenilmektedir. Bu siiphe, otopsi ¢aligmalarinin, 85
yasin iizerindeki erkeklerin dortte licline kadar prostatta neoplastik degisiklikler oldugunu
ve bunlarin hepsine o6limlerinden o6nce teshis konulmadigini gosteren bulgulara

dayanmaktadir (Sakr, Haas, Cassin, Pontes ve Crissman, 1993).

1.2.6 Prostat Kanserinin Tanis1

Gleason skoru, prostat kanseri hiicrelerinin ireme ve yayilim hizlar1 hakkinda fikir veren
ve Kkanserli hiicrelerin normal hiicrelerden farklilasma derecesini degerlendiren
skorlamadir. Gleson skoru, 2-10 arasinda degisir ve skor arttikca kanserin daha agresif,
ilerlemesinin daha hizli oldugu anlamina gelmektedir. Prostatin manyetik rezonans
goriintiilemesi ve prostat biyopsisi Multiparametrik manyetik rezonans goriintiileme, prostat
kanserini saptamak i¢in %89 duyarlilik ve %73 ozgiilliik sunar; prostat biyopsisinin
dogrulugunu artirmak i¢in kullanilabilir. Daha 6nce negatif biyopsi almis erkekler igin

onerilir. Prognostik biyobelirtegler; Serum, doku ve goriintii tabanli biyobelirtegler kanser
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davranig1 i¢in prognostik bilgiler sunar. Pozitron emisyon tomografisi ile fonksiyonel
gortintiileme lokal niiks, bolgesel lenf nodu metastazlari ve uzak metastazlarin tespitini igerir
(Litwin ve Tan, 2017).

Kallikrein-3 olarak da adlandirilan PSA, prostat bezinin olusturdugu bir glikoproteindir.
Serumu sivilastirmak, sperm hareketliligini arttirmak ve servikal mukusu ¢ézmek igin
kullanilir. 1991'de Catalona ve arkadaslari, PSA'nin prostat kanseri bulgulari olmayan
erkeklerde PCa icin birinci basamak tarama testi olarak kullanilabilecegini gosterdi. Daha
sonra, PSA testi yaygin olarak benimsendi ve daha onceki envanterde oldugu gibi PCa
insidans oranlarinda bir artigsa neden oldu. Bu, yeni bir klinik evre siniflandirmasinin, yani
pratikte en yaygin evre haline gelen normal prostat kanserli bireylerin ortaya ¢ikmasina yol

act1 (Catalona, Loeb ve Han, 2006).

1.2.7 Prostat Kanserinin Tedavisi

Prostat kanserinin tedavisi, androjen ablasyon tedavisi (androjen reseptor baskilanmasi),
prostatektomi, radyasyon ve sitotoksik veya kemoterapotikler dahil olmak tizere birgok
yaklagimi kapsar. Androjen ablasyon terapisi, 1941'de Huggins ve Hodges tarafindan
tamimlanmustir. Cerrahi veya kimyasal olarak kisirlastirilmis ilerlemis prostat kanseri
hastalarinda Klinik bir iyilesme kaydetmiglerdir. Bu klinik iyilesme, agrida azalma ile birlikte
kilo, istah ve hematokritte artis olarak tanimlandi. ilk kimyasal kastrasyon terapisinde,
kesfedilen ilk oral olarak aktif dstrojen olan, 1938'de Charles Dodd tarafindan sentezlenen
dietilstilbesterol (DES) kullanilmistir (Martino, Nevadunsky, Magliaro ve Goldberg, 2002).
Ilging bir sekilde, bu, ilk tersine cevrilebilir hadim yontemi olarak ortaya ¢ikti. DES, serum
testosteron diizeylerini diisiirmede oldukga etkiliydi, ancak daha yiiksek dozlarda
kardiyotoksik ve kanserojen etkilere sahip oldugu kesfedildi (Seidenfeld ve digerleri, 2000).
Bu nedenle, bu yaklagimlarin ileriye doniik uygulanabilir bir se¢enek olmasi i¢in daha az
toksik alternatiflerin gelistirilmesi gerekiyordu. Bilim insanlar1 1960'larda androjen
reseptoriiniin  kesfedilmesiyle, anti-androjen tedaviler gelistirilmeye yoneldi. Saf anti-
androjenlerin, sonunda luteinize edici hormonda bir artisa yol agtig1 ve daha sonra androjen
reseptorii  dolulugu icin anti-androjenleri geride birakabilecek sekilde dolagimdaki
testosteronda bir artisa yol agtig1 i¢in gecerli bir secenek olmadigi hemen anlasildi. Birkag
on yillik klinik kanita sahip olunan, androjen ablasyon yaklagimlarinin, siklikla hormona

direngli hastalik gelistirdikleri i¢in ilerlemis hastaligi olan hastalar i¢in iyilestirici olmadigi
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fark edilmeye baglandi. Bu farkindalik, ek tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesini tesvik etti

(Denmeade ve Isaacs, 2004).

Prostat kanseri i¢in en erken tedavi prostatektomiydi. Bu ilk kez 1904'te Hugh Hampton
Young tarafindan Johns Hopkins'teyken perineal yaklasim kullanilarak gergeklestirildi. Bu
prostatektomi yontemi, Millin'in retropubik prostatektomiyi gelistirdigi 1940'larin ortalarina
kadar standartti. Bu yaklasimin baslica avantajlari, 6grenmenin daha kolay olmasi ve
evrelemenin pelvik lenf digiimlerinin incelenmesiyle belirlenmesine izin vermesiydi.
Prostatektomi vakalarinda, bu yeni teknik, 1980'lere kadar kiiciik iyilestirmelerle kullanild
(Denmeade ve lsaacs, 2004). Iktidarsizlik ve diger iiriner ve bagirsak disfonksiyon
semptomlart dahil olmak tizere onunla iliskili baska riskler oldugu igin hala gok sik
kullanilmiyordu. Bu potansiyel komplikasyonlarin, Johns Hopkins'de Patrick Walsh
tarafindan penise zarar veren norovaskiiler demetlerin 6nlendigi modifiye bir retropubik
prostatektomi gelistirilinceye kadar iistesinden gelinememisti (Vickers, Roobol ve Lilja,

2012).

X-1ginlarinin kesfedilmesinden sonra, ilk klinik kullanimlardan biri prostat kanseri ile iliskili
pelvik kemik metastazlarin agrisimt hafifletmekti ve bdylece hastaligin tedavisinde
radyasyon i¢in bir imkan dogdu. Rektum veya iiretraya radyum kaynaklarinin sokulmastiyla,
hastalig1 lokal olarak tedavi etme girisimleri kisa siirede gergeklestirildi. Prostata radyoaktif
atomlar implante edildigi diger teknikler de tasarlandi. Bu teknikle ilgili en biiylik sorun
implantlarin dozajlanmasi ve yeriydi. 1980'lerde ultrason, atomlar daha hassas bir sekilde
yerlestirilmesine izin verdi ve ¢cevre dokulara olan olumsuz etkileri azaltti. Erken evre kanser
tedavisi i¢in artik prostatektomiye gore radyasyon tedavileri tercih edilmektedir (Denmeade
ve Isaacs, 2004). Prostat kanseri i¢in son ana tedavi yontemleri sistemik yaklagimlar veya
sitotoksik (kemoterapdtik) yaklagimlardir. Bu yaklasim, bazi prostat kanserlerinin androjen-
ablasyon yaklasimlarina direngli oldugunun anlasilmasi nedeniyle ortaya ¢ikt1 (Vickers ve

digerleri, 2012).

Kemoterapdétikler, hiicrelere dogrudan toksisite ve apoptoza neden olma olmak {tizere iki
sekilde etki ederler. Bu bilesikler, DNA replikasyonu, mRNA {iretimi ve protein iiretimi

dahil olmak tizere kanser biiyiimesi i¢in gerekli siirecleri bloke eder. Bu yaklasimin
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arkasindaki fikir, kanserlerin hizla ¢ogalmasi ve bu nedenle bu ilaglarin etkilerine daha
duyarli olmasidir. Normal hiicreler ise daha yavag biiyiir ve bu olumsuz etkilere kars1 daha
az duyarlidir ve ayn1 zamanda saglam onarim mekanizmalarina sahiptir. Buna ragmen,
viicutta kemoterapotiklerin - etkilerine  duyarli bazi hizli bdoliinen hiicreler (6rn.
Gastrointestinal hiicreler, kemik iligi hiicreleri ve sa¢ folikiilii hiicreleri) oldugu i¢in bir
denge saglanmalidir (Gerl ve Vaux, 2005). Tiim kanserlerin yaklagik tigte birinin diyet
degisikligi ve egzersiz yoluyla ideal viicut agirliginin korunmasiyla dnlenebilir oldugu
tahmin edilmektedir. Bu nedenle, "siiper yiyecekler", yararli oldugu diisiiniilen yiiksek
bilesik konsantrasyonlar1 nedeniyle sicak bir konu haline gelmistir. Bu bilesikler selenyum,
D ve E vitaminleri, likopen ve polifenolleri igerir. Bu bilesiklerin her birinin, bircok kanserde
diizensiz oldugu bilinen sinyal yollarini (androjen reseptorii, Akt, NFkB, Wnt, Hedgehog,
notch, vb.) devre dis1 biraktig1 ya da aktive ettigi gdsterilmistir. Bu yollarin ortak temasi,
bunlarin biiyiime, apoptoz, farklilasma ve ¢ogalmayla olan baglantilaridir (Sarkar, Li, Wang
ve Kong, 2010).

1.3 Apoptosis

Apoptoz programlanmis hiicre 6lim mekanizmasina verilen isimdir (El-Khattouti,
Selimovic, Haikel ve Hassan, 2013). Apoptotik siire¢ mutant, hasar gormiis, yaslanmis ve
baglanmamis hiicreleri ortadan kaldirir. Apoptotik yolun basarisizligi kanser, otoimmiin ve
dejeneratif hastaliklari igeren ¢ok sayida hastaliga neden olur. Kaspazlar, apoptotik hiicre
oliimiinde ¢ok 6nemli bir rol oynarlar ve biiyiik hiicre i¢i sistein proteazlari ailesine aittirler.
Sitozolde bulunan prokaspazlar adi verilen kaspazlarin inaktif formlari, apoptotik sinyali
takiben aspartik asit kalintilar1 {izerindeki peptit baginin boliinmesi yoluyla aktive olurlar.
Bagslatici kaspazlar (2, 8, 9 ve 10) apoptozu baglatir. Apoptotik hiicre 6liimil i¢in iki tiir yol
vardir, bunlar Ekstrensek ve Insterensek yollardir (Khan, Blanco-Codesido ve Molife,
2014).Kaspaz 8, ekstrinsik apoptotik yol icin gerekliyken, kaspaz 9, mitokondri aracili
apoptoz i¢in gereklidir. Her iki yol da kaspaz-3'i etkinlestirir, boylece kaspaz kaskadini
tetikler. Efektor kaspaz 3, 6 ve 7 apoptozu yiiriitiir.

1.3.1 Ekstrensek Yol

Reseptor aracili yol, digsal yol, Fas / CD95, TNFR-1 ve tiimor nekroz faktorii ile ilgili

apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) reseptorlerini igeren timor nekroz faktor reseptorii
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(TNFR) gen ailesine ait reseptorler tarafindan baslatilir. Ligandlarin kendi 6lim
reseptorlerine baglanmasi ve TNFR ile iligkili 6liim alan1 (TRADD) veya Fas ile iliskili 61iim
alan1 (FADD) adaptdr proteinini uyarir ve sonug olarak procaspase 8'i etkinlestirir. Baglatici
kaspaz8, dolayisiyla sinyal yolunun transdiiksiyonu. Aktif kaspaz 8, kaspaz kademeli
aktivasyonunu tetikler. Asag1 akis efektor kaspazlari, kaspaz 3, 6 ve 7, kaspaz 8 tarafindan
aktive edilir ve apoptoza yol agar (Sekil 1.3). Ek olarak kaspaz 8, pro-apoptotik Bid
proteininin boliinmesiyle mitokondri aracili yolu dolayli olarak aktive eder. Daha sonra

sitokrom ¢ mitokondriden salinir (Ghobrial, Witzig ve Adjei, 2005).

Apoptozun ekstrensek yolu

DR: TNF-R1, CD95/Fas

Ligandlar: TRAIL-R1/DR4, } Fasl

TRAIL-R2/DR5, FasL Nas
DISC
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Casp-8 ﬁ ﬁ/ i
DIsC S - S
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Casp-3, -6 and -7

Pro-Casp-8
'/0/
APAF-1 Cvt < MOMp
/ Apoptozom “s
“ Casp-9

Apoptosis

Scandinavian Journal of Immunology, 2011:73:401-7.

Sekil 1.2: Apoptozun ekstrensek yolunun temsili gosterimi (Demchenko, 2012)

1.3.2 Instrensek (Mitokondriyal) Yol

Mitokondri aracili veya igsel yol, pro-apoptotik proteinler, hipoksi, antikanser ilaglar, DNA
hasar1, metabolik stres ve kusurlu bir hiicre dongiisii gibi apoptoz uyaricilar tarafindan
tetiklenir. Bu sinyaller, mitokondriden sitozole kadar ikinci mitokondri kaynakli kaspaz
aktivatoriiniin (Smac) ve sitokrom ¢ mitokondriyal membranlar aras1 bosluk proteinlerinin
salimmasini tetikler. Ek olarak, apoptozom kompleksi sitokrom c, prokaspaz 9 ve apoptotik
proteaz aktive edici faktor-1 (APAF-1) tarafindan olusturulur. Daha sonra, mitokondri
aracili yolun omurgasi olan aktive kaspaz 9, asagi akis efektor kaspazlar 3, 6, 7'yi uyarir ve
apoptotik hiicre 6liimiinii tetikler. Smac, kaspazlarin islevini bloke eden Apoptoz inhibitorii
(1AP) proteinlerini inhibe eder (Khan ve digerleri, 2014).
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Scandinavian Journal of Immunology, 2011:73:401-7.

Sekil 1.3: Apoptozun intrensek yolunun temsili gosterimi (Demchenko, 2012)

1.3.3 Bcl-2 Ailesi Proteinleri

Bcl-2 aile iiyeleri, mitokondri aracili apoptotik yolda 6nemli bir rol oynar. Bcl-2 geni,
folikiiler lenfomalarda 14 ve 18. kromozomlarda karsiliklt bir translokasyonu olan bir
gendir. Bu proteinler mitokondriyal dis zar gegirgenligini (MOMP) kontrol eder.
Endoplazmik retikulum, mitokondri ve sitozolde sunulan 25'ten fazla anti- ve pro-apoptotik
protein iiyesi tanimlanmistir. Yapilaria ve islevlerine gore {i¢ ana gruba ayrilirlar. Bcl-2,
Bcl-W, Bcl-xL, Bcl-B, Mcl-1 ve BclAl gibi anti-apoptotik proteinler dort BH (1-4) homoloji
alaninin tamamina sahiptir. Bax, Bok ve Bak pro-apoptotik proteinler i¢c BH (1-3) alanina
sahiptir. "Yalnizca BH3 proteinleri" olarak bilinen Noxa, Puma, Bad, Bim, Bmf, Bid, Hrk
ve Bik pro-apoptotik proteinler yalnizca bir BH3 alan1 igerir. Iki apoptotik yol arasinda bir
koprii olusturur. Anti-apoptotik proteinlerin yiiksek oranda eksprese edilmesinden ziyade
anti-ve pro-apoptotik proteinler arasindaki dengesizligin karsinogenezin nedeni oldugu ileri
stiriilmektedir (Hall, Troutman, Price, Figg ve Kang, 2013). Sadece BH3 proteinleri,
duyarhlastiricilar (Bad, Bik ve Noxa) ve aktivatorler (Bim, tBid) olarak iki alt grupta
smiflandirilir. Bax ve Bak aktiviteli ¢ok alanli proteinler i¢in iki model sunulmustur.
Dogrudan aktivasyon modelinde, Bim ve tBid aktivator proteinleri, aktivasyonlarini
baglatmak i¢in dogrudan Bax ve Bak ile etkilesime girerken, Bad, Bik ve Noxa

duyarlilagtirict proteinler, Bax ve Bak't dogrudan uyaramazlar, ancak anti-apoptotik Bcl-2'ye
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baglanirlar ve bloke ederler, Bcl-xL, Bcl-W, BclAl ve Mcl-1 proteinleri. Dolayl aktivasyon
modelinde, tiim aktivatdr ve duyarlilastirici proteinler antiapoptotik proteinlerle etkilesir ve
inhibe eder. Sonug olarak, apoptotik siireci baglatmak i¢in Bax ve Bak aktive edilir (Adams

ve Cory, 2007).
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Al —_————
Mcl-1 ) o~ ™
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Sekil 1.4: Bcl-2 ailesi genlerinin sematik gosterimi (Shamas-Din, Brahmbhatt, Leber ve
Andrews, 2011)

1.4 Althaea officinalis L.

Althaea officinalis L. Asya, Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri'ne 6zgii bir bitki olmakla
birlikte geleneksel olarak oral, farengeal mukoza tahrisinin tedavisinde kuru 6kstiriik, hafif
gastrit, cilt yaniklari, bocek 1siriklari, nezle, gastrointestinal sistem ve idrar yolu

sikayetlerinde kullanilir. Anti-enflamatuar, immiinostimiilan ve fagositik aktivitesinin
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olmasi ve dis ve dis eti enfeksiyonlarina kars1 etkili oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur.
Buna ek olarak antibakteriyel etkisi mevcuttur (Mroueh, Daher ve Hage-Sleiman, 2011). Ali
Esmail, A. officinalis L.'in farkli kisimlarindan bir¢ok bilesik ekstrakte etmistir. Bunlar
pektinler %11, nisasta %25-35, mono ve di-sakarit sakkaroz %10, uucilage %5, flavonoidler
(Hypolaetin-8-glukozit, izooktitrin, kaempferol, kafeik, pcoumarik asit), kumarinler,

skopoletin, fitosteroller, tanenler, asparajin ve birgcok amino asittir (Al-Snafi, 2013).

Bu ¢alismadaki amacimiz, Althaea officinalis L. ¢iceginden elde ettigimiz Etil Asetat ve
Metanol ekstraktlarinin prostat kanser hiicre hatti olan PC3 ve LNCaP’teki sitotoksik ve
hiicre gociine olan etkilerinin arastirilmasi ve hiicre apoptozunda rol alan Bcl-2, Bcl-xL, Bax
ve Bak genlerinin mRNA seviyesinde ifadesinin arastirilmasidir. Ayrica HPLC analizi ile

Ekstraktlarin igerik analizi yapilmasi ¢alismanin amaglari arasindadir.

Sekil 1.5: Althaea officinalis L. ¢i¢egi (Nosal’ova ve digerleri, 1992)
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2. MATERYAL VE METOD
2.1 Materyal

Calismada kullanilan cihazlar ve deneysel malzemeler; Fermantes, Sigma ve Biolabs’dan

temin edilmistir.

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Bu ¢alismada kullanilan tiim laboratuvar cihazlar1 asagida Tablo 2.1: ve 2.2:’de verilmistir.

Tablo 2.1: Calismada kullanilan cihaz listesi

Kullanilan Cihazlar Model

Buz Makinasi Fiocchetti Frigoriferi Scientific i, italya
Buzdolabi, derin dondurucu Beko, Tiirkiye, Ugur, Tiirkiye

CO2’1i inkiibator Memmert in 55

Goriintiileme Cihazi Fusion FX VILBER LOURMAT
Hassas Terazi Denver instrument

Isitmali Manyetik Karistirici IKA C-MAG HS10, Almanya

Inverted Mikroskop Nikon, Almanya

96 kuyulu plaka okuyucu spektrofotometre [Thermo

Laminar Air Flow Logic Labconco

Otomatik pipetler Thermo

Otoklav Hirayama HV85, Japonya

pH Metre Hanna instrument

PZR cihazi Techne TC-3000x, Applied Biosystems
Veriti 96 Well

RNA elektroforezi Thermo

22



Tablo 1.2: (Devam)

+4°C Sogutmali Makro santrifiij (Falkon)

Sigma

Santrifiij (Ependorf)

Mikro 120 Hettich

Saf su cihaz, Destilasyon 3.1 (Comecta Sa)
-80°C dondurucu Thermo
UV Visible spektrofotometre Thermo

Vorteks Elektromag, Tiirkiye
qRT PZR Roche
Bilgisayar Casper
Tablo 2.2: Calismada kullanilan Kimyasallarin listesi
Malzeme ismi Firmasi

Dulbecco's Modified Eagle ' s Medyurn
(DMEM)/F12 Gibco™

Thermo Scientific

RPMI 1640 Medium

Thermo Scientific

Fetal Sigir Serumu (FCS) Sigma
Fosfat tampon tabletleri (PBS) Sigma
Dimetilstilfoksit (DMSO) Sigma
L-glutamin, Tripsin-EDTA Sigma

GeneJET™ RNA Purification Kit

Thermo Scientific

Diethylpyrocarbonate (DEPC)

Sigma
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Tablo 2.2: (Devam)

SYBR® Green PCR Master Kan 1m1 Sigma
Formaldehit, P-Merkaptoetanol Sigma

Reverse Transkriptaz Thermo Scientific
MTT Biolabs

Metanol Sigma-Aldrich
Etil Asetat Sigma-Aldrich
Kristal Viyole boyasi Sigma-Aldrich
Metilen Mavisi boyasi Sigma-Aldrich
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2.2 Metod

Deney Plani

Althea Officinalis ciceginin
Ekstraktlarinin cikarilmasi

Prostat kanseri hucre hatlarinin
acilmasi/ buyutulmesi /pasajlanmasi/
sayilmasi

HuGcre canhhgi deneyi (MTT)

IC;, degerinin belirlenmesi

NN NN

S -

RNA eldesi Yara iyilesme deneyi

cDNA eldesi

Real-Time analizi

Sekil 2.1: izlenecek deney tasarimi

2.2.1 Althaea officinalis L. Ciceginden Ekstrakt Elde Edilmesi

Bitki yerel bir aktardan satin alindi. Bitki ekstraktinin hazirlanmasinda su basamaklar

izlendi.

1- Kurutulmus A. officinalis L. ¢icegi blender ile toz haline getirildi ve iki esit miktara

ayrildi.

2- Her miktar ayr1 kaplarda Metanol (Lichrosolv) ve Etil Asetat (Sigma-Aldrich) ile
karistirildi.
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3-Her iki karigim 72 saat 40°C’de 1sitmali karistiricida manyetik balik ile karistirmaya
birakildi.

4- Her iki karisim Macherey-Nagel (125mm) filtre kagidi yardimiyla siiziildii.

5- Siiziilen karigimlar evaporatdr cihazi (Heidolph, Almanya) ile 50 mbar da 40°C sicaklikta

icindeki sivilar buharlagtirildi.
6- Elde edilen maddeler tartild1 ve su ile ¢oziildii.
7- Coziilmiis ekstraktlar -20°C’de muhafaza edildi.

Metanol ile muamele edilen 15 gram ¢igek tozundan 2gram ekstrakt elde edildi ve 5 mL su

ile ¢oziildi. Etil Asetat ile muamele edilen 15 gram ¢icek tozundan 1,12 gram ekstrakt elde

edildi.
= =
/ —

Althea Officinalis gigegi yerel
saticidan temin edildi. Toplanan cigekler tartild:.

72 saat sonunda Whatman
no:1 kagidi ile stizildi.

40°Csicaklikta 72 saat
bekletildi. Eklendi.

e - ‘ *
Evaporatdr cihazinda 40°C’de 50 mbar basingta : itk -
Elds il traktlar hi t de tartildi. ile cazulda
ekstraktlarin igindeki sivilar buharlastirild:. DB S e Her iki eks\rakt 5 mL su ile ¢dzlda.
22pm filtre ile filtrelendi ve +4'de

muhafaza edildi

Sekil 2.2:Ekstrakt hazirlama 6zet sema
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2.2.2 Hiicre Kiltiri

ATCC’den temin edilen insan prostat kanseri hiicre hatt1 olan PC3 ve Insan androjene

duyarli prostat kanseri hiicre hatt1 olan LNCaP hiicreleri ¢alismada kullanildi. Hiicreler -80
OC derin dondurucuda saklandi. FCS 55 °C'de bir saat boyunca inaktive edildi, 22 pm'lik bir
filtreden gecirildi, -20 °C'de saklandi ve gerektiginde kullanildi. PC3 hiicre hatt1 F12 (Gibco,
Almanya) besiyerine %10 FCS (Fetal Calf Serum) eklenerek 50 mL lik falkon tiiplerinde
hazirlandi ve +4 °C’de sakland1. LNCaP hiicre hattt RPMI (Gibco, Almanya) besiyerine %10
FCS eklenerek 50 mL lik falkon tiiplerinde hazirlandi ve +4 °C’ de sakland.

Sekil 2.3: PC3 ve LNCaP hiicre hatlarmin 100 um skalada goriintiisii

2.2.3 Prostat Kanseri Hiicrelerin -80 °C’den Alinip A¢ilmasi

-80 °C’den alman prostat kanseri hiicre hatlar1 6nce 37 °C’de ¢éziindii. Daha sonra 15 mL’lik
falkon tiiplerine alindi. Tiiplerin igine 5 mL besiyeri koyuldu. 1000 rpmde 5 dakika santrifiij
edildi. Uste kalan siipernatant uzaklastirildi. Hiicre peletine gore 25 cm®lik ya da 75 cm®’lik
flasklara aktarildu.
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2.2.4 Prostat Kanseri Hiicrelerinin Biiyiitiilmesi

Prostat kanseri hiicreleri hiicre peletine gore 25 cm?® veya 75 cm?lik flasklara alindiktan
sonra 25 cm? flask i¢in 5 mL, 75 cm? flask i¢in 15 mL son hacim olacak sekilde PC3 hiicre
hatti igin F12 besiyerine %10 FCS eklenip 37 °C de %5 CO? kosullarinda etiivde biiyiimeye
birakildi. LNCaP hiire hatt1 icin RPMI besiyerine %10 FCS eklenip ayn1 sekilde 37°C de %5
CO? kosullarinda etiivde bityiimeye birakildi. Haftada 2 pasaj yapilacak sekilde hiicreler
cogaltild1.

2.2.5 Prostat Kanseri Hiicrelerinin Pasajlanmasi

25 cm? veya 75 cm?’lik flasklar1 %90 hiicreler doldurdugu zaman pasajlama islemine gegilir.
Pasajlamaya hazir prostat kanseri hiicre hatlarinda once flask igindeki besiyeri tamamen
icinden cekildi. Flaski temizlemek icin PBS kullanilir. 25 cm? flask i¢in 2 mL 75 cm? flask
icin 5 mL PBS kullanilir ve islem 2 kere tekrar edildi. Hiicreleri yilizeyden kaldirmak i¢in
Tripsin-EDTA kullanildi. 25 cm? flask i¢in 1 mL 75 cm? flask icin 3 mL Trispsin-EDTA
kullanilir ve 2 dakika etiivde hiicrelerin kalkmasi i¢in beklenir. Siire sonunda Tripsin-
EDTA’y1 inaktive etmek i¢in kullanilan Tripsin-EDTA’nin iki kat1 hacim olacak sekilde
besiyeri eklendi. Flasklarin igerisindeki biitiin sivilar 15 mL’lik falkon tiiplerine aktarilarak
5 dakika 1000 rpmde santrifiij edildi. Uste kalan siipernatant uzaklastirilir ve pelete gore 2

flaska veya daha fazla sayida flaska aktarildu.

2.2.6 Prostat Kanseri Hiicre Hatlarinin Sayilmasi

Prostat kanseri hiicre hatlar1 Neubauer lamu ile sayildi. Neubauer lamini olusturan 25 karelik

alan 1 mm? alana ve 0.1 mm? derinlige sahiptir.

15 mL’lik falkon tiiptinde olan besiyerin i¢inde homojen bir sekilde karismis olan hiicreler
10 pL hacimde ependorf tiipiine aktarildi. Ependorf tiipiine aktarilan hiicre besiyeri
karigiminin i¢ine 10 pL triptan mavisi boyasi eklendi ve karistirildi. Neubauer lami {izerine
koyulan lamin altina gelecek sekilde 10 pl karisim eklendi ve bu sayim 3 defa tekrarlandi.

Maviye boyanan hiicreler 6lii kabul edildi ve ona gore sayim yapildi.
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25 karelik alanda olan hiicre sayisina gore 1 mL’deki hiicre sayis1 asagidaki formiille

belirlendi.

Hiicre sayisi ortalamasi X 2 x 10°= 1 mL hacimdeki canli hiicre sayis1
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Sekil 2.4: Neubauer lami (“Bright-Line™ Hemacytometer supplied with two cover slips |
Sigma-Aldrich”, t.y.)

2.2.7 Kanser Hiicre Hatlarinin Dondurulmasi

Prostat kanseri hiicre hatlari 75 cm2’lik flasklart %90 hiicre ile doldurdugu zaman
icerisindeki besiyeri uzaklastirildi. 2 defa PBS ile yikanir. 3 mL Tripsin-EDTA flaskin igine
aktarilir. 2 dakika etiivde bekletilir. Siire sonunda igerisine 6 mL besiyeri eklendi. Flaskin
igerisindeki besiyerili karigim 15 mL’lik falcon tiipline aktarilir. 5 dakika 1000 rpm’de
santrifiij edildi. Uste kalan siipernatant uzaklastirilir. 15 mL’lik falcon tiipiine %90 FCS %10
DMSO olacak sekilde kimyasallar aktarildi. Homojen olana kadar pastor pipeti ile
karistirildi. Olusan karisim Cryon tiiplerine aktarilir. Cryon tiipleri -80 %C’de saklandi.

2.2.8 Poliferasyon Deneyi (MTT Testi)

MTT testi, suda ¢ozinen sart boya MTTnin [3-(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-

difenyltetrazolium bromiirii] mitokondriyal rediiktaz etkisiyle ¢oziinmeyen mor bir
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formazan'a donistiriilmesini igerir. Formazan daha sonra ¢oziilir. Bu ¢oziilme hiicre
canliligin1 ve sitotoksititeyi gostermektedir ve 550 nm'de optik yogunlukla belirlenir
(Kumar, Nagarajan ve Uchil, 2018). Sitotoksisitenin belirlenmesi igin MTT testi kullanildu.
PC3 ve LNCaP hiicre hatlarinda Althaea officinalis L. ¢i¢eginden elde ettigimiz Metanol ve
Etil Asetat ekstraktlar1 farkli dozlarda uygulandi. 96 kuyucuklu plakaya, her bir kuyucuga
5000 hiicre gelecek sekilde hiicreler paylastirildi. Bir gece hiicrelerin yiizeye yapigsmast i¢in
etiivde bekletildi. Bir sonraki giin yiizeye yapismis olan PC3 hiicreleri i¢in Althaea
officinalis L.’in Metanol ekstarkt: icin su dozlar uyguland: pg/mL; 0,23.10%,1,3.10°3,2,7.10°
354.10% 10..10% 13.10%, 20.107%, 27.10° ve 34.10° pg/mLdir. Althaea officinalis L.’in
Etil asetat ekstrakti icin dozlar su sekildedir; 0,28.103, 0,56.10%, 1,12.103, 2,24.10°,
4,48.10° 5,6.10°, 8,4.10°%, 11,2.10%, 14.10° ve 28.10°° pg/mL’dir. LNCaP prostat hiicre
hatt1 i¢in Althaea officinalis L.”in Metanol ekstarkti uygulanan dozlar su sekildedir; 0,5.10°
30,75.10°%, 1.10%ug/uL 1,5.10° ve 1,75.103pg/mL dir. Althaea officinalis L.’in Etil asetat
ekstrakti icin dozlar su sekildedir; 6,25.10°, 12,5.10°, 25.10°, 50.10° ve 62,5.10°
pg/mL’dir.

2.2.9 Yara lyilesme Deneyi

LNCaP ve PC3 hiicreleri kuyu basina 5x10° hiicre olacak sekilde iki adet 12 kuyu plakasina
ekildi ve bir gece inkiibe edildi. Maksimum 200 ul kapasiteli pipet ucu ile her kuyuya ¢izikler
¢izildi ve hiicrelerin durumu 0, 24 ve 48. saatlerde Althaea officinalis L.’in Metanol ve
Althaea officinalis L.’in Etil Asetat ekstraktlarinin ICso dozlar1 uygulandiktan sonra, 0, 24
ve 48. saatler fotografland1 ve fotograflar ImageJ programi ile diizenlendi. Daha sonra
Minitab 14 programi ile tek yonlii ANOVA analizi yapildi. Kontrol grubuna madde

eklenmedi. Istila yetenegi % alan ve % doluluk oranlar: belirlenerek 6lgiildii.

2.2.10 RNA Seviyesinde Apoptotik Etkilerin Belirlenmesi i¢in Hiicrelerin Elde

Edilmesi

LNCaP ve PC3 hiicrelerin RNA izolasyonu icin 25 cm? flasklara 1x10° hiicre olacak sekilde
hiicreler ekildi. Hazirlanan flasklardaki hiicreler bir gece ylizeye tutunmalar i¢in bekletildi.
Diger giin 24 saatlik ICso degeri her iki ekstrakt icinde uygulandi. Kontrol grubuna higbir
madde uygulanmadi. 24 saat sonunda hiicreler kaldirild ve peletler -80 °C’de dondurucuya

muhafaza edilmek tizere kaldirildi.
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2.2.11 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu Thermo Scientific ™ GeneJET RNA purification Kitine gore yapildi. RNA

kitinin basamaklari su sekildedir;

1. Yiizeye yapisan hiicreler i¢in: medyumu uzaklastirin PBS ile yika medyum

kalintilarindan arindirin. PBS ekle 5 dakika 250 g de santrifiij et siipernatanti atin.

2. 600 pl lizis buffer i¢in 20 ul B-mercaptaethanol kullan 10 sn vortexle eger numune

yogun ise 14000 rpmde 5 dakika santrifiij edin sonra kolon tiipiine ilave edin.
3. 360 ul %9611k Etanol numuneye ilave edin. Pipetleyerek karistirin.

4. 700 pl lizat1 RNA aritma kolon tiiplerine aktarin 12.000 rpmde 1 dakika santrifiij
edin. Tiim lizat1 toplama kolonuna (altta kalan tiip) aktarana kadar santrifiijleyin

sonra toplama tiipiinii atin yeni toplama tiipii koyun.

5. 700 pl yikama tamponu 1 (ethanol eklenmis olacak) ekleyin 12.000 rpmde 1 dakika

santrifiij edin toplama kolonunu atin yeni toplama kolonu koyun.

6. 600 pl yikama tamponu 2 (ethanol eklenmis) ekleyin. 12.000 rpmde 1 dakika

santrifiij edin. Toplama kolonunu atin yeni koyun.

7. Aritma kolonuna 250 pl yikama tamponu 2 ekleyin. 12.000 rpmde 2 dakika santrifiij
edin. Toplama tiiplinii atin RNAaz icermeyen steril ependorf aritma tiipiiniin altina

koyun.
8. 100 ul RNAaz igermeyen su ekleyin 12.000 rpmde 1 dakika santrifiij edin.

9. RNA’yi1 kullanin ya da -80 °C’de saklayabilirsiniz.

2.2.12 Elde edilen RNA’larin ol¢iilmesi

Elde edilen RNA’lar Thermo Scientific NanoDrop cihazi ile konsantrasyon belirlendi. Cihaz
once kendi soliisyonu ile referans degeri belirlendi. RNA’lardan 1 pl alip cihaza verildi ve

ol¢tim degeri kaydedildi.
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2.2.13 cDNA Eldesi

Thermo Scientific™ RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Amerika Birlesik
Devletleri) protoliine gdre her bir hiicre hattindan toplam RNA (1pg, oligo(dT), primer
(1uL), 20uL toplam hacim olacak sekilde RNase igermeyen su eklendi. Her bir hiicre hattina
gelecek sekilde 5X reaksiyon tamponu (4 uL), RNase inhibitori (20U/uL, 1uL), 10mM
dNTP (2 pL), RevertAid M-MuLV RT (200U/ul, 1 pL) ilave edildi. 3 dakika 94°C’de ve
sonra 35 dongii olacak sekilde 94°C’de 30 saniye, 58°C’de 30 saniye ve 72°C 45 saniye
olacak sekilde PCR kuruldu. Elde edilen cDNA -20°C’de saklandi. Gergek zamanli PCR

i¢in spesifik primerler kullanildi.

Tablo 2.3: cDNA eldesi i¢in PCR kosullar1

Sicakhik Zaman Dongii
94°C 3 dakika 1 déngii
94°C 30 saniye

58°C 30 saniye 35 dongii
72°C 45 saniye

2.2.14 Gerc¢ek Zamanh PCR Analizi

Gergek zamanli PCR'nin temel amaci, ¢ok kiigiik bir miktar olsa bile bir numunedeki spesifik
niikleik asit dizilerini kesin olarak ayirt etmek ve 6l¢mektir. Ger¢cek zamanli PCR, bir
numunedeki belirli bir hedef diziyi ¢ogaltir ve ardindan floresan teknolojisini kullanarak
amplifikasyon siirecini izler. Amplifikasyon sirasinda, floresan sinyalinin bir esik seviyesine
ne kadar hizli ulastigi, orijinal hedef dizinin miktan ile iligkilidir ve bdylece dlgmeyi

miimkiin kilar (Valasek ve Repa, 2005).

A.B.T.™ 2X gPCR SYBR-Green MasterMix (with ROX, Tiirkiye) kitine gore Bcl-2, Bel-xI,
Bak, Bax, ve kontrol olarak HB-2 genleri primerleri ile sirketin protokoliine uygun
yapilmustir. Kisacasi her bir 6rnekten 1 L. cDNA alindi. Her bir 6rnege 10 uL RT-PCR 2X
master mix, 10 uM Forward primer (1 pL), 10 uM Reverse primer (1 pL), su (RNase
icermeyen, 7 uL) eklendi. Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR Cihazi (Foster City,
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CA, USA\) ile 95°C"de 10 dakika sonra 40 déngii olacak sekilde 95°C’de 30 saniye, 60°C’de
20 saniye, 72°C’de 1 dakika olacak sekilde kuruldu. En son 72°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

Gergek zamanli PCR sonuglar1 Livak metoduna gore degerlendirildi (Livak ve Schmittgen,

2001).

Tablo 2.4: Gergek zamanli PCR reaksiyonu kosullari

Sicakhik Zaman Dongii
95°C 10 dakika 1 déngii
95°C 30 saniye

60°C 20 saniye 30 dongi
72°C 60 saniye

72°C 5 dakika 1 dongii

Tablo 2.5: Bcl-2, Bel-xL, Bax, Bak, Bad, HB-2 primerlerinin DNA dizileri

mRNA | Forward (5’-3") Reverse (5'-3)
Bcl-2 CTGCACCTGACGCCCTTCACC CACATGACCCCACCGAACTCAA
AGA

Bcel-xL | GATCCCCATGGCAGCAGTAAAG | CCCCATCCCGGAAGAGTTCATC
CAAG TACT

Bax TTTGCTTCAGGGTTTCATC TCCTCTGCAGCTCCATGTTA

Bak ACCAGCCTGTTTGAGAGTGG AGTGATGCAGCATGAAGTCG

HpB-2 CCTGACTGACTACCTCATGAAG | CGTAGCACAGCTTCTCCTTAAT
ATCCTC GTCAC

2.2.15 HPLC Analizi

Bir HPLC sisteminde dedektor, fiziksel veya kimyasal bir 6zelligi, konsantrasyon veya

0zdeslige karsilik gelen Olciilebilir bir sinyale dontistiirmekten sorumlu bilesendir (Swartz,

2010). Diger analitik tahlillerle karsilagtirildiginda, uygun bir HPLC yonteminin

gelistirilmesi nispeten basittir. Calisilan maddelerin, yani ana ilag ve secilen farmakolojik
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olarak aktif metabolitlerin, kullanilan i¢ standardin ve izlenen endojenlerin piklerinin yiiksek

¢ozimiirliigine izin veren deneysel kosullar olusturulacaktir (Soltés, 1989).

Balikesir Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma merkezi tarafindan
Althaea officinalis L. ciceginin Metanol ve

Etil Asetat ektraktlarinin HPLC analizi yapilmustir.

2.2.16 istatistiksel Analiz

Istatiktiksel degerlendirme MTT testi, mRNA ve yara iyilesme deneyi icin Minitab 14
programi kullanilarak yapildi. MTT testi i¢i UV Spektro ile alinan sayisal verilerin
ortalamalari, standart sapmalar1 hesaplandi ve ANOVA oneway analizi kullanilarak kontrol

hiicreleri ile karsilastirildi. p<0.05 anlaml1 kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1 MTT Sonuglar
3.1.1 PC3 Hiicre Hattinin MTT Sonugclari

Althaea officinalis L. Cigeginin Metanol Ekstrakti Uygulanmig PC3 Hiicreleri
120%

100% W
80% --24H -o-48H 72H

60%

HUCRE CANLILIGI (%)

40%
20%

0%
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035

METANOL EKSTRAKTI (ug/mL)

Sekil 3.1: 24,48 ve 72 saat zaman araliklarinda ve Althaea officinalis L. ¢igegin Metanol
ekstratinin PC3 hiicre hattina uygulanmig sitotoksisite degerleridir.

(Sekil 3.1) Kontrol gruplari, belirtilen ilgili zaman araliklarinda hiicreler hi¢bir madde
uygulanmamis kontrol gruplarini temsil etmektedir. * p<0.05’in altinda olan degerlerdir.
PC3 prostat kanseri hiicre hatti 24 saat igin Althaea officinalis L. ¢igeginin Metanol
ekstraktinin ICso degeri 2,75.10'3ug/mL, 48 saat icin I1Cso degeri 2,87.10'3ug/mL,72 saat i¢in
ICso degeri 5,4.103pg/mL olarak bulunmustur.
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— Althaea officinalis L. Cigeginin Etil Asetat Ekstrakti Uygulanmis PC3 Hiicreleri

120%

|-
=\

&
& 80% *
= -o-24H -e-48H 72H
g
£ 60%
D
X

40%

20%

0%

0 0,0005 0,001 0,0015 0,002 0,0025 0,003 0,0035 0,004 0,0045

ETiL ASETAT EKSTRAKTI (ug/mL )

Sekil 3.2: 24,48 ve 72 saat zaman araliklarinda ve Althaea officinalis L. ¢igegin Etil Asetat
ekstratinin PC3 hiicre hattina uygulanmis sitotoksisite degerleridir.

(Sekil 3.2) Kontrol gruplari, belirtilen ilgili zaman araliklarinda hiicreler higbir madde
uygulanmamis kontrol gruplarini temsil etmektedir. * p<0.05’in altinda olan degerlerdir.
PC3 prostat kanseri hiicre hatt1 24 saat igin Althaea officinalis L. ¢igeginin Etil Asetat
ekstraktinin ICso degeri 2,8.10>ug/mL, 48 saat icin ICso degeri 4,14.10ug/mL,72 saat icin
ICso degeri 4,86.10ug/mL olarak bulunmustur.
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3.1.2 LNCaP Hiicre Hattinin MTT Sonuglari

Althaea officinalis L. Cigceginin Metanol Ekstrakti Uygulanmis LNCaP Hiicreleri
120%

100%

--24H -o-48H 72H

80%

60%

40% \\5\
.

HUCRE CANLILIGI (%)

20%

0%
0 0,0005 0,001 0,0015 0,002 0,0025 0,003 0,0035 0,004 0,0045 0,005

METANOL EKSTRAKTI (ug/mL)

Sekil 3.3: 24,48 ve 72 saat zaman araliklarinda ve Metanol ekstratt LNCaP hiicre hattina
uygulanmuis sitotoksisite degerleridir.

(Sekil 3.3) 0,5.10'3ug/mL 0,75.10’3pg/mL 1.10'3pg/mL 1,5.10'3;,Lg/mL ve 1,75.10'3;,Lg/mL
LNCaP insan prostat karsinoma kanser hiicre hattina uygulanmis sitotoksisite degerleri.
Kontrol gruplari, belirtilen ilgili zaman araliklarinda hiicreler hi¢bir madde uygulanmamis
kontrol gruplarini temsil etmektedir. * p<0.05’in altinda olan degerlerdir. LNCaP prostat
kanseri hiicre hatt1 24 saat i¢in Althaea officinalis L. ¢i¢eginin Metanol ekstraktinin ICsg
degeri 1,5.10'3ug/mL, 48 saat i¢in ICso degeri 2,88.10'3ug/mL,72 saat i¢cin ICso degeri
3,75.10'3ug/mL olarak bulunmustur.
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Althaea officinalis L. Cigeginin Etil Asetat Ekstrakti Uygulanmis LNCaP Hiicreleri
90%

80%

70% ) ’b\
5 NN
60% / \

50%

-8-24H

-o-48H 72H

HUCRE CANLILIGI (%)
H
8

*
*
30% ?\\M i
—
20%

10%

0%
0 0,0005 0,001 0,0015 0,002 0,0025 0,003 0,0035 0,004 0,0045

ETiL ASETAT EKSTRAKTI (ug/mL)

Sekil 3.4: 24,48 ve 72 saat zaman araliklarinda ve Etil Asetat ekstratinin LNCaP hiicre
hattina uygulanmis sitotoksisite degerleridir.

(Sekil 3.4) 6,25.10°ng/mL 12,5.10°ug/mL 25.10°ug/mL 50.10°pg/mL ve 62,5.10°ug/mL
LNCaP insan prostat karsinoma kanser hiicre hattina uygulanmis sitotoksisite degerleridir.
Kontrol gruplari, belirtilen ilgili zaman araliklarinda hiicreler hi¢cbir madde uygulanmamisg
kontrol gruplarini temsil etmektedir. * p<0.05’in altinda olan degerlerdir. LNCaP prostat
kanseri hiicre hatt1 24 saat i¢in Althaea officinalis L. ¢igceginin Etil Asetat ekstraktinin ICsg
degeri 2,11.10°ug/mL, 48 saat i¢in I1Cso degeri 2,35.10>pug/mL,72 saat icin ICso degeri 2,6
.10 pug/mL olarak bulunmustur.
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3.2 Yara lyilesme Deneyi Sonuclar
3.2.1 PC3 Hiicre Hattinin Yara Iyilesme Deneyi Sonuclar

Kontrol Etil Aset.at

Metanol

48

Sekil 3.5: PC3 hiicre hattina uygulanan Althaea officinalis L. ¢i¢eginin Metanol ve Etil
Asetat ekstraktinin yara iyilesme deneyi gorintiisii
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120
100
80

60

40
* £
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Kontrol Metanol Etil Asetat

mOH m 24h m48h

Sekil 3.6: PC3 hiicre hattinin Metanol ve Etil Asetat ekstraklarin 0, 24 ve 48 saatlerde
uygulanan ICsg degerlerinin yara iyilesme deneyindeki istatiksel analizidir.

(Sekil 3.6) Kontrol grubuna herhangi bir madde uygulanmamistir. *p<0.05’in altinda olan
degerlerdir PC3 hiicre hattinda yara iyilesme deneyinde kullandigimiz sitotoksik degerlerde
ise Metanol ekstraktinin 24 saatte kontrol grubuna gore %90 hiicre gogiinii azaltmistir. 48
saatte ise %75 oraninda hiicre gogiinii azaltmistir. Etil Asetat ekstraktinda ise 24 saatte

anlamli deger bulunamamigtir. 48 saatte ise %78,48 oraninda hiicre go¢iinii azaltmustir.
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3.2.2 LNCaP Hiicre Hattinin Yara lyilesme Deneyi Sonuclar

Kontrol

ol

>4

Metanol _Etil Asetat

Sekil 3.7: LNCaP hiicre hattina uygulanan Althaea officinalis L. ¢igeginin Metanol ve Etil
Asetat ekstraktinin yara iyilesme deneyi gortintiisii
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Sekil 3.8: LNCaP hiicre hattinin Metanol ve Etil Asetat ekstraklarin 0, 24 ve 48 saatlerde
uygulanan ICsg degerlerinin yara iyilesme deneyindeki istatiksel analizidir.

(Sekil 3.8) Kontrol grubuna herhangi bir madde uygulanmamaistir. *p<0.05’in altinda olan
degerlerdir. LNCaP hiicre hattina Metanol ekstrakti ICsp degeri uygulandi ve 24 saatte
control grubuna gore %85,72 oraninda hiicre go¢iinii azaltmigtir. 48 saatte ise kontrol
grubuna gore Metanol ekstrakti 9%80,71 oraninda hiicre gocilinii azaltmistir. Etil asetat
ekstrakti ise sadece 48 saatte anlamli degere ulasmistir. 48 saatte kontol grubuna gore %86

oraninda hiicre gociinli azaltmistir.
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3.3 Real-Time PCR Sonuglari
3.3.1 PC3 Hiicre Hattinin Real-Time PCR Sonugclari

PC3 Metanol
7
6 *
5
< 4
=
[
£
g 3
2 *
* *
| -
0
Kontrol Bcl-2 Bcl-xL Bak Bax
M Seril 1 5,59 1,33 1,90 1,32

Sekil 3.9: PC3 Prostat kanseri hiicre hattinin Althaea officinalis L. ¢i¢eginin 24 saatte
Metanol ekstrakti uygulanmis hiicrelerin mMRNA analizi sonuglaridir.

(Sekil 3.9) HB-2 kontrol genine gore, Bcl-2, Bcl-xL, Bak ve Bax genlerinin ifadesi
gosterilmistir. *p<0.05’in altinda olan degerlerdir. Althaea officinalis L. ¢igeginin Metanol
ekstraktinin 24 saatte ICso degeri uygulanmis olan PC3 hiicre hattinin, Bcl-2, Bel-xL, Bak
ve Bax genlerinin mRNA seviyesinde etkileri gosterilmistir (Sekil 3.9). QRT-PCR analizi
sonuglarini kontrol grubuyla karsilastirilmasi sonucu Metanol ekstraktinin Bel-2 geni 5,59

kat, Bcl-xL geni 1,33 kat , Bak geni 1,9 kat ve Bax geni 1,32 kat ekspresyon artisi olmustur.
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PC3 Etil Asetat
1000

900

800

700

600

500

Kat mRNA

400
300

200
*

Kontrol Bcl-2 Bcl-xL Bak Bax
W Seril I 944,45 129,79 429,55 185,68

100

Sekil 3.10: PC3 Prostat kanseri hiicre hattinin Althaea officinalis L. ¢igeginin 24 saatte Etil
Asetat ekstrakti uygulanmis hiicrelerin mRNA analizi sonuglaridir.

(Sekil 3.10) HB-2 kontrol genine gore, Bcl-2, Bcl-xL, Bak ve Bax genlerinin ifadesi
gosterilmistir. *p<0.05’in altinda olan degerlerdir. Althaea officinalis L. ¢igeginin Etil Asetat
ekstraktinin 24 saatte ICso degeri uygulanmis olan PC3 hiicre hattinin, Bcl-2, Bel-xL, Bak
ve Bax genlerinin mRNA seviyesinde etkileri gosterilmistir (Sekil 3.10). QRT-PCR analizi
sonuglarini kontrol grubuyla karsilastirilmas: sonucu Etil asetat ekstraktinin Bel-2 geni
944,45 kat, Bcl-xL geni 129,79 kat , Bak geni 429,55 kat ve Bax geni 185,68 kat ekspresyon

artis1 olmustur.
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3.3.2 LNCaP Hiicre Hattinin Real-Time PCR Sonuclari

LNCaP Metanol
500

450
400

350

Kat mRNA
o 8
o o

N
(=]
o

150

.
100
50 b
0 I

*
Kor{trol Bcl-2 Bcl-xL Bak Bax
M Seril 1 448,82 123,93 127,12 46,53

Sekil 3.11: LNCaP Prostat kanseri hiicre hattinin Althaea officinalis L. ¢i¢eginin 24 saatte
Metanol ekstrakti uygulanmis hiicrelerin mMRNA analizi sonuglaridir.

(Sekil 3.11) HB-2 kontrol genine gore, Bcl-2, Bcl-xL, Bak ve Bax genlerinin ifadesi
gosterilmistir. *p<0.05’in altinda olan degerlerdir. Althaea officinalis L. ¢igeginin Metanol
ekstraktinin 24 saatte 1Cso degeri uygulanmis olan LNCaP hiicre hattinin, Bcl-2, Bel-xL, Bak
ve Bax genlerinin mRNA seviyesinde etkileri gosterilmistir (Sekil 3.11). QRT-PCR analizi
sonuglarin1 kontrol grubuyla karsilagtirilmasi sonucu Metanol ekstraktinin Bcl-2 geni 448,82
kat, Bcl-xL geni 123,93 kat , Bak geni 127,12 kat ve Bax geni 46,53 kat ekspresyon artisi

olmustur.

45



LNCaP Etil Asetat
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Kontrol Bcl-2 Bcl-xL Bak Bax
M Seril 1 104,69 43,01 34,78 16,64

Sekil 3.12: LNCaP Prostat kanseri hiicre hattinin Althaea officinalis L. ¢igeginin 24 saatte
Etil Asetat ekstrakti uygulanmis hiicrelerin mMRNA analizi sonuglaridir.

(Sekil 3.12) HpB-2 kontrol genine gore, Bcl-2, Bcl-xL, Bak ve Bax genlerinin ifadesi
gosterilmistir. *p<0.05’in altinda olan degerlerdir. Althaea officinalis L. ¢igeginin Etil Asetat
ekstraktinin 24 saatte 1Cso degeri uygulanmis olan LNCaP hiicre hattinin, Bcl-2, Bel-xL, Bak
ve Bax genlerinin mRNA seviyesind etkileri gosterilmistir (Sekil 3.12). QRT-PCR analizi
sonuglarini kontrol grubuyla karsilastirilmas: sonucu Etil asetat ekstraktinin Bel-2 geni
104,69 kat, Bcl-xL geni 43,01 kat , Bak geni 34,78 kat ve Bax geni 16,64 kat ekspresyon

artis1 olmustur.
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3.4 HPLC Analizi Sonuglar
3.4.1 Althaea officinalis L. Ci¢eginin Metanol Ekstraktinin HPLC Analizi Sonuclar:

mAU{

80 4
60 -
40
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. R e e e ——
0 s 10 15 20 25 min

_,J a4

]
=

Sekil 3.13: Althaea officinalis L. bitkisinin Metanol ekstraktinin HPLC analizi sonucu a) 1
numara vanilik asidi b) 2 numara kaffeik asidi ¢) 3 numara ferulik asidi d) 4 numara
quersetini gostermektedir.

Tablo 3.1: Althaea officinalis L. ¢igeginin Metanol ekstraktinin HPLC analizi sonucu
tespit edilen molekiillerin gelme zamani, miktar: ve molekiilerin isimleri

Gelme zamani(dakika) Miktar(ng/pl) Molekiiliin ismi
9,502 4,84 vanilik asid
9,902 4,19 caffeik asid
15,710 38,7 ferulik asid
26,919 6,99 quersetin
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3.4.2 Althaea officinalis L. Ciceginin Etil Asetat Ekstraktinin HPLC Analizi

Sonuclan

mAL

30

20 +4

10 1

Sekil 3.14: Althaea officinalis L. ¢i¢eginin Etil asetat ekstraktinin HPLC analizi sonucu a)
1 numara vanilik asidi b) 2 numara p-kumarik asidi ¢) 3 numara ferulik asidi d) 4 numara

rutin hidrati géstermektedir.

Tablo 3.2: Althaea officinalis L. ¢igceginin Etil Asetat ekstraktinin HPLC analizi sonucu
tespit edilen molekiillerin gelme zamani, miktari ve molekiilerin isimleri

Gelme zamani(dakika) Miktar(ng/pl) Molekiiliin ismi
9,665 0,989 Vanilik asid
14,227 23,14 p-kumarik asid
16,085 0,404 Ferulik asid
17,129 8,6 Rutin hidrat
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3.5 Biitiin Bulgularin Ozet Semasi

PC3 LNCaP
MTT Sonuglari Metanol Ekstrakti

48 saat 2,87.103pg/mL ICs, degeri 2,88.103ug/mL ICs,degeri
72 saat 5,4.103pug/mL  IC;odegeri 3,75.103pug/mL ICs,degeri
MTT Sonuglan Etil Asetat Ekstrakti
dasst — l2ewwgml  aiiwhgm
48 saat 4,14.103ug/mL 2,35.103ug/mL
72 saat 4,86.103pg/mL 2,6 .103pug/mL
Yara iyilesme Deneyi Metanol Ekstrakti
(24535t | o0 icre gogind sakmgtr. | %85,72 hire g azatmsr._
48 saat %75 hiicre gogini azaltmistir. %80,71 hiicre goglinii azaltmigtir.
Yara iyilesme Deneyi Etil Asetat Ekstrakti

m %68,84 hiicre gociinii azaltmigtir. %75,05 hiicre gociinii azaltmigtir .

48 saat %78,48 hiicre gogunu azaltmistir. %86 hiicre goguini azaltmistir.

Real-time Analizi Metanol Ekstrakt:

Bcl-xL 1,33 kat 123,93 kat
Bak 1,90 kat 127,12 kat 4
Bax 1,32 kat ff 46,53 kat ft

Real-time Analizi Etil Asetat Ekstrakti

Bcl-xL 129,79 kat f} 43,01 kat ¢

Bak 429,95 kat 34,78 kat 4

Bax 185,68 kat f 16,64 kat 4
HPLC analizi sonuglari Metanol Ekstarkti

Etil Asetat Ekstarkti

m m
zamam dak zamam dakika

4 84 Vanilik asid 0 989 Vanilik asid
4,19 Kaffeik asid 23,14 p-kumarik asid

m 38,7 Ferulik asid 16,085 0,404 Ferulik asid
m 6,99 Quersetin m 8,6 Rutin hidrat

Sekil 3.15: Biitlin Bulgularin 6zet semast
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4. SONUC VE ONERILER

A. officinalis L. bitkisi yiiksek oranda antioksidan icermesi nedeniyle potansiyel bir anti-
timor ajan olarak diisiiniilmektedir. Elmas Tas. ve arkadaslarinin yaptig1 calismaya gore A.
officinalis L. etanol ekstrakt: peroksidasyonu inhibe etmektedir. Ote yandan A. officinalis L.
serbest oksijen radikalleri ve siliper oksit anyonlar1 ortadan kaldirma ve metal selatlama
aktivitelerine sahiptir (Elmastas, Erenler, Demirtas ve Ozturk, 2003; Elmastas, Ozturk,
Gokce, Erenler ve Aboul-Enein, 2004). A. officinalis L. ¢igeginin AOME ekstrakt igeriginde
flavonoid grubuna dahil olan A vitamini, Rutin, apigenin, isorhmnetin, scopoletin,
kumarinler ve Kaempferol maddelerinin oldugu bulunmustur. Flavonoidler, kanser
olusumunun 6nlenmesinde etkilidir (Kobayashi, Nakata ve Kuzumaki, 2002)-(Shah ve
digerleri, t.y.). Acik renkli ¢igeklerde flavonoid orani yiiksektir. Bu yilizden tibbr agidan
kullanim1 en uygun A. officinalis L. ¢igegi acik renkli olanlardir (Sadighara, Gharibi, Jafari,
Khaniki ve Salari, 2012). Bizim ¢alismamizda hem mor hem de beyaz renkli cicekler

kullanilmustir.

Insan akciger kanser hiicre hatti olan A549 iizerinde yapilan hiicre proliferasyonu
deneylerinde A. officinalis L. bitkisi ekstraklarinin hiicre ¢ogalmasi ve biiylimesini inhibe
ettigi gosterilmistir (Zhang, Kong, Zhang, Li ve Zhang, 2017). Bir baska ¢alismada karaciger
kanseri hiicre hatt1 olan Hep-2B'ye uygulanan A. officinalis L. ekstraktlarinin yine canlilig
inhibe ettigi gosterilmistir (Ciobanu ve digerleri, 2019). Bizim ¢alismamizda da LNCaP ve
PC3 prostat kanser hiicre hattinda 24, 48 ve 72 saatlerde hiicre canliligini inhibe etmistir.

Apoptoz programlanmig hiicre Sliimidiir (Kerr, Wyllie ve Currie, 1972) Bcl-2 ailesinin
genlerinin apoptozu diizenledigi bilinmektedir (Li ve digerleri, 2001). Bcl-2 gen ailesinde
anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-xL) ve pro-apoptotik (Bax, Bad) genleri apoptoz olaymi kontrol
eder. Bu sebeplerden dolay1 Bcl-2, Bcl-xL ve Bax, Bad genlerinin oranlarindaki degisiklik,
hiicrenin hayatta kalmasini ve 6liimii i¢in 6nemli bir gostergedir (Chaabane ve digerleri,
2013; Elmore, 2007; Koff, Ramachandiran ve Bernal-Mizrachi, 2015). Bcl-2 ailesinin
iiyeleri olan Bax ve Bak, apoptoz yolunun mitokondriyal ¢ekirdek diizenleyicileri olarak
islev gormektedirler (Pefna-Blanco ve Garcia-Saez, 2018). AOEE ve AOME LNCaP prostat

kanseri hiicre hattinda Bcl-2, Bcl-xL ve Bak ve Bax genlerinin ifadelerine baktigimiz zaman
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anti-apoptotik genler olan Bcl-2 ve Bcl-xL ifadesi pro-apoptotik genler olan Bad ve Bax
kontrol genine gore daha fazla ifade edildigi icin LNCaP ve PC3 hiicre hattinda AOEE ve
AOME apoptozu inhibe etmistir.

PC3 ve LNCaP prostat kanseri hiicre hatlarina baktigimiz zaman AOEE ve AOME’nin Bcl-
2 ve Bcl-xL genlerinin ifadesi Bak ve Bax genlerinin ifadelerine gore artis gostermistir. Bu
bilgilere gore PC3 ve LNCaP hiicre hattina uygulanan ekstraktlar apoptozu inhibe etmistir.
LNCaP hiicreleri androjen reseptorii (AR) ve prostat spesifik antijen (PSA) eksprese eder ve
biiylimeleri insan prostat adenokarsinomuna benzer sekilde androjen yoksunlugu ile inhibe
edilir. PC3 hiicreleri AR ve PSA'y1 eksprese etmez ve ¢ogalmalart prostat kii¢iik hiicreli
noroendokrin karsinoma (SCNC) benzer sekilde androjenden bagimsizdir. Noroendokrin
markerler ve kok hiicre iliskili marker CD44 SCNC ve PC3 hiicrelerinde pozitifken
adenokarsinom hiicreleri ve LNCaP hiicrelerinde negatiftir., LNCaP hiicreleri
adenokarsinomla ayni sitokeratin profillerine sahipken, PC3 hiicreleri SCNC'ye benzer
sitokeratin profillerine sahiptir (Tai ve digerleri, 2011). Her iki hiicre hattinda gen
ekspresyonu yanitinin farkli olmasinin nedeni her iki hiicre hattinin farkli olmasindan

kaynaklanmis olabilir.

Kanser hiicrelerinin metastazi kansere bagli 6liimlerin %90'imdan sorumludur (Hanahan,
2012). Bu bilgilere gore metastaz onlenmesi kiginin hayatta kalma siiresinin artmasi
demektir (Weng ve Yen, 2012). Bu calismada, yara iyilesmesi deneyi, A. officinalis L.
ciceginden elde edilen Metanol ve Etil asetat ekstraktlar1 uygulanmig LNCaP ve PC3
hiicrelerinde 24 ve 48 saatte 20-200ul kapasiteli pipet ucuyla ¢izilen bir alanda migrasyonu
inhibe etme yetenegini ortaya koymustur. Gogiin inhibisyonu metastaza karsi korumanin bir

gostergesidir.

Yapilan bir c¢alismada Althaea officinalis L. (Marshmallow) ve Astragalus
membranaceus'un topraktan veya hidroponik(topraksiz bitki yetistirme yontemi) olarak
serada yetistirilen koklerinden elde edilen sulu ekstreleri kiiltiire edilmis insan akcigerinde
ve cilt fibroblastlarinda U.V kaynakli DNA hasarin1 6nemli 6l¢iide azalttigr bulunmustur
(Curnow ve Owen, 2016).
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A. officinalis L. koklerinden sulu 6zler ve polisakkaritler, doku yenilenmesinde tahris olmus
mukoza zarlarmin tedavisi i¢in geleneksel kullanimimi kanitlayabilen epitel hiicrelerinin
hiicre fizyolojisinde etkili birer uyarici oldugu bulunmustur. Althaea officinalis L. (1, 10
ug/mL) insan Epitel hiicrelerinin hiicre canliligi ve ¢ogalmasi iizerinde uyarici etkiye sahiptir
(Deters ve digerleri, 2010).

Althaea officinalis L.'in koklerinden kromatografik olarak iki flavonoid izole edilmistir:
hipolaetin 8-O-fl-o-glukozit (1) ve izoscutellarein 4'- metil eter 8-O-/3-0-glukozit-2"-SO3K
(2). Fenolik asitlerin varligi da kromatografik olarak tespit edilmistir isimleri sOyledir:
kafeik, p-koumarik, ferulic, p-hidroksibenzoik, salisilik, vanillik, siringaik, p-hidroksi

fenilosetik ve skopolit. Saccharose (Gudej, 1991).

A549 akciger kanseri hiicre dizisi igin kafeik asid esterleri yararh terap6tik dozunun 6 ug/ml
oldugu bulundu ve kafeik asid esterleri i¢in normal akciger fibroblastinin tolerans dozunun
terapotik dozdan daha yiiksek oldugu goriildii. Kafeik asid esterleri, p53'ten bagimsiz
yolaklara bagli oksidatif stres yollarin1 kullanarak tiimor hiicrelerinin  bitytimesini
engelledigi ve A549 hiicrelerinde hiicre i¢i hidrojen peroksit (H202) olusumunu azaltarak
oksidatif siirecleri engelledigi gozlemlendi. Kafeik asid esterleri, paklitaksel ve tiimor
nekroz faktor-alfa'nin (TNF-o) NF-KB'yi aktive etme yetenegini bloke ederek prostat
kanseri (PC-3) hiicrelerinde NF-KB aktivasyonunu engelleyebildigi bulundu (Ozturk ve
digerleri, 2012).

Yapilan bir galismaya gore, p-koumarik asid, belirli mikroRNA'larin ekspresyonunu modiile
ederek, mide kanseri hiicrelerinde p-koumarik asidin antikanser Ozelliklerinin daha iyi
anlagilmasini saglayarak, SNU-16 mide kanseri hiicrelerinde antikanser etkilerinin oldugunu
gosterdi (Jang, Ko ve Kim, 2020). Bir calismaya gore, Ferulik asid PC-3 ve LNCaP
hiicrelerinde apoptozu indiiklemistir. Ayrica Ferulik asid PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde
invazyonu baskiladigi gozlemlenmistir. Ayrica Koloni olusumunu baskilamistir. Sonug
olarak, Ferulik asid PC-3 hiicrelerinde hiicre dongiisii durmasina yol agabilecegi, LNCaP
hiicrelerinde apoptoza neden olabilecegi gozlemlenmistir (Eroglu, Se¢me, Bagci ve

Dodurga, 2015). Salisilik asit, anti-oksidan 6zellikleri ile birlikte agregasyonu 6nemli 6lgiide
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arttiran bir ajandir. Ayrica, Salisilik asit insan kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkiye

sahiptir (Celebioglu, 2021).

A. officinalis L. kok ekstreleri, insan makrofaj hiicre hattt olan M®'yi H20, kaynakli
sitotoksisiteye ve H20O2 kaynakli ROS iiretimine karsi koruyabilmistir. A. officinalis L. kok
ekstreleri anti-inflamatuar etkisi M®'de IL6'nin yani sira tiimor nekroz faktorii-alfa'nin

(TNF-a) LPS kaynakli salinimini inhibe ettigi gosterilmistir (Bonaterra ve digerleri, 2020).

A. officinalis L. ekstraktinin fibroblast ¢ogalmasini, kollajen sentezini ve cilt
yaralanmalarinda yeniden damarlanmay1 iyilestirdigi gozlemlenmistir. Daha 6nceki
caligmalara ve mevcut degerlendirmelere gore A. officinalis L.'in dermal dokunun yeniden

insasina yardim ettigi gozlemlenmistir (Mohsenikia ve digerleri, 2020).

A. officinalis L. ekstresinin A549 hiicrelerindeki sitotoksisite ve hiicre ¢cogalmasi agisindan
azaltict etkisi oldugu bulunmustur. Hiicre ¢ogalmasi lizerindeki modiiler etki, sitotoksiklik

uzerindeki etkiden daha fazladir.

Farelerde yapilan bir ¢alismaya gore Althaea rosea tohum ekstresinin kolon kanserine karsi
umut verici dogal bir ajan olarak kabul edilebilecegini ve Althaea rosea aktif molekiillerin
tanimlanmasi i¢in daha fazla ¢alismanin yapilmasi gerektigi vurgulanmaktadir (Narota ve

digerleri, 2020).

A. officinalis L. bitkisiyle ayn1 aileden olan Valeriana officinalis bitkisinin koklerinden elde
edilen ozler sirasiyla COLO 320 insan kolorektal ve GLC 4 insan akciger kanser
hiicrelerinde yiiksek oranda sitotoksik etki yaptigi kanitlanmigtir (Patan, Alekhya, Aanandhi,
Tharagesh ve Anish, 2018). Prostat kanseri hiicre hatlart DU-145 ve PC-3 iizerine uygulanan
ticari olarak mevcut Valeriana officinalis 6zii (%0,8 valerinic asit) her iki hiicre hattindada
mitokondriyal yoldan hiicrelerin metastazini engellemistir. Bu durumun valerinic asidin

etkisiyle olustugu diisiiniilmektedir (Aydin, Dikmen ve Kismali, 2016).
Magnolol, A. officinalis L. bitkisiyle ayni aileden olan oryantal bitki Magnolia officinalis'in

kokiinden ve kok kabugundan cikarilan fenolik hidroksil gruplarina sahip bir ligandir. Bu

bilesik, apoptozun indiiksiyonu ile prostat kanseri hiicrelerini inhibe edebilir. Mekanizma
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calismasi, Magnolol’un Akt enzim aktivitesini inhibe edebilecegini, proapoptotik bir protein
Bad'deki Ser (136) fosforilasyonini azaltabilecegini ve pEGFR, pPI3K ve pAkt aktivitesini
onemli lgiide inhibe edebilecegini gdstermistir. Ilgingtir ki, bu bilesik normal insan prostat
epitel hiicresinin (PrEC) canliligini etkilememistir (Fu-Yue ve JIANG, 2011).

Bir ¢aligmada A. officinalis L. bitkisiyle ayn1 aileden olan Salvia officinalis'ten (Labiatae)
iirolitik asit izole edilmis ve antitimor 6zellikleri incelenmistir. Sonug olarak, iirolik asidin
PC3 ve LNCaP hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigi ve 1Cso degerlerinin 32.6 ve 15.7 umol
oldugu gosterilmistir (Chintharlapalli, Papineni, Ramaiah ve Safe, 2007).

A. officinalis L. bitkisiyle ayn1 aileden olan Melissa officinalis'in hidroalkolik 6ziiniin giiglii
antiproliferatif aktivitesinin, MCF-7 ve Ab49 kanser hiicreleri de dahil olmak {izere
fonksiyonel p53'e sahip tiimorlerde p53, Bel2 ve Her2'nin rolii daha az anlamlidir. Melissa
officinalis'in hidroalkolik 6ziiniin antiproliferatif etkilerini bu kanser hiicrelerinde kismen
VEGF-A ve hTERT'nin eszamanli downregiilasyonu yoluyla etkiledigi goriilmektedir
(Jahanban-Esfahlan ve digerleri, 2017).

Althaea officinalis L. ¢i¢eginden elde edilen Scopoletin, hiicre lizerinde hem sitostatik hem
de sitotoksik etki sergileyen tiimoral lenfositler tizerinde ikili etki tirettigi ve ayrica apoptozu
tetikledi gosterilmistir (Al-Snafi, 2017). Althaea officinalis L.'in ham 6zii, flavonoidleri ve
fitosterol 6zleri 6nemli bir sitotoksik etki yapmistir ve AMJ13 meme kanseri hiicrelerinde
apoptoza neden olmustur (Kadhum, Abd ve Al-Shammari, t.y.). Althaea officinalis L.
koklerinin sulu ve hidroalkolik 6zler fenolik ve flavonoid igerigi ile ¢ok iyi bir korelasyon
gostermistir. Ekstraktlar, insan BV-173 l16semik hiicreleri tizerinde sitotoksik etki
gostermemis, ancak antioksidan Ozelliklerinden dolayr immiinomodiilator etkilere sahip

olabildigi gosterilmistir (Benbassat ve digerleri, 2014).

Kanser gilinlimiiz diinyasinda en 6nemli saglik sorunlarindan birisidir. Bitkisel kaynakli
ajanlar kanser tedavisinde dnemli bir tedavi araci olmaya adaydir. Kanser i¢in tamamlayici
ve alternatif tip uygulamalar giinden gline artmaktadir. Bizim ¢alismamizda; A. officinalis
L.’in prostat kanseri iizerinde hiicre canliligin1 ve hiicre gog¢iinii azalttigi bulunmustur.
Androjenden bagimsiz hiicre hatti1 olan PC3 ve androjene bagimli hiicre hatt1 olan

LNCaP’lerde apopitozu inhibe ettigi gézlemlenmistir. Hiicrelerin 6liimiine sebep olan
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otofaji gibi bazi bagka hiicre 6liim siiregleri vardir. Bu tez ¢alismasinda bitki ekstraktlarinin
apopitoz yolu ile hiicre dliimiine sebep olmadig: bilgisine ulasilmistir. Ileriki ¢aligmalar
apopitotik genlerin protein seviyesinde ifadeleri gosterilerek genisletilebilir. Ayn1 zamanda
otofaji gibi hiicre dliimiine sebep olan baska siirecler ileriki ¢calismalarda arastirilmalidir.
LNCaP hiicreleri androjen reseptorii (AR) ve prostat spesifik antijen (PSA) eksprese eder ve
biliylimeleri insan prostat adenokarsinomuna benzer sekilde androjen yoksunlugu ile inhibe
edilir. PC3 hiicreleri AR ve PSA'y1 eksprese etmez ve ¢ogalmalart prostat kiiciik hiicreli
noroendokrin karsinoma (SCNC) benzer sekilde androjenden bagimsizdir. Bu bilgilere gore
uygulanan ekstraktlarin farkli hiicre hatlarinda farkli dozlarda etki etmesinin sebebi
hiicrelerin farkli karakterde hiicre hatlar1 olmasi olarak agiklanabilir. Calisma A. officinalis
L. diger kanser tiirlerinde etkisinin belirlenmesine yonelik in vivo calismalar ile
genisletilebilir. A. officinalis L.’ in Prostat kanseri iizerine etkilerini agiklayan ¢alismalar
genigletilerek arttirilabilir. A. officinalis L. ¢igeginin ekstralarmin igerigindeki etken

maddeler belirlenebilir ve izole edilip kanserli hiicrelerde uygulanabilir.
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