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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

JUGLON VE FLUOROURACIL KOMBINASYONLARININ LNCAP VE PC-3
PROSTAT KANSER HUCRELERI UZERINDEKI IN VITRO SITOTOKSIK VE
GENOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI
Zehra Nur DUZEN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Tolga CAVAS

1,4-naftokinonlar dogada yaygin olarak bulunan ve antikanser aktivitesi bulunan fenolik
bilesiklerdir. Bu calismada juglon ve 5-Florourasilin ayr1 ayri ve kombinasyonlarmin
prostat kanseri iizerindeki in vitro sitotoksik ve genotoksik etkilerinin arastiriimasi
amaglanmistir. Bu amagla her iki maddenin ayr1 ayr1 ve kombinasyonlarinin LNCaP
(prostat kanseri lenf metastazi) ve PC3 (prostat kanseri kemik metastazi) hiicre hatlarinda
sitotoksik etkileri XTT testi, genotoksik etkileri komet testi ile degerlendirilmistir. Ayrica
olas1 hiicre i¢i reaktif oksijen tiirevlerinin seviyeleri DCF-DA kullanilarak, hiicre 6lim
sekli ise Annexin V yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Iki hiicre hattinda da XTT testi ile belirlenen 5-FU 1C125 konsantrasyonu sabit tutularak
juglon IC125, ICos ve 1Cso konsantrasyonlarinin uygulandigi kombinasyon gruplarinda
canlilik oranlarinda artan dozlarda anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir. Komet
testinde juglon ve 5- FU’nun ICi25, 1C25, ICso ve IC7s5 konsantrasyonlarina maruz
birakilan LNCaP ve PC3 hiicre hatlarmda kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA ve olive
kuyruk momenti hesaplanmis ve elde edilen sonuglarda kontrol grubuna gére anlamli
artiglar oldugu saptanmistir. Hiicre hatlarinda kombinasyon i¢in 5-FU ICyo5
konsantrasyonu ile juglon 1Ci25, 1Co5 ve 1Cso konsantrasyonlar1 kullanilarak yapilan
komet testinde de hem kontrol hemde tek basina 5-FU grubu ile yapilan karsilagtirmada
anlamli artiglar gézlenmistir. ROS testinde hiicre hatlarinda juglon ve 5-FU’nun ayr1 ayr1
ve kombinasyonlar1 ayni konsantrasyonlar kullanilarak uygulanmistir. Bunun sonucunda
her iki hiicre hattinda da anlamli artislar oldugu belirlenmistir. Kullanilan hiicre hatlarinda
juglonun tek basmna ve 5-FU ile kombinasyonunun ayni konsantrasyonlar kullanilarak
uygulandigi Annexin V testi apoptotik potansiyelin doz artis1 ile anlamli bir sekilde
arttigini géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Juglon, 5-Florourasil, Prostat kanseri, kombine tedavi, sitotoksisite,
genotoksisite, ROS, apoptoz, LNCaP, PC3.
2022, xv + 95 sayfa.
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ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION OF THE INVITRO CYTOTOXIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF
JUGLONE AND FLUOROURACIL COMBINATIONS ON LNCAP AND PC-3 PROSTATE
CANCER CELLS

Zehra Nur DUZEN

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Tolga CAVAS

1,4-naphthoquinones are phenolic compounds widely found in nature and have anticancer
activity. This study aimed to investigate the in vitro cytotoxic and genotoxic effects of
juglone and 5-Fluorouracil separately and in combination on prostate cancer. For this
purpose, the cytotoxic and genotoxic effects of both substances separately and in
combinations on LNCaP (prostate cancer lymph metastasis) and PC3 (prostate cancer
bone metastasis) cell lines were evaluated using XTT and comet test, respectively. In
addition, the levels of possible intracellular reactive oxygen derivatives were determined
using DCF-DA, and the mode of cell death was determined using the Annexin V method.
The 5-FU 1C12,5 concentration determined by the XTT test was kept constant in both cell
lines. A significant decrease was observed in the viability rates at increasing doses in the
combination groups in which the juglone 1C12,5, 1C25, and 1C50 concentrations were
applied. In the comet test, tail length, tail % DNA, and olive tail moment were calculated
in LNCaP and PC3 cell lines exposed to juglone and 5-FU (IC12,5, IC25, IC50, and
IC75), in which significant increases were observed compared to the control group. By
using 5-FU 1C12.5 concentration and juglone 1C12.5, 1C25, and 1C50 concentrations for
combination in cell lines, significant increases were noticed in comparison with both the
control and 5-FU groups alone. Inthe ROS test, juglone and 5-FU were applied separately
and in combinations using the same concentrations in cell lines. As a result, significant
increases were determined in both cell lines. In the cell lines used, the Annexin V test in
which juglone alone and in combination with 5-FU was applied using the same
concentrations showed that the apoptotic potential increased significantly with the
increase in dose.

Key words: Juglone, 5-Fluorouracil, Prostate cancer, combined therapy, cytotoxicity,
genotoxicity, ROS, apoptosis, LNCaP, PC3.
2022, xv + 95 pages.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklama
°C Celcius

gr Gram

kg Kilogram
mA Miliamper
mg Miligram
ng Nanogram
B3 Beta

\% Volt

Mg Mikrogram
ul Mikrolitre
uM Mikromolar

Kisaltmalar Aciklama

5-FU 5-Fluorouracil

7-AAD 7-Aminoaktinomisin D

A549 Insan Akciger Kanseri Hiicre Hatt1
Akt Protein Kinaz B

B16F1 Insan Melanoma Hiicre Hatt1

C6 Rat Glioma Hiicre Hatt1

Ca Kalsiyum

CO2 Karbondioksit

CK Coziicii Kontrol

DCF Dichlorofluorescein

DCF-DA 2, 7-Dichlorofluorescein Diacetate
DCFH Dichlorodihydrofluorescin

dH20 Distile Su

dk Dakika

DMSO Dimetik Siilfoksid

DNA Deoksiriboniikleik Asit

DU-145 Insan Prostat Kanseri Hiicre Hatt1
EMT Epitelyal Mezenkimal Transfer
EtBr Etidyum Bromiir

FBS Fetal Bovine Serum

FdUMP Florodeoksi iiridin monofosfat
FAUTP Florodeoksi iiridin trifosfat

FUTP Floro iiriidin trifosfat

H69 Insan Akciger Kanseri Hiicre Hatt1

HCT-15 Insan Kolon Kanseri Hiicre Hatti



Hela
IARC

IC
LHRH
LMA
LNCaP
LS-174T
MCF-7

Insan Rahim Agz1 Kanseri Hiicre Hatt1
International Agency For Research On Cancer
(Uluslararas1 Kanser Arastirmalar: Ajanst)
Inhibitor Konsantrasyon

Luteinizing hormone releasing hormone

Low Melting Agarose

Insan Prostat Kanseri Hiicre Hatt1

Insan Kolon Kanseri Hiicre Hatt1

insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1

MDA-MB-231Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1
MDA-MB-435Insan Melanoma Hiicre Hatt1
MIA- Paca- 2 insan Pankreas Kanseri Hiicre Hatt1

Na:EDTA
NaCl
NaOH

NK

PBS

PC3

PI3K

Pinl

PK

PS

PSA

RFU

RNA
ROS
SGC-7901
U251
VEGF
WHO

Sodyum Etilendiamin Tetra Asetik Asit
Sodyum Kloriir

Sodyum Hidroksit

Negatif Kontrol

Phosphate Buffered Saline

Insan Prostat Kanseri Hiicre Hatt1
Fosfatidilinositol 3-kinaz
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
Pozitif Kontrol

Fosfatidilserin

Prostate Spesific Antigene

Relative fluorescence units
Riboniikleik Asit

Reaktif Oksijen Tiirleri

Insan Mide Kanseri Hiicre Hatt1

Insan Glioma Hiicre Hatt1

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
World Health Organization (Diinya Saglk Orgiitii)
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1. GIRIS

Prostat kanseri (PC), diinyadaki erkek Oliimlerinin 6nde gelen nedenlerinden biridir ve
65-74 yas arasindaki erkekler arasinda en sik teshis edilen kanserdir. Prognoz etmenleri
olarak ik, yas, yasam kosullar1 ve aile dykiisii sayilabilir (Bassetto ve digerleri, 2016).
Prostat kanserinin erken evrede belirtisi yoktur. Fakat yillik muayene ve tetkiklerle erken
teshis miimkiindiir. Prostat spesifik antijen (PSA) prostat kanseri taramalarmda 6n
plandadir. PSA degeri yillik taramada > 10 ng/mg {izerinde ise prostat biyopsisi gereklidir
(Altinbas, 2005). Giliniimiizde prostat kanser tedavisi androjen yoksunlugu, cerrahi,
radyasyon, kemoterapi, endokrin terapi ve radikal prostektomiyi igermektedir. Prostat
kanser gelisimi biiyiik oranda androjenlere bagimlidir, bu nedenle androjen etkilerinin
engellenmesi olumlu sonuglar verebilir. Bu sonuglara anti-androjen ilaglarinin tek basma
veya kastrasyonla birlikte kullanilarak, androjen reseptoriiniin antagonize edilmesiyle

ulagilabilir (Bassetto ve digerleri, 2016).

5-Fluorourasil pirimidin analogu olarak bilinen ve kati tiimorlerin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan antineoplastik bir ilagtir. Tiim kemoterapi ilaglarinda oldugu gibi 5-
FU’nun bilinen toksik etkileri mevcuttur (Thalambedu ve Khan, 2019). Antikanser
ilaglarn kullanim1 kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyen bir mekanizmaya dayanir.
Bu sirada hiicrede antikanser mekanizmaya karsi direng olusumu gibi bazi zorluklarla

karsilasilmaktadir.

Dogal kaynaklardan elde edilen ve antikanser etkiye sahip bilesiklerin kemoterapotik
ajanlara gore daha etkin ve giivenli oldugunu gosteren calismalar mevcuttur. Antikanser
ozelligi in vitro ve in vivo testlerle sabitlenen dogal bilesiklerin umut verici

potansiyellerinin anlagilmasi sonucunda bu alanda yapilan ¢aligmalar artmis durumdadir

(Ortiz, Orellana ve Ratovitski, 2017).

Juglon (5-hidroksi-1,4 naftakinon), Juglandaceae familyasinin farkli tiirlerinden elde
edilen aktif bir naftakinondur. Yapilan ¢alismalar juglonun ¢esitli kanser hiicre hatlar
iizerinde biiylik oranda sitotoksik aktivite gosterdigini ifade etmektedir. Juglonun

sitotoksik aktivitesi, hiicre i¢i hemostazin bozulmasi ile reaktif oksijen tiirevlerinin



indiiklenmesiyle apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimiiniin gergeklesmesine baglanmaktadir.
Ayrica bazi kanser tiirlerinde asir1 ekspresyonu gozlenen Pinl’i inhibe ettigini gosteren

calismalar mevcuttur (Zhang, Zou, Duan, Wu ve Li, 2015).

Juglonun, androjen bagimli (LNCaP) ve androjen bagimsiz (DU145) prostat kanser hiicre
hatt1 iizerinde farkli dozlarda uygulanmasiyla antikanser etkisinin oldugu ortaya
konulmustur. Bu maddenin LNCaP hiicrelerinde kaspas 3 ve 9 aktivasyonunu artirarak
apoptozu indiikledigi gozlenmistir. Juglonun yaygin olarak kullanilan bir kemoterapi ilact
olan Doksorubisin ile kombinasyonu sonucunda sinerjik bir etki olustugu belirlenmistir.
A549 ve H69 hiicre hatlar1 lizerinde yapilan bu caligmada ilaca direngli hiicrelerde
juglonun doksorubisinin etkisini artirdigi ifade edilmistir (Catanzaro, Greco, Potenza,

Calcabrini ve Fimognari, 2018).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalara bakildiginda siddetli yan etkilere neden olan
kemoterapi ilaglarinin yerine etkinligi yiiksek ve daha giivenilir oldugu diisiiniilen dogal
bilesiklere yonelim s6z konusudur. Bu konuda ilag olabilme potansiyeli tasiyan
bilesiklerin antikanser ilaclarla kombine bir sekilde uygulanmasi ile ila¢ dozunun
azaltilmas1 ve buna bagl olarak yan etkilerin hafifletilmesi hedeflenmektedir.

Bu calismada dogal bir bilesik olan juglonun ve kemoterapide sik kullanilan
antineoplastik bir ila¢ olan 5-FU’nun in vitro sitotoksik, genotoksik, apoptotik ve ROS
olusturma potansitellerinin prostat kanseri hiicre hatlarinda karsilastirilmali olarak
arastirilmasi amacglanmistir. Calismamizda model olarak erkeklerde yaygin olarak
goriilen metastatik prostat kanserinin lenf ve kemik metastazi ile calisilmasi
planlanmistir. Bu amagla secilen androjen bagimli prostat kanseri (LNCaP) ve androjen
bagimsiz prostat kanseri (PC3) hiicre hatlarinda ¢esitli test yontemleri uygulanmistr.
Juglon ve 5-FU bilesiklerinin ayr1 ayr1 ve kombinasyonlarinin uygulanmasidan olusan
bu calismada juglonun antikanser etkilerinin ortaya konulmasinin diginda 5-FU ile
sinerjitik bir etki gostererek etkinligini artirdigir da belirlenmistir. Sitotoksik etkilerin
belirlenmesi amaciyla XTT test yontemi kullanilmigtir. DNA hasarina yol agan
genotoksik etkilerin belirlenmesi i¢in comet test yontemi uygulanmigtir. Bilesiklerin etki
ettigi 6llim mekanizmasinin belirlenmesi amaciyla Annexin V testi kullanilmistir. Ayrica

hiicre i¢i ROS seviyeleri DCFDA kullanilarak 6l¢iilmiistiir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin boliinme ve biliyiime mekanizmalarini kontrol eden genlerin hasar
gormesi sonucunda meydana gelen kompleks bir rahatsizliktir. Kanseri tanimlayan en
onemli 6zelligi, anormal hiicre bdliinmelerinin viicudun farkli bdlgelerinde meydana
gelmesi ve diger organlara yayilabilmesidir. (Nayak ve Pal, 2010). Bu durumun bir siire
devam etmesi sonucunda, hiicrelerin asir1 miktarda ¢ogalmasi ve normalde apoptozla
gerceklesen hiicre kaybiyla dengelenememesi gibi problemler ortaya ¢ikar. Kontrol
kaybiyla asmr1 miktarda g¢ogalan hiicreler organizmanm farkli organlarinda geri
doniisiimsiiz hasarlara neden olur (Nurbaki, 1983). Kanser, giiniimiizde artis gdosteren
vaka sayilarmin ve 6liimlerin nedenleri arasinda ilk siralarda yer alir (Sahin ve ark. 2000).
Tiim veriler dogrultusunda kanser aslinda 6nemli yiikleri beraberinde getiren bir halk
saglig1 sorunudur. Tirkiye’deki en yaygin kanser tiirleri nin akciger, meme, kolon, prostat
ve mide kanseri oldugu belirlenmistir. Kanser Tiirkiye’deki ¢esitli sebeplere bagli olarak
gerceklesen Oliim nedenleri arasinda ikinci sirada yerini almaktadir (Donar, 2021).
Ayrica, kanser, hastaligin ve tedavi silirecinin getirdigi fiziksel, psikolojik ve sosyal
sorunlar ile hastalarin yasam kalitesini biiylik oranda azaltmaktadir (Bakar, 2017). 2030
yili i¢in, Diinya Saglik Orgiitiine (WHO) bagli bulunan Uluslararas1 Kanser Arastirmalari
Kurumu (IARC) kanserin 6liim nedenleri arasinda ilk sirada yer alacagmi tahmin
etmektedir (Oylar ve Tekin, 2011). IARC, yaymnladig1 son verilerle kanser vakalarinin
2020'de 19,3 milyon vakaya ve kansere bagli Oliimlerin 10 milyona yiikseldigini
aciklamistir (The Global Cancer Observatory [GLOBOCAN], 2020).
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Karsinogenezin temelinde, hiicrelerin normal davraniglarini diizenleyen mekanizmalarda
cesitli mutasyonlarin agamali olarak bir araya gelmesi sonucu hiicrelerin kontrolsiiz ve
anormal bir sekilde ¢ogalmasi yer almaktadir (Kasap, 2010; Coban ve Giiran, 2013).

Normal hiicrelerde bu anormal c¢ogalmanm Oniine gecilmesini saglayan kontrol
mekanizmasinda tiimor baskilayici genler ve protoonkogenler arasinda dengeleyici bir
mekanizma bulunmaktadir (Kasap, 2010). Tiimor hiicrelerine doniisen hiicreler, kanser
gelisimi sirasinda ¢ok sayida farkli fenotipik 6zellikler edinir. Bu farklilagmalar degisime
ugrayan hiicrelerin kisa siire icinde hizla boliinerek ¢cevre dokulara metastaz yapmalarina
neden olur. Tiimor hiicreleri yasamlarini devam ettirmek i¢in 6zgiin bir mikro ¢evreye

ihtiya¢ duymadan metastaz yeteneklerini devam ettirebilirler (McCormick, 1999).

Bir hiicreye malign fenotipik 6zellik kazandiran genlere “onkogen” denir. Onkogenler,

normal hiicrelerin tiimor hiicresine doniisiimiin baglatma ve bu yonde devam ettirme

yetenegine sahiptirler (Yokus ve Cakir, 2012). Viral onkogenlere veya hiicresel

onkogenlere homolog olan ve tipik olarak diferansiyasyon ve poliferasyonun kontrolii

icin esas olan proteinleri kodlayan normal hiicre genleri ise “proto-onkogenlerdir”

(Casciato, 2004). Protoonkogenler kromozomal olarak yeniden diizenlenme, cesitli

mutasyonlar veya gen amplifikasyonu gibi molekiiler farklilasmalarin devaminda

onkogenlere doniisebilirler (Yokus ve Cakir, 2012). Yapilan arastirmalarla kanserin,

hem diinyada hem de Tiirkiye’de gerceklesen 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada

bulundugu belirlenmistir. Bu siralamada birinci sirada yer alan ise kalp hastaliklaridir

(A1, Ogiit ve Ddger, 2017).

Kanserin ortaya ¢ikisinda 250’den fazla gen tanimlanmistir ve bu genlerin incelenmesi
sonucunda hiicresel ¢esitli faaliyetlerin mekanizmalara etki etmesi ile kanser gelisiminin
tetiklendigi diisiiniilmektedir. Bu faaliyetleri siirdiiren mekanizmalar ayn1 zamanda
hiicrelerin normal bir sekilde yasammi siirdiirebilmesini ve c¢ogalabilmesini
diizenlemektedir. Hiicrenin normal aktivitesini siirdiirmesini saglayan bazi yolaklarin
aktivitesindeki artis veya azalis hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde proliferasyon ve
farklilagma gostermesine neden olmaktadwr. Ayni zamanda bu siire¢ boyunca
farklilagmanin blokasyonu, apoptozun azalmasi, doku yapisinin degismesi gibi kansere

0zgii bazi1 karakteristik 6zellikler meydana gelmektedir (Schulz, 2007).



Kanser olusumunda meydana gelen tiimdrlerin patolojik olarak benign veya malign
oldugunu belirlemek O6nemlidir. Cevre dokulara invazyon veya metastaz Ozelligi
bulunmayan lokalize tiimorler benign olarak ifade edilir. Cevre dokulara yayilabilme
potansiyeli olan, lenf veya kan dolasimiyla viicuda yayilan tiimdrler malign olarak
tanimlanir. Kan dolasimi veya lenfatik sistemle organizmanimn ¢esitli bolgelerinde
cogalma potansiyeli bulunan kanser hiicrelerinin bu yayilma sistemi metastaz olarak
tanimlanmaktadir. Metastaz yetenegi bulunan malign tiimorler hastaligin seyrini

hizlandrarak tedaviyi zorlastirmaktadir (Cooper ve Hausman, 2006).

Kanser hiicrelerinin invazyon ve metastaz olusumunda bu hiicrelerden salinan proteaz ve
cesitli biiylime faktorlerinin biiyiik bir rolii bulunmaktadir. Proteaz denilen enzim grubu
ekstraseliiler matriksin yapisini bozar ve kanser hiicrelerinin ¢esitli organlara yayilmasina
ortam hazirlar (Stetler-Stevenson, Aznavoorian ve Liotta, 1993).

Kanser hiicrelerinin karakteristik 0zelliklerinden biri olan normal farklilasma
mekanizmasinin bozulmasi, hiicrelerin apoptoz yetenegini kaybetmesi gibi 6nemli bir
sorunun gelisimiyle paralel bir sekilde ilerlemektedir. Normal hiicrelerde meydana gelen
mutasyonlar sonucunda olusan ve tamir edilemeyen hasarlar hiicrenin apoptoz olarak
isimlendirilen kontrollii 6liimiine yol agar. Kanserli hiicreler apoptozis yoluyla elimine

edilmeden kontrolsiiz ¢ogalmalarini siirdiiriirler (Keeton ve Gould 2003).

Tirkiye’de yaygin olmasi, sakatlik ve Oliimleri beraberinde getirmesi sonucunda
ekonomik ag¢idan ulusal bir yiikk olan kanser, oncelikli ve 6nemli bir halk sagligi

problemidir (Akdur, 1993).

Kanser hiicreleri meydana geldigi organ ve mikroskop altinda patolojik olarak
incelenmelerine gore smiflara ayrilirlar. Cesitli tiplerde olusabilen kanserlerin biiyiime,
boliinme ve yayilma bigimleri hizlariyla dogru orantili olacak sekilde farklilik gosterir.
Bu farkliliklarin hastaligin tedaviye verdigi cevabi da etkilemesi goz Oniinde

bulundurularak kanser tiiriine 6zgii tedavi yontemleri uygulanir (Kutluk ve Kars, 1992).

Kanser gelisimi tespit edilen doku morfolojik olarak bariz degisiklikler gosterir. Bu

degisiklikler arasinda hiicre niikleusunda goriilen say1 ve sekil degisiklikleri, artmus hiicre



sayis1, dokularin karakteristik goriiniimiinii kaybetmesi, doku yapismnin bozularak

smirlarinin belirsizlesmesi sayilabilir (Keeton ve Gould, 2003).

Genetik agidan bakildigi zaman kanserlerin %1 oraninda genler yoluyla aktarildigi
bilinmektedir. Genetik aktarim yoluyla meydana gelen tiirler genelde ¢ocukluk ¢aginda
gelisen kanserleri ifade etmektedir (Sharon ve Ephrat, 2003). Bu oranin disinda kalan
%99’luk dilimde ise cevresel risk faktorleri olarak adlandirilan insanlarin giinlik
yasamlaridaki ¢calisma kosullari, beslenme aligkanliklari, maruz kaldiklari radyasyon ve

kanserojen maddeler yer almaktadir (Oylar ve Tekin, 2011).

Kanser olusumunun risk faktorleri arasinda ilerleyen yas, alkol ve sigara kullanimu,
obezite, fiziksel aktivitelerden yoksun bir yasam tarzi, UV veya iyonize radyasyona
maruziyet, ailede kanser dykiisii, hormonal veya farkl rahatsizliklar i¢in kullanilan bir
takim ilaglar, baz1 bakteri ve viriisler gosterilebilir (Ata, 2005). Kanser, tiim diinyada
hizla artan 6liim nedenleri arasinda yer alan bir hastaliktir. Bu hastali§in obez bireylerde
goriilme siklig1 son on yilda artis gostermektedir. Obezitenin kanserle dogrudan bir iligki
kurdugunu gosteren calismalar mevcuttur ve her sene yaklasik 90.000’den fazla
meydana gelen kanser sebepli Oliimler asir1 kilodan kaynaklanmaktadir (Kwan ve

digerleri, 2017).

2.2. Prostat

Prostat, erkeklerde ortalama kestane boyutlarinda iiretrayr ¢evreleyen bir organdir.
Prostat viicudun sekonder seks organlarindan biri olmasinin yaninda bir dis salgi bezidir.
Prostatik sekresyon hafif asidik yapida olup spermin akiskanligini artirarak fertiliteyi
kolaylastirir (Kendi, 1980). Insan prostat epiteli, epitel hiicreleri ve stromal hiicreler
olmak tizere iki 6onemli hiicresel boliimden olusmaktadir(Mammadov 2018). Normal
prostat gelisimi i¢in androjenler gereklidir. Androjenlerin prostat epitel hiicreleri
tizerindeki dogrudan etkisi, terminal farklilasmasini indiiklemektir. Bununla birlikte,
androjenler ayni1 zamanda, epitel hiicre proliferasyonunu uyararak bitisik stromal
hiicrelerde biiylime faktorlerinin uyarilmas: yoluyla da prostat epiteli iizerinde dolayh

etkilere sahiptir (Lee, Akin-Olugbade ve Kirschenbaum, 2011).



Prostatin glandiiler dokusu, iiretranin 'prostatik {iretra' ad1 verilen kismini ¢evreler. Anne
karninda biliylime esnasinda, prostat olusumu igin, epitel doku iiretral duvardan
mezenkime dogru uzanir. Bu dokular uzar, dallanir ve keseciklerle biten bir ag halini alir.
Prostat bezi salgilary, iiretral duvara agilan kanallar araciligiyla iiretraya akar (Joseph,

Turco, Vezina ve Strand, 2021).

Prostat, tabani yukar1 dogru piramit seklinde bir ekzokrin bezdir . Prostatin bolgesel
anatomisi ilk defa 60'larda tanimlanmistir, ancak anatomik uygulamada terimlerin
kullanim1 80'lerde tanimlanmistir. Prostat dort bolgeden olusur: merkezi bolge, gecis
bolgesi (TZ), periferik bolge (PZ) ve fibro-kas yapisi (Sekil 2.3.). Prostat
timorlerinin -~ %70'i periferik bolge iginde yer aldigindan PZ ve TZ anahtar
yapilardir. Bunun aksine iyi huylu hipertrofi (BPH) ¢ogunlukla yasla birlikte biiyliyen

gecis bolgesinde meydana gelir (Betrouni, lancu, Puech, Mordon, ve Makni, 2012).

Ejakiilasyon kanal

TZ Sinini

Arka yiizey

Uretra

Sekil 2. 3. Prostat anatomik yapis1 (TZ: ge¢is bolgesi, PZ: periferik bolge, AFMS: anterior
fibromiiskiiler stroma) (Betrouni ve digerleri, 2012).
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2.3. Prostat Kanseri

1817 yilinda Ingiliz anatomist ve cerrah olan Langstaff prostatta malign biiyiime gdsteren
birkag vaka tespit ederek, ilk prostat kanseri vakalarini yayilamistir. Ortaya koydugu bu
biiylimelere ise “fungus haematodes” adimi vermistir (Kendi 1980). Prostat kanseri, bat1
iilkelerinin birgogunda erkekler arasinda en sik teshis edilen kanser tiiriidiir (Parkin,
Whelan, Ferlay, Raymond ve Young, 1997). Prostat karsinojenezi, prostat epitelinin
kontrolsliz ¢ogalmasi, lokalize olmus tiimoriin, ilerlemis ve metastatik hastaliga
kademeli olarak doniisiimii ile karakterize bir durumdur (Nelson, De Marzo ve Isaacs,
2003).

Prostat kanseri, klinik seyri acisindan heterojen bir kanser tiiriidiir. Baz1 hastalarda
olimcil ve hizli olarak seyrederken, bazilarinda ¢ok yavas veya klinik olarak anlamli
hastalik haline gelmeden devam etmektedir. Bu hasta gruplari i¢in risk faktorleri de
degiskenlik gostermektedir (Mammadov, 2018). Genel olarak bakildiginda prostat
kanseri yavas ilerleyen bir hastaliktir ve kiside hayati bir tehdit olusturmaz, bunun disinda
kisa siire iginde hizla ilerleme gostererek yasami ciddi yonden etkileyen tiirlerde
mevcuttur (Basaran, 2008). Yas arttik¢a prostat kanseri goriilme sikligida artmaktadir.
PSA’nin kanser taramasi olarak kullanima girdigi 1987 yilindan itibaren, prostat kanseri
tanisinda ciddi oranda artis goriilmektedir. Migrasyonla ilgili caligmalarla da bu durum
ortaya konulmustur (Pernar, Ebot, Wilson ve Mucci, 2018). Avrupa randomize prostat
kanseri taramasi (ERSPC) sirasinda erken teshisle prostat kanserinden kaynaklanan
Olimlerin biiyilk oranda azaltildig1 ifade edilmistir. Bu taramalarda prostat spesifik
antijen (PSA)’nin erken teshiste 6nemli bir rol oynayabilecegi gosterilmistir. Bunun yani1
sira, PSA’nin tek basma degerlendirilmesinin 6nemsiz olarak degerlendirilen bazi

durumlara neden oldugu distiniilmektedir (Fenton ve digerleri, 2018).

Prostat kanseri Avrupa ve ABD’ de 50 yas listii erkekler arasinda en sik goriilen kanserdir.
Prostat kanserine bagli olarak diinyada yilda ortalama 1.1 milyon yeni vaka ve 300.000
olim gorilmektedir (Ferlay, 2015). Her y1l i¢in Avrupa’ da 225.000 ve ABD’ de 240.000
yeni vakadan sorumludur (Ozen ve Tiirkeri, 2007). Asya gibi diisiik riskli bolgeden,
Amerika gibi yiiksek riskli bolgeye go¢ eden insanlarda gog ettikleri iilkeye gore prostat


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/%28SICI%291097-0215%2820000101%2985%3A1%3C60%3A%3AAID-IJC11%3E3.0.CO%3B2-B#bib27

kanseri insidans1 ve mortalitesi azalmis olmasina ragmen kendi iilkelerine kiyasla arttig1
goriilmiistiir (Pernar ve digerleri, 2018). Prostat kanseri iilkemizde erkekler arasinda en
stk goriilen kanserler arasinda ikinci sirada bulunmaktadir (Yilmaz ve Sarikaya, 2017).
T.C. Saglik Bakanligi, Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Kanser Daire Baskanligi, 40 yasini
doldurmus ve ailesel prostat kanseri gegmisi bulunan erkekler ile 50 yasini gegmis ve aile
Oykiisii olmayan erkeklerde hastaligin tedavisini kolaylastiran erken tani amaciyla
kisilerin bir iiroloji uzmanina yonlendirilmesini Onermektedir (“Halk Saghgi Genel

Midirligi [HSGM] Prostat kanseri”, 2021).

Lung
34 207 (25.8%)
Other cancers
48 513 (36.5%)
Stomach Prostate
8187 (6.2%) 19 444 (14.6%)
Bladder Colorectum
10 476 (7.9%) 11 989 (9%)

Total: 132 816

Sekil 2. 4. 2020 yi1linda Tiirkiye’de her yastan erkekler icin vaka sayilari. (GLOBOCAN,
2020).

Prostat kanserinin sebepleri ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapiliyor olmasina ragmen bu konu
hakkinda net bir bilgi bulunamamistir. Hastaligin goriilmesinde cevresel ve genetik
faktorlerin etkili oldugu diisiiniilmektedir (Gann, 2002). Yasam tarzi, sigara ve alkol
kullanimi diyet gibi faktorler de riski arttirmaktadir (Pernar ve digerleri, 2018). Prostat
kanserinin toplumda goriilme siklig1 yasa bagl olarak artmaktadir. Ozellikle 50 yasmn
istiindeki erkek bireylerde goriilme siklig1 ve hastaliga bagli 6liim oraninin daha ytiksek
oldugu belirlenmistir (Bostwick ve ark, 2004). Prostat kanseri olusumunda diyetinde

onemli oldugunu ortaya koyan bazi ¢aligmalar yliksek oranda yag igeren besinlerin ve

10



kirmizi1 et tiiketiminin prostat kanserinin gelismesine katki sagladigini 6ne siirmektedir

(Sebastiano ve Mourtzakis, 2014; Story, Hopp, Meier, Begun ve Lawson, 1993).

Prostat kanserinin goriilme sikliginda en etkili faktorlerin basinda genetik faktorlerin
geldigi bilinmektedir ve yapilan caligmalarla genetik yatkinligi olan kisilerde prostat
kanseri goriilme sikliginin yiiksek oranda oldugu belirlenmistir. Genetik faktorlerin,
prostat kanserinin olusumunda %40 civarlarinda etkili oldugu tespit edilmistir. Prostat
kanserinde tanimlanan genlerin sayis1 arastirmalarla beraber artis gostermektedir ve
belirlenen vakalarin %5-10’una major genlerin sebep oldugu ortaya konulmustur (Gtines,
Bagc1 ve Sarikaya, 2003). Bununla beraber yapilan arastirmalarla prostat kanseri tanisi

konulan hastalarin ortalama %18’inde aile dykiisiiniin oldugu gézlenmistir (Aksel, 2017).

Kontrol grubuna gore degerlendirildiginde risk, birinci dereceden akrabalik bagi bulunan
prostat kanserli kisilerde iki kat, ikinci dereceden akrabaligi bulunan prostat kanserli
kisilerde ise bes kat artmaktadir. Bu yatkinlik risk oranmin yiiksek olmasiin yani sira
erken yasta prostat kanserine yakalanma olasiligininda %5-10 oraninda oldugu
belirlenmistir. Prostat kanserinin 55 yas Oncesi tan1 konulan erken donem vakalarinin
%40’ min genetik bir bozukluktan kaynaklandig: diistiniilmektedir (Glines ve digerleri,
2003). Yapilan bazi ¢aligmalarda, ailesinde kanser ge¢misi olan kisilerde bazi kromozon
hasarlarmin prostat kanserine neden olabilecegi gézlenmistir. Bu durumun 6zellikle 7p,
79, 8q, Xq, 8p, 10qg, 13q ve 16 kromozom bdlgeleri ile baglantili oldugu ortaya
koyulmustur (Rubin ve De Marzo, 2004). Arastirmalara gore prostat kanserinde p53 gen
mutasyonlari, bez ile sinirli kalan tiimorlerden daha ¢ok kemik metastazi olan olgularda
goriilmektedir. Metastaz potansiyeliyle iliskili olan diger bir durum ise E-cadherin
geninin  ekspresyonunun azalmasi oldugu Dbelirlenmistir (Visakorpi, Hyytinen,

Kallioniemi, Isola, Kallioniemi, 1994).

Prostat kanserinin goriilme nedenleri arasinda farkli durumlar da yer alir. Viicudun bazi
dis ve i¢ g¢evresel kaynakli uyarici faktorlere karsi inflamasiyon olusumuyla tepki
gostermesi ile dokularin fizyolojik islevini siirdiirdigii gozlemlenmistir. Doku
fizyolojisinin diizenlenmedigi durumlarda hemostaz bozulmaktadir. Bunun sonucunda

mast hiicreleri ve makrofajlar, biyoaktif uyaranlar olarak bilinen ROS, kemokinler,

11



sitokinler gibi gruplart serbest birakir (Visser, Eichten ve Coussens, 2006).
Enflamasyonun kronik bir hale gelmesiyle kanser ve ¢ok sayida hastaligin meydana
geldigi gozlenmektedir. Yapilan calismalar sonucunda ozellikle kanser gelisiminin
kronik inflamasyonla giiclii bir baglantis1 oldugu anlagilmistir. Prostatta ve cesitli
organlarda gergeklesen tiimor olusumunu destekleyen durumlardan birinin hiicre

yaslanmasi ve DNA hasarindan kaynaklandig1 ortaya konulmustur (Yildirim, 2019).

Bazi1 kanser tiirlerinde goriilen enfeksiyon kaynakli etiyolojinin prostat kanseri iginde
gecerli olduguna dair bazi ¢aligmalar mevcuttur. Mikrobiyolojik ajanlar i¢inde prostat
kanserine neden oldugu One siirlilen agik bir kanit olmasa da enflamatuar olusum
stirecinin bu kanser tiirline neden oldugu yapilan bazi ¢aligmalarla gosterilmistir. Bu
durumda prostat enflamasyonu ve prostat kanseri arasinda belirgin bir iligki kurabilmenin
zor oldugu anlagilmistir. Bu durumun nedenlerinden birisi asemptomatik prostat bezi
enfeksiyonunun alman oOrneklerin ve yapilan biyopsilerin biiylik bir kisminda
goriilmesidir. Semptomatik prostat enfeksiyonuna sahip olan kanser vakalar1 erken
donemde tespit edilmektedir. Buna karsilik herhangi bir semptom gostermeyen vakalarda
kanserin varhiginin belirlenememesiyle birlikte kansere sebep olan faktoriinde
anlasilamadigi bildirilmistir. Yapilan bazi arastirmalar sonucunda prostat kanserine
enfeksiyon kaynakli yakalanmadan daha ¢ok cinsel yolla bulagan hastaliklarin neden
oldugu gozlemlenmistir. Tiim veriler 1s18inda son yapilan ¢aligmalar dikkate alindigi
zaman kroniklesen enflamasyonun kanser gelisimi i¢in 6nemli bir risk oldugu

sOylenmektedir (Ttirkeri, 2007).

Prostat dokusunun saglikli olabilmesi i¢in yiiksek ¢inko seviyelerine ihtiyag
duyulmaktadir. Kanser teshisi Konulan dokuda ¢inko seviyelerinde yiiksek oranda bir
azalmanin oldugu goriilmektedir. Prostatin periferik bdlgesinde yer alan saglikli
hiicrelerde yiiksek cinko seviyelerinin yani sira sitrat seviyelerinin de yliksek oldugu
belirlenmistir. Hiicre i¢i ¢inko seviyelerinin azalmasinin hiicrelerde kontrolsiiz biiylimeye
sebep olabilecegi saptanmistir. Bu durumun yapilan arastirmalarla ¢inkonun proapoptotik
etkisinin azalmasindan kaynaklandigi belirlenmistir. Hiicre iginde ¢inko tasiyici
proteinler tarafindan ¢inko hemostazi belirli bir diizende tutulmaktadir (Franz ve

digerleri, 2013).
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Sinir sistemininde prostat islevini diizenlemede ve kanser olusumunu engellemede
belirgin bir etkisinin oldugu belirlenmistir. Sinirler protein sentezi, gen ekspresyonu,
metabolizma dengesi gibi pek ¢ok hiicresel fonksiyondan sorumludur. Bu diizenlemeler
prostat kanseri i¢in olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Sinir fonksiyonlarinin yasa bagli
olarak bir donem artt1g1 ve sonrasinda kademeli olarak azaldig1 bilinmektedir. Prostat
kanserine neden olan tiimdér ve cevresinde yer alan sinirlerin birbiriyle etkilesimi
sonucunda kanserin ilerlemesinin olast bir durum oldugunu gosteren bazi ¢aligmalar
mevcuttur. Buna karsilik tiimor c¢evresinde yer alan sinirleri hedefleyen norotoksin
uygulamalariin ana tedaviye gegcmeden once uygulanabilir olmasi diistiniilmektedir. Bu
uygulamanin yapildig1 bazi calismalarda sinir inhibisyonu ile kanser hiicrelerinde

apoptoz oraninda bir artig oldugu goriilmektedir (Coarfa ve digerleri, 2017).

2.3.1. Prostat Kanseri Belirti ve Bulgular

Genelde prostat kanseri baglangi¢c doneminde asemptomatik olarak ilerlemektedir. Bunun
sebebi olarak kanserin prostatin iiretradan uzak olan periferik bélgesinde meydana geldigi
ve bu bolgede belirli bir biiyiikliige ulasana kadar belirti vermedigi belirlenmistir. Prostat
kanserinin ilerleme siirecinde gozlenen belirtiler incelendigi zaman genel olarak ayni
durumlarin meydana geldigi gozlenmistir. Prostat kanserinin iiretra i¢cine dogru biiylimesi
ile idrara baglama sirasinda giigliik, idrarda kesiklik veya idrar akim hizinda azalma gibi
baz1 bosaltim problemleri goriiliir. Bu kanserin ilerleyen evrelerinde rektum invazyonu

gbozlemlenebilir.

Lokal olarak yayilan prostat kanserlerinde tek tarafli veya ¢ift tarafli bogiir agrisi, viicutta
genel olarak 6dem, pulmoner 6dem, hipokalsemi, aniiri, hiponatremi, hiperiirisemi,
obstriiktif tiropati gibi farkli belirtilerin ortaya ¢iktigi belirlenmistir. Bu belirtilerin bir
kaci ileri evrelerde gozlenen durumlardandir. Prostat kanserinin ortaya ¢ikarilmasi genel
olarak 5 farkli klinik tabloyla agiklanabilir. Bunlar; toplum taramasi sirasinda, herhangi
bir iiriner sikayet sebebiyle yapilan tetkikler sonucunda, benign prostat hiperplazisi i¢in
yapilan TUR-P sirasinda tesadiifen, metastatik kanserli hastalarin primerinin arastirilmasi

sirasinda ve otopsi sonucunda olarak ifade edilmektedir (Ozen ve Tiirkeri, 2007). Yapilan
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caligmalarla prostat kanserini belirlemede en onemli tan1 yonteminin rektal muayene
oldugu sdylenmistir. 50 yasin iizerinde bulunan her erkekte rutin olarak yapilan rektal
muayene erken sathada gelismekte olan bir prostat kanseri tanist koyma olasigini
artirmaktadir. Bu tedavi sirasinda tiiberkiiloz, prostat tagi, prostatin mantar hastaliklar1
gibi bazi farkli rahatsizliklar prostatta nodiiler degiskenliklere neden olarak karigikliklara
yol acabilir. Rektal muayene sirasinda prostat iizerinde bulunan kanser nodiilii, sert ve
normal prostat dokusundan belirgin bir sinirla ayrilmis, birka¢ cm ¢apinda olarak palpe
edilir. Ileri evrelerde bulunan vakalarda ise bu nodiil sert ve prostatin yiizeyi irregiiledir.
Ileri evrelerde prostat tiimiiyle fikse bir hale gelir. Prostat kanserinin kesin bir sekilde

ayriminin yapilmasi i¢in biyopsi sarttir (Kendi, 1980).

Prostat kanser arastirmasi sirasinda yapilan test sonuglarina gore 6zellikle ileri sathalarda
laboratuvar bulgularinda anemi gozlenir. idrar sedimentinde kirmiz1 ve beyaz kiireler
gbzlenir. Kanda bulunan laktik dehidrogenaz (LDH) ve alkalen fosfataz diizeylerinde
belirgin bir artis gdzlemlenir. Bu iki degerde goriilen artis ile metastaz diizeyleri paralel

bir iliski i¢erisindedir (Kii¢iiksu ve Ruacan, 1978).

Prostat kanserinin belirlenmesinde incelenen degerlerden biri ise prostat spesifik antijen
(PSA) degeridir. PSA prostata 0zgii bir degerdir fakat yalnizca prostat kanserinin
belirlenmesinde kullanilmaz. Serum PSA degeri iyi huylu prostat biiyiimelerinde veya
idrar yolu enfeksiyonlarinda artis gosterebilmektedir (Nadler, Humphrey, Smith,
Catalona ve Ratliff, 1995). PSA seviyelerinin yiiksek bulunmas1 prostat kanseri teshisi
koymak i¢in tek basina yeterli olmasa da biyopsiye ek olarak bagvurulan bir belirtectir.
Hastaligin erken donemde teshis edilerek prostat kanserine bagli mortalitenin azalmasma
olumlu bir etkisi oldugu goézlemlenmistir (Loeb ve Catalona, 2010). PSA testininin
sonucuna bagl olarak ¢ok sayida hasta asemptomatik dénemde belirlenerek radyoterapi,
radikal cerrahi gibi cesitli tedavi ydntemlerine basvurabilmektedir. ileri evrede
tanimlanan vakalarda kanserin lokal olmaktan ¢ikip metastatik evreye ilerledigi
gozlenmektedir. Bu donemde ayn1 zamanda hormon mekanizmalarina etki eden palyatif

yontemler 6n plana ¢ikmaktadir (Hacibekiroglu, Kodaz ve Tiirkmen, 2015).
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2.3.2. Prostat Kanseri Evrelendirme ve Tedavi Yontemleri

Prostat kanseri vakalarmin yaklasik %50’ si saglik kurumuna bagvurduklarinda metastaz
oldugu gozlenir. Prostat kanseri A, B, C ve D olmak iizere 4 evrede incelenmektedir. Evre
A’ da prostat kanseri tesadiifi olarak belirlenir ve herhangi bir semptom gostermez. Evre
B’ de kanser prostat kapsiilii icerisindedir ve herhangi bir metastaz yoktur. Evre C’ de
pelvik lenf bezlerine metastaz olabilir fakat kanser hala prostat kapsiiliindedir. Ayni
zamanda bu evrede serum alkalen fosfat seviyelerinde bir artis belirlenir. Evre D ise ileri
derece prostat kanseri olarak ifade edilmektedir. Prostat kanseri i¢in uygulanacak olan
tedavi yonteminin belirlenmesinde hastanin yasi, hastali§in hangi evrede oldugu ve
kisinin genel saglik durumu goz oniinde bulundurulmaktadir. Erken evrede (A ve B)
teshis edilen prostat kanserlerinde hastanin yas1 70’ in altindaysa mesane boynunun bir
bolimii ve prostat seminal vezikiiller cerrahi yontemle cikarilmaktadir (Kiiciiksu ve
Ruacan, 1978). Hastaligin ileri evrelerinde (C ve D) mortalite oran1 yliksektir. Mortalitesi
yiiksek olan vakalarda radyoterapi, kemoterapi, kastrasyon ve hormon tedavileri bir arada

uygulanmaktadir (Aras, Kadiogh ve Tung, 1989).

Prostat hiicreleri ¢ogalma, gelisme ve fonksiyonlarm siirdiirebilmek i¢in androjenlere
bagimlilik duyar. Bu hiicrelerde bulunan androjenik baglant1 herhangi bir sekilde kesilirse
uyar1 gelismez ve hiicreler apoptoza gider (Walsh, 1975). Prostat kanserinde 1950 li
yillardan beri orisektomi olarak adlandirilan bir yontemle kandaki androjen seviyelerinin
azaltilmasma yonelik ¢alismalar yapilmaktadir. Kimyasal kastrasyon uygulamasi ise
tedavi i¢in yapilan farkli yontemlerden biridir. Pitituar hipotalamus sinyalini hedef alan
liiteinlestirici hormon salan hormon analoglarmmin (LHRH) kullanimi ile androjen iiretimi
engellenmektedir. Bu hormon analoglar1 testosteron doniigiimiinii %95 oraninda
baskilarken, adrenal bez tarafindan iretilen dihidroepiandrojen gibi bazi androjen
onciillerinin baskilanmasinda bir etki gostermemektedir. Bu sonuglara gore tedavi
boyunca androjen blokajin1 saglayabilen ¢esitli bilesikler uygulanmaktadir (Brooke,
Parker ve Bevan, 2008). Standart olarak uygulanan hormon tedavileri dolasimdaki
testosteron diizeylerini cerrahi veya medikal kastrasyon seviyelerinde tutarak, kisinin
yasam seviyesini artirmay1 hedeflemektedir. Tan1 konuldugu zaman metastatik prostat

kanseri bulunan veya tekrarlayan vakalarda androjen deprivasyon tedavisi siklikla
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uygulanmaktadir. Antiandrojenler yapisal olarak steroidal veya non-steroidal olarak
ayrilmaktadir. Non-steroidal antiandrojenler dolasimdaki testosteron diizeylerini
diisiirmediklerinden dolay1 kastrasyonla karsilastirildigi zaman yiiksek bir yasam kalitesi

saglamaktadir (Hacibekiroglu ve digerleri, 2015).

2.4. Dogal Bilesiklerin Prostat Kanseri Uzerindeki Etkisi

Kanserin 6nlenmesi ve tedavi edilmesi sirasinda bazi1 dogal bilesiklere basvurulmaktadir.
Hayvansal ve bitkisel kaynakli ¢ok sayida dogal bilesigin diger tiim kanser tiirlerinde
oldugu gibi prostat kanseri iizerinde de tedavi edici bir etkisinin oldugu ileri
siiriilmektedir. Ozellikle bu dogal bilesiklerin prostat kanser tedavisinde kullanilan farkli
tiirlerde ki ajanlarla kombine bir sekilde uygulanmasimin etkili sonuglar ortaya koydugu
gozlenmistir. Bu uygulama esnasinda asil ama¢ meydana gelen yan etkilerin en az
seviyeye indirilerek kanser tizerindeki etkinligin artirilmasidir. Ayrica dogal bilesiklerin
farmakolojik ajanlarla bir arada kullanilmasinin tek basina uygulamadan daha etkili
sonuglar doguracagi diisiiniilmektedir. Yapilan ¢ok sayida calismada dogal bilesiklerden
elde edilen tedavi yontemlerinin bazi kanser tiirlerini hedef alarak etkili ¢oziimler tirettigi

belirlenmistir (Sauter, 2020).

Ozellikle Asya iilkelerinde geleneksel tip alaninda kullanilan bazi dogal bilesiklerden
elde edilen 6ziitlerin yapilan ¢alismalar sonucunda prostat kanserine karsi segici bir
toksisite olusturdugu goézlenmistir. Kanser hiicrelerini hedef alan bu fitokimyasallarin
tedavi potansiyelini artirmasi son donemlerde umut verici olmustur. Bu fitokimyasal
ajanlarm etki mekanizmalarmin arastirilmasi sonucunda elde edilen bulgular kanser
hiicresinin biiyiimesini ve cogalmasimi baskilayan sinyal yolaklarina etki ettigini ortaya
koymustur. Biiyiime ve ¢ogalmay diizenleyen metabolik yolaklardan P13/ Akt/ mTOR/
siklin-cdk, proinflamatuar etkiyi diizenleyen NF-kB, timor baskilayict p53/Rb,
anjiyogenezi kontrol eden VEGF, metastaz icin WNT/B-katenin gibi kanser gelisiminde
etkisi olan ¢ok sayida mekanizmanmn bu dogal bilesikler yoluyla inhibe edildigi

belirlenmistir (Ghosh, Hazra, Pal, Nelson ve Pal, 2021).
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Apoptoz olay1 programli hiicre 6liimii seklinde tanimlanir ve kanser tedavisi i¢in gerekli
olan ana mekanizmalardan biridir (Hassan, Watari, AbuAlmaaty, Ohba ve Sakuragi,
2014). Yapilan bir g¢aligmada Cin’de alternatif tipta kullanilan bitkisel kdkenli
Auriculasin’in prostat kanserinin lenf nodu metastazi iizerinde DNA par¢alanmasina
neden oldugu gozlenmistir. Ayni zamanda LNCaP hiicre hatti iizerinde yapilan bu
caligmada Auriculasin’in bazi reaktif oksijen tiirlerinin ekspresyonunu artirdig1 ve fazla
eksprese olmasi durumunda apoptozun durmasina neden olan Bcl-2 ekspresyonunu

azalttig1 belirlenmistir (Cho ve digerleri, 2018).

Kansere bagli 6liimlerin biiyiik bir ¢cogunlugunu olusturan metastaz ve ¢evre dokulara
kanser hiicresinin invazyonudur. Metastaz siirecinin baslamasinda ©Onemli olan
admmlardan birinin epitelyal- mezenkimal gecis (EMT) oldugu gézlenmektedir. Yapilan
arastrmalarda dogal bilesiklerden kaynakli bazi tedavi yontemlerinin prostat kanseri
iizerinde anti-metastatik etkileri saptanmistir (Noh ve digerleri, 2019). Prostat kanseri
hastalarinda dogal bilesiklerin aktivitesini ortaya koymak i¢in ¢ok sayida klinik test
uygulanmaktadir. Bu hastaligi kontrol altina almak i¢in fitokimyasallarin kullaniminin
avantajli oldugunu One siiren calismalar mevcuttur. Proliferasyonu engelleyerek
invazyonu Onleyen dogal bilesiklerin gilivenilir olduguna dair kanitlar yapilan

calismalarla ortaya konmustur (Fontana, Raimondi, Marzagalli, Domizio ve Limonta,

2020).

Prostat kanseri iizerinde etkinligi oldugu bildirilen ¢ok sayida dogal bilesigin
kemoterapotik ajanlarla kombinasyonlarmin tedavi i¢cin umut verici bir yOntem
olabilecegini One siiren caligmalar mevcuttur. Bu uygulama i¢in uygulanacak bilesiklerin
toksik olmayan doz seviyelerinin belirlenmesi i¢in ileri diizeyde testlerin ve incelemelerin
yapilmas: gerekmektedir (Bai ve digerleri, 2021). Genel olarak bakildig1 zaman
fitokimyasallarin molekiiler diizeyde hangi mekanizmalara sahip oldugu acik bir sekilde
anlagilamamis olsa da in vivo veya in vitro yontemlerle kanser tiirleri lizerindeki etkinligi
saptanmistir (Edderkaoui ve digerleri, 2013). Dogal bilesikler arasimdan kanser
calismalarinda siklikla incelenen kinonlarmn farkli yapilardan olusan bilesiklerle bir
antitiimor grubu oldugu belirlenmistir. Bu ailede bulunan bilesiklerin kimyasal 6zellikleri

sayesinde hedefledikleri bolgeyle kovalent baglar kurabildigi ve oksidasyon- rediiksiyon
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tepkimelerinde elektron tasiyicisi olarak gorev aldigi tespit edilmistir. Kinonlarin tiim bu
islevlerini kanser hiicrelerinde ger¢eklestirmesi sonucunda toksisiteyi indiikledigi ve
antikanser bir aktivite sagladigi gézlemlenmistir (Bolton, Trush, Penning, Dryhurst ve
Monks, 2000). T1p, biyoloji, kimya gibi farkli alanlarda kullanilabilen kinon ailesinin ¢ok
sayida canli hiicrede bulundugu tespit edilmistir. Hiicre metabolizmasinda etkin bir
gorevi olan bu bilesikler elektron tastyicisi olarak gorev yapmaktadir. Yapilan farkli
calismalarda bu grubun iiyelerinden bazilarinin bakteri ve mantarlar {izerinde etkili

oldugu gosterilmistir (Akar, 2020).

Antibakteriyel, antifungal, antiinflamatuar etkileriyle bitkilerin sekonder metaboliti olan
kinon ailesi naftakinon, benzokinon, antrakinon ve fenantren kinon olarak adlandirilan 4
farkli tipten olugmaktadir. Bu gruptan naftakinonlarn tiim 6zelliklerine ek olarak yapilan
arastirmalarla antikanser etkileri belirlenmistir (Lu ve digerleri, 2013). Kinon sinifina ait
bilesikler arasinda yer alan plumbagin, lapakol, juglon ve K vitamini 1- 4 naftakinon
grubunu olusturmaktadir ve bu bilesiklerin antikanser etkilerinin oldugu yapilan
calismalarla gosterilmistir (Grolig ve Wagner, 2005). Kinon tilirevlerinden olan 1-4
naftakinonlar DNA topoizomeraz Il enzimini inhibe ederek kanser hiicreleri iizerinde
sitotoksik bir etki gostermektedir. Bu agidan 1-4 naftakinonlar klinikte solid kanser
tedavisi i¢in kullanilmaktadir (Akar, 2020).

2.4.1. Juglon

Juglon (5 hidroksi, 1-4 naftakinon), J. cinerea, J. regia, J. nigra gibi Juglandaceae
familyasma ait aga¢larin yaprak, kok ve govde gibi farkli kisimlarinda bulunan bir
naftakinon tiirevidir. Yapilan caligmalarla juglonun antiviral, antibakteriyel ve antifungal

etkilerine ek olarak antikanser etkisi de bulunan dogal bir bilesik oldugu saptanmistir

(Babula, Adam, Kizek, Sladky ve Havel, 2009) (Sekil 2.5.)
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Sekil 2. 5. Juglonun Kimyasal Yapis1 (Bayram ve digerleri, 2019).

Juglonun antifungal etkilerinin arastirildig1 bir ¢calismada Juglans regia’dan elde edilen
metanolik ekstraktin oral kandidiyaz {izerinde etkili sonuglar meydana getirdigi
gozlenmistir. Juglonun antidiyabetik Ozelliginin olduguna dair bazi ¢alismalarda
mevcuttur. Bu antidiyabetik etkinin arkasinda yer alan mekanizmanin juglonun
pankreasm B- hiicrelerini taklit ederek insiilin salinimini artirmasi veya insiiline olan
duyarhiligi artirmasi gibi etkilerinin oldugu disiiniilmektedir (Gupta, Behl ve

Panichayupakarananb, 2019).

Kinon tiirevlerinden biri olan juglonun redoks tepkimelerinde rol alarak prooksidan bir
ozellik gosterdigi belirtilmistir. Kanser hiicrelerinde reaktif oksijen tiirevlerinin
iretilmesini saglayan bu organik bilesigin kanser tedavisinde etkili olabilecegi
diistiniilmektedir. Juglonun hiicre lizerindeki toksik etkilerini ortaya koymak i¢in yapilan
cok sayida calisma mevcuttur. Yapilan arastirmalar sonucunda juglonun sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin hiicre zar1 hasari, oksidatif hasarin indiiklenmesi, nekrotik ve
apoptotik hiicre 6liimii olarak belirlenmistir (Ahmad ve Suzuki, 2019). HCT-15 kolon

karsinomu hiicre hatti tizerinde yapilan bir ¢aligmada juglonun hiicre dongiisiiniin S fazini
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bloke ederek hiicre biiylimesini inhibe ettigi gozlenmistir (Kamei, Koide, Kojima,
Hashimoto ve Hasegawa, 1998). Prostat hiicre hatti olan LNCaP {izerinde yapilan bir
caligmada juglonun kaspaz-3, kaspaz-9 aktivasyonu ve mitokondriyel disfonksiyon ile
iliskili olarak apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Xu, Yu, Qu ve Sui, 2013). Juglonun
p53 protein seviyelerini azalttigi, DNA hasarmi uyardigi ve hiicre 6liimiini indiikledigi
yapilan arastirmalarla ortaya konulmustur. Losemi hiicreleri lizerinde yapilan bir
calismada juglonun neden oldugu apoptoz ROS seviyelerinde goriilen artisla
iliskilendirilmistir. Ayrica juglonun artan dozlarinda hiicre ici GSH seviyelerini
diistirerek hiicre i¢cindeki redoks tepkimelerini bozdugu ve bu sekilde apoptozu artirdig:
belirlenmistir (Xu ve digerleri, 2012). Juglonun hiicre dongiisii kontrol mekanizmasinda
onemli bir rolii olan ve ¢ok sayida kanser tiiriinde yiiksek oranda ifade edildigi bilinen
Pinl iizerinde inhibitér etkisi oldugu bilinmektedir Ayni zamanda Pinl kanser
tedavisinde kemoterapotik ilaglari hedeflerinden biridir (Fila, Metz ve Van Der Sluijs,
2008).

Omurga ve beynin glial hiicrelerinde goriilen bir tiimér tiirii olan glioma malign beyin
timorlerinin biiyiik bir kismini olusturmaktadir. Yapilan ¢aligmalar peptidyl-prolyl cis-
trans izomeraz olarak bilinen Pinl’in gliomada asmr1 bir sekilde eksprese oldugunu
gostermektedir. Juglonun U251 glioma hiicre hattinda yapilan ¢aligmalar1 sonucunda
Pinl’ i inhibitorii olarak gorev yaptigi ve anjiyongenezi baskilayarak tiimor hiicreleri
iizerinde antikanser etki gosterdigi gozlemlenmistir (Wang, Liu, Wang ve Sun, 2017).
Ca Ski ve HeLa hiicre hatlar1 iizerinde yapilan toksisite ¢alismalarinda juglonun hiicre
proliferasyonunu biiyiik 6l¢iide azalttig1 gozlemlenmistir. Ayrica yine bu ¢alismada Pinl’
1 spesifik olarak inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi belirlenmistir. Servikal kanserler
tizerinde sitotoksik etkisi belirlenen juglonun sinyal yolaklar1 {tizerindeki etki
mekanizmasi i¢in ileri seviyede arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun disinda
yapilan bazi ¢aligmalarla juglonun SGC-7901 (mide kanseri), LNCaP (prostat kanseri),
MDA-MB-435 (melanom) gibi hiicre hatlarinda in-vitro sitotoksik etkileri belirlenmistir.
Ortaya konulan veriler 15181nda juglonun ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisi i¢in yeni bir ilag
potansiyeli tagidigi ileri siirilmektedir (Zhao ve digerleri, 2019). MIA Paca-2 (KRAS
mutasyonlu pankreas kanseri) hiicre hattinda juglonun apoptotik ve antiproliferatif
etkilerinin incelendigi bir c¢alismada hiicre proliferasyonunun oldukca azaldigi ve

apoptozun indiiklendigi belirlenmistir. Ayrica juglon ile muamele edilen hiicrelerin
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koloni olusturma yeteneklerinin kontrol grubuna gore acik¢a azaldigi gozlenmistir.
Juglonun dogal bir bilesik olan Timokinon ile kombinasyonunda diisiik
konsantrasyonlarinda sinerjitik etkinin beklendigi gibi yiiksek olmadig1 belirlenmistir. Bu
sinerjitik etkinin dozlarin yiikselmesine bagli olarak etkinligini artirarak kanser
hiicrelerini yok etmeye basladig1 belirlenmistir (Karki, Aggarwal, Laine, Greenway ve

Losso, 2020).

B16F1 melanom hiicrelerinin kullanildig1 bir ¢alismada kanser hiicrelerinin juglon
araciligiyla radyasyona karsi duyarliliginin artirilmas: hedeflenmistir. Bu calismada
melanom hiicreleri bir saat boyunca 5 UM juglon ¢ozeltisi ile muamele edildikten sonra
1, 3, 6 ve 8 Gray radyasyona maruz birakilmistir. Klonojenik test yontemi ile koloni
olusturabilme yeteneklerinin 6l¢iildiigli deney sonucunda yalnizca radyasyona maruz
kalan kontrol grubuyla kiyaslama yapilarak hiicre sag kaliminda doza bagli olarak azalma

oldugu gozlemlenmistir (Aithal, Kumar, Rao, Udupa ve Rao, 2012).

Juglonun prostat kanser hiicreleri lizerinde canlilig1 azalttigina dair elde edilen bulgularin
apoptozla iliskili olup olmadigini arastirmak i¢in yapilan bir galismada DNA’nin Hoechst
33342 boyama ile goriintiilenmesi saglanmistir. Boyama sonrasinda inceleme ile kontrol
grubuna gore juglonla muamele edilen hiicrelerde niikleer yogunlagma, hiicre
boyutlarinda kiigiilme ve bazi morfolojik degisiklikler oldugu ortaya konulmustur.
Apoptoz diizeyini belirlemek i¢in yapilan Annexin V boyama yonteminde, 24 saat
boyunca juglonla muamele edilen hiicrelerde doza baglh olarak belirgin bir artis

gbzlenmistir (Xu ve digerleri, 2013).

Prostat kanserinin ilerlemesinde ve metastazinda EMT biiyiik bir rol oynamaktadir. Giiglii
sitotoksik etkilere sahip oldugu diisiiniilen juglonun prostat kanseri lizerinde anti-EMT
etkisinin belirlenmesi ve bunun altinda yatan mekanizmanin ortaya konulmasi i¢in
yapilan bir arastrmada Western Blot analizi uygulanmistir. Bu analizden elde edilen
sonuglarda juglonun bir adezyon molekiilii olan E-cadherin ekspresyonunu artirdigi ve
vimentin, N-cadherin gibi mezenkimal biyomarker seviyelerini doz artigina bagl olarak
azalttig1 gézlemlenmistir (Fang ve digerleri, 2013). PC3 ve DU145 prostat kanseri hiicre

hatlarinda juglonun sitotoksik etkilerinin arastirilmasi sonucunda proliferasyonu énemli
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olclide azaltt1g1 goriilmiistiir. Kanser hiicrelerinde yapilan aragtirmalarla juglonun DNA,
RNA ve protein sentezi gibi hiicre canliliginda etkili mekanizmalarin aktivitesini inhibe
ettigi belirlenmistir. Juglonun ayni zamanda kanser kok hiicrelerinde kaspaz-9 aktivitesini
artirarak apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Mahdavi, Azadbakht, Vahdati, Shokrzadeh
ve Farhadi, 2019).

2.5. 5-Fluorouracil

Prostat kanserinin ileri evrelerinde genelde hormonal tedavi yontemleri kullanilmaktadir.
Hormon bagimli hiicrelerde androjen blokaji uygulamasi apoptoz yoluyla basarili
sonuclar elde edilmesini saglamaktadir. Kemoterapi yontemi prostat kanserine farkli
hastaliklarin da eslik ettigi ve yasam beklentisinin 6- 12 ay araliginda olan vakalara
uygulanmaktadir. Prostat kanserinde sitotoksik etki gdsteren ajanlardan olan sisplatin,
karboplatin, paklitaksel ve 5-fluorouracil kullanilmaktadir (Wang ve Waxman, 2000).
Metastatik prostat kanserinde hastaligin neden oldugu semptomlarla birlikte uygulanan
tedaviden kaynaklanan yan etkilerin gz oniinde bulundurularak tedavinin dikkatli bir

sekilde planlanmas1 gerektigi diisiiniilmektedir (Bitkin ve digerleri, 2013).

Kanser tedavisinde wuygulanan sitotoksik ilaglarin antikanser etkileri kanser
hiicrelerindeki metabolik yolaklarin ve kanser hiicresine 6zgii olan yapinin bozulmasi
olarak belirlenmistir. Bu ilaglar kanser hiicresine farkli yollardan etki eden
antimetabolitler (5- florourasil ve metotreksat), alkilleyici ajanlar (sisplatin,
siklofosfamit), tubulin aktif ajanlar (paklitaksel, vinkristin) olarak gruplandirilmaktadir.
In vivo ve in vitro olarak yapilan arastirmalar sonucunda bu ilaglarm hiicre ici ROS
iiretimine neden olduklar1 g6zlemlenmistir. Antineoplastik ilaglar kanser hiicresinin yani
sira tim sistemde ROS olusumunu artirarak ¢esitli yan etkilere sebep olmaktadir

(Sabuncuoglu ve Ozgiines, 2011).

Akciger, kolon, meme, bas ve boyun kanserleri gibi kat1 tlimorlerin tedavisinde farkl
kemoterapi ilaglartyla kombine bir sekilde kullanilmakta olan 5-Florourasil florlanmis bir
pirimidin analogudur (Cordier ve digerleri, 2011) (Sekil 2.6.). Urasil analogu olan bu

anti-metabolit hiicre igine urasilin tasima mekanizmasi ile girmektedir. Hiicre iginde 5-
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FU’nun aktif metabolitleri olan Floro deoksi {iridin monofosfat(FdAUMP), floro {iriidin
trifosfat (FUTP) ve floro deoksi iiridin trifosfat (FAUTP)’a doniistiiriilerek timidilat
sentaz aktivitesinin ve RNA sentezinin inhibisyonuna neden olan bu bilesik ayn1 zamanda
hiicre dongiisiiniin sentez basamagi olan S fazini durdurarak DNA hasarina neden
olmaktadir. 5-FU’nun kanser hiicreleri tizerinde DNA hasarina neden oldugu ve hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigini gosteren farkli ¢alismalar mevcuttur (Aybek, Agca ve
Ciftei, 2020).

F

N

HN NH

O

Sekil 2. 6. 5- Florourasil’in Kimyasal Yapist (Gomez, Medina, Martinez, Gonzalez ve
Bravo, 2018).

5-FU metabolitlerinin DNA’ya baglanarak timin sentezini inhibe etmesi ile olusan hasar
yalnizca kanser hiicrelerini degil ayn1 zamanda saglikli hiicreleri de olumsuz yonde
etkileyerek ciddi toksik etkilere neden oldugu bilinmektedir (Yun Liu ve digerleri, 2018).
MCF7 hiicre hatt1 tizerinde yapilan bir ¢calismada 5-FU ile 48 saat boyunca muamele

edilen hiicrelerde proliferasyonun oOnemli 06lgiide inhibe edildigi MTT testi ile
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gosterilmistir. 5-FU 50 yildan fazla bir stiredir gelistirilmis olan kemoterapdtik ajandir ve
hem tek basina hem de farkli ajanlarla ¢esitli kanser tedavilerinde uygulanmaktadir (Hua

Ge ve digerleri, 2014).

PC3 prostat kanser hiicre hatti iizerinde yapilan bir g¢alismada 5-FU/ Rutin
kombinasyonunun hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, Bel-2 aktivitesini diisiirerek
apoptuzu indiikledigi ve tiimor baskilayict pS3°i aktive ettigi belirlenmistir. Elde edilen
sonuclar bu kombinasyonun 5-FU’nun etkinligini artirmasinin yani sira ayni1 zamanda

ilaca ihtiyac¢ duyulan dozlar1 da azalttigini1 gostermektedir

Kanser tedavisinde kemoterapi ajanlarinin ve antioksidan etkiye sahip olan dogal
bilesiklerin kombine bir sekilde uygulanmasi sonucunda sinerjitik bir etki olusarak
apoptozun uyarilmasinin, metastaz, invazyon ve proliferasyonun inhibe edilmesinin
saglanacag1 diisiiniilmektedir. Bitkisel kaynakli bilesiklerle kemoterapdtik ajanlarin
kombine tedavisi ile ila¢ direncinin olugmasi ve ilacin yan etkilerinin azaltilmasi

saglanabilir. (Satari, Amini, Raeisi, Lemoigne ve Hiedarian, 2019).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢aligmada dogal bir bilesik olan juglon ve kemoterapétik bir ajan olan 5-Florourasil’in
sitotoksik etkileri LNCaP ve PC3 insan prostat kanseri hiicre hatlarinda XTT testi
kullanilarak belirlenmistir. Bu bilesiklerin olusturdugu DNA hasar1 komet test
yontemiyle aragtirilmigtir. Annexin V yontemi kullanilarak hiicre 6liim mekanizmalari,
ROS

testi ile hiicre Olimiine yol agan reaktif oksijen tiirevlerinin seviyesi

degerlendirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda tiim testler juglon ve 5-FU i¢in ayr1 ayr1 ve

iki maddenin kombinasyonlar1 seklinde arastirilmistir.

3.1. Kullanilan Ekipmanlar ve Sarf Malzemeler

Cizelge 3. 1. Caligmalarda kullanilan ekipmanlar

Ekipman Marka/Model
Sogutmali santrifiij SIGMA-2-16PK
Laminar akim kabini BERNER

Hassas terazi

SHIMADZU-AUW220D

Kaba terazi

RADWAG-WTB2000

Pastor firmi

Elektro.mag-M3025P

Invert mikroskop

SOIF

Floresan mikroskop

NIKON-ECLIPSE 80i

Isik mikroskobu

NIKON-ECLIPSE E100

Komet yazilimi

Kameram 21

Elektroforez gii¢c kaynagi

PegLab-Regpower 300

Elektroforez tanki Cleaver Scientific
Mikroplaka okuyucu Bio Tek, ELx800 U.S.A
Azot tanki INT. CRYOGENICS - IC 20R
Ph metre HANNA — HI 221

+4 buzdolab1 REGAL

Manyetik Karistirict ISOTEX

-20 derin dondurucu ALASKA — ADF 06 V

-80 derin dondurucu ELCOLD

Karistirici-1sitici M TOPS MS300HS

Hiicre sayim cihazi CEDEX XS

Distile su cihazi MP MINI PURE — DEST UP
Su banyosu NUVEBATH NBS
Fluoroskan Ascent FL Microplaka | Thermo Scientific

Muse cell analyzer Luminex

CO; Inkiibator Panasonic
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Cizelge 3. 2. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzeme

Firma/ Katalog No

Serolojik pipet

COSTAR

Serolojik pipet tabancasi

BIOHIT-MIDI PLUS/ Dragon MED Levo
plus

Steril 15 mI’lik tiipler

ISOLAB

Steril flasklar (T-12,5, T-25 ve T-75)

NEST BIOTECHNOLOGY

RPMI-1640 (500 ml)

PAN BIOTECH/ P04-22100

Penisilin-Streptomisin

SIGMA/ P0781

L-Glutamin (100 ml)

SIGMA/ RNBB4386

Fetal-Bovine serum

PANBIOTECH/ P30-1985

Sodyum piriivat (100 ml)

PANBIOTECH/ P04-43100

EDTA disodium salt

CARLO ERBA/ 303201

DPBS PANBIOTECH/ P04-36500
Etanol MERCK

NaCl MERCK/ 7647-14-5

NaOH SIGMA/ S8045-1 KG
Triton X-100 GERBU/ 34021300

Lowmelting Agaroz

SIGMA/ A9414-25G

Normal Agaroz

SIGMA/ A9539-100G

DMSO MERCK/ K39661843
Tripsin-EDTA GIBCO/ 1304898
DCFH-DA Sigma

Hiicre proliferasyon kiti

BIOLOGICAL INDUSTRIES/1548576
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3.2. Kullanilan Hiicre Hatlan

Bu ¢aligmada LNCaP insan prostat kanseri lenf metastazi ve PC3 insan prostat kanseri

kemik metastazi hiicre hatlar1 kullanilmistir. Hiicre karakterizasyonlar1 Cizelge 3.3.’te

gosterilmistir. Hiicreler havalandirmali T75 flasklar iginde %5 CO- ve 37 °C ortama sahip

inkiibatorde inkiibe edilmistir. Hiicre hatlarmin yetistirilmesi i¢in kullanilan besiyeri: 500

mL RMPI 1640 medium + 60 ml FBS (fetal bovine serum) +, 6 ml penisilin-streptomisin,

3 ml L- glutamine, 6 ml sodyum piriivattan olugsmaktadir.

Cizelge 3. 3. Calismada kullanilan hiicre hatlarmin karakterizasyonlar1 (American Type
Culture Collection [ATCC], t.y.)

Hiicrelerin LNCaP PC3

ozellikleri

Doku Prostat Prostat

Buyume Yapisik Yapisik

ozellikleri

Tiretilme Bu hiicre hatti daha Once | Bu hiicre hatti prostat

sekli metastatik prostat kanseri tanis1 | adenokarsinomu tespit edilen 62
alan 50 yasmmda beyaz bir | yasinda beyaz bir erkekte ki kemik
erkegin sol supraklavikiiler lenf | metastazindan izole edilmistir.
diiglimiinden yapilan biyopsi ile
izole edilmistir.

Morfoloji Epitel Epitel

Metastatik Lenf diigimii Kemik

Hastalik Karsinom Adenokarsinom, 1V. Evre.
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ATCC Number: CRL-1740
Designation: LNCaP clone FGC

L\

Low Den$ity B Scale Bar = 100um High Density ) Scale Bar = 100pm

Sekil 3. 1. LNCaP Hiicre Hatt1 (ATCC, t.y.).

ATCC Number: CRL-1435
Designation: ~ PC-3

-\ ¢ = p e o) I
Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100pm

Sekil 3. 2. PC3 Hiicre Hatt1 (ATCC, t.y.).
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Hiicrelerin pasajlanma prosediirii:

Flasklarda bulunan besiyeri uzaklastirilir. Bu islem esnasinda flask yiizeyine yapisik bir
sekilde bulunan hiicreler tabandan ayrilmazlar. Hiicreler PBS (Phosphate Buffered
Saline) ile bir kez yikanir ve PBS flasktan uzaklastirilir. Daha sonra flasklara tripsin
eklenerek flask tabanina yapisik halde bulunan hiicrelerin bu ylizeyden ayrilmasi saglanir.
Tripsin eklendikten sonra 1- 2 dakika bekletilir. Tripsinin neden oldugu reaksiyonu
durdurmak i¢in bu siire sonunda tripsin miktarmin iki kat1 kadar besiyeri eklenir ve
hiicreler 15 mL’lik tiiplere toplanir. Bu islemden sonra tiiplerde toplanan hiicreler 2500
RPM, +4 °C’de 5 dk boyunca santrifiij edilir. Santrifiij islemi sonrasi tiipteki siipernatant
uzaklastirilarak hiicreler siispanse edilir. Yeni flasklara besiyeri eklenir ve bu hiicre

stispansiyonundan flasklara aktarilir.

3.3. Juglon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan juglon ticari olarak temin edilmistir (Sigma- Aldrich, St Louis,
Amerika, Katalog No: H47003) (Sekil 3.3.). Kat1 formda +4 °C ‘de muhafaza edilen
Juglon (5-hidroksi, 1-4 naftakinon), 174,15 molekil agirhigma sahiptir (Sekil 3.3.).
Calismada kullanilmak iizere Juglon, 500 uM konsantrasyonda %2,5 etil alkol i¢inde
cozdiirtilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanmis olan bu stok soliisyon RPMI 1640

besiyeri ile seyreltilerek calismada farkli dozlarda uygulanmastir.

Sekil 3. 3. Calismamizda kullanilan Juglon (5-hidroksi, 1-4 naftakinon)
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3.4. 5-Florouasil Cozeltisinin Hazirlanmasi

Bu c¢alismada intravendz enjeksiyon i¢in soliisyon iceren flakon seklinde
FLUOROURACIL-KOCAK 1000 mg/ 20 mL ticari olarak temin edilmistir (Sekil 3.4.).
Cozelti seklinde bulunan Fluorouracil +4 °C’ de muhafaza edilmistir. 5-FU, C4H3FN2O>
kimyasal formiiliine ve 130,077 molekiil agirligina sahiptir. Calismada kullanilmak iizere
1000mg/ 20 mL Fluorouracil ¢ozeltisinden 1000 puM konsantrasyonda bir stok
hazirlanmigtir,. RPMI 1640 besiyerinde seyreltilen bu stok soliisyon farkli dozlarda

uygulanmigtir.

20mix1Flakon |

Sekil 3. 4. Calismada kullanilan antineoplastik ilag.
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3.5. XTT Testi

Hiicresel canliligin ve proliferasyonun belirlenmesinde ¢esitli yontemler ortaya
koyulmustur. Bu test yalnizca canli hiicrelerin renksiz veya hafif sar1 renkte bir
tetrazolyum tuzu olan XTT (2,3-Bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil]-2H-tetrazolyum-5-
karboksianilit tuzu)’ yi indirgeyerek portakal renkli formazan iirlinlerine doniigtiirmesi
esasina dayanmaktadir (Sekil 3.5.). Formazan boyalar sulu ¢ozeltilerde ¢oziiniir ve olusan
renk degisimi dogrudan spektrofotometre ile Olclilerek ortamdaki canli hiicre miktar1

belirlenebilmektedir (Scudiero ve digerleri, 1988).

ool Yud ,
o
~ S0y
O™~ Ol
CHy 30?
NOy
XTT Formazan

Sekil 3. 5. Canli hiicreler tarafindan XTT metobolizasyonu sonucunda suda ¢oziinebilen
formozan tiriinlerinin olusumu (Scudiero ve digerleri, 1988).

XTT test protokolii;

Hiicreler T75 flasklarda 2 hafta boyunca ¢ogalmalar1 i¢in bekletilmistir. Yaklasik %90
doluluga ulasan flasklardan pasajlama yontemiyle 96 kuyucuklu platelere ekilen hiicre
hatlar1 48 saat boyunca 37 °C ve %5 CO: ortamli inkiibatdrde inkiibe edilmigstir. LNCaP
hiicre hatt1 i¢in her kuyucuga 20x102 hiicre, PC3 hiicre hatt1 i¢in ise her bir kuyucuga
8x10® hiicre eklenmistir. 48 saat inkiibe edilen hiicrelerin besiyerleri degistirilerek juglon

cozeltisinin 10 pM ile 100 pM arasinda degisen konsantrasyonlari ve 5-FU ¢ozeltisinden
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ise 10 uM ile 1280 uM arasinda degisen konsantrasyonlari ile muamele edilmistir. 24 ve
48 saatlik inkiibasyondan sonra kuyucuklar PBS ¢6zeltisi ile yikanarak 100’er uL besiyeri
eklenmistir. Sonrasinda her bir kuyucuga aktive halde XTT soliisyonundan eklenerek 3
saat boyunca inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda 450 nm’de mikroplaka okuyucu ile
absorbans Olclilmiistiir. Muamele gruplarindan blankler c¢ikarildiktan sonra (1- A
muamele grubu/ A kontrol grubu) x 100 formiilii ile % canlilik degeri hesaplanmis ve
buna gore bir proliferasyon egrisi ¢izilmistir. Proliferasyon egrisinden hiicre hatlar1 i¢in
uygulanan tiim maddelerin IC50 dozlar1 hesaplanmistir. 5-FU i¢in hesaplanan ICi2s
konsatrasyonu sabit tutulmus ve juglon igin hesaplanan ICi25, 1C2s, 1Cso
konsantrasyonlariyla kombine bir sekilde LNCaP ve PC3 hiicre hatlartyla muamele

edilmistir.

Kimyasaln aktif hale getirilmesi:
Kimyasallar 37 °C su banyosunda deneyden hemen oOnce 1sitilarak eritilmistir. XTT
soliisyonuna(5000 pL) karanlik ortamda 1:50 hacim oraninda elektron baglayici

soliisyondan (100 uL) eklenerek 6l¢iim soliisyonu aktif hale getirilmistir.

3.6. Komet Testi

Komet testi hiicresel anlamda ¢esitli etmenlere bagli olarak gergeklesen DNA hasar1 veya
onarmminin degerlendirilmesine imkan taniyan genotoksisite testlerinden biridir ve yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu yontem 6karyotik organizmalardan elde edilen farkli tiirden
hiicre tiplerindeki genotoksik etkilerin belirlenmesi i¢cin uygundur (Gajski, Langie ve
Zhanataev, 2020). Yontemin temel amaci, her bir hiicrenin farkli ajanlar tarafindan DNA
hasarina ugrayip ugramadigini elektroforez ortaminda gerceklesen goce gore
degerlendirmektir. Bu anlamda genetik hasar gerceklesmeyen hiicrelerde DNA’lar tek bir
yiike sahip olacaklar1 i¢in elektroforez ortaminda birlikte go¢ ederler. Buna karsilik kirik
ve hasar bulunan hiicre DNA’lar1 biitiinliiglin bozulmasmdan dolay1 farkli yiiklere ve
molekiil agirligma sahip olan pargalara ayrilarak elektroforez ortaminda degisen hizlarda
goc ederler. Bunun sonucunda DNA’ya 6zgii boyalarla boyandig1 zaman kuyruklu yildiz
gorlinimil olusturduklar1 gdzlemlenir. Deney pozitif ve negatif kontrol gruplariyla

birlikte stirdiiriilerek saglikli bir sonug elde edilebilir (Dikilitag ve Kogyigit, 2010).
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Komet Test Protokolii:

Hiicreler T75 cm?’lik flasklarda %90 oraninda ¢ogaltildiktan sonra pasajlanarak T25 cm?’
lik flasklara ayn1 sayida olacak sekilde boliinmiistiir. Inkiibe edilerek ¢ogalmasi saglanan
hiicreler juglon ve 5- FU’nun XTT yontemi ile belirlenen IC125, 1C2s, 1Cso Ve 1C7s
konsantrasyonlar1 ile ayr1 ayri 24 saat boyunca muamele edilmistir. Iki maddenin
kombinasyonlarinda ise LNCaP ve PC3 hiicre hattina 5-FU, 1C125 konsatrasyonda sabit
tutularak, juglon ¢ozeltisinin IC125, 1C2s ve 1Cso konsantrasyonlari ile 24 saat muamele
edilmistir. Siire sonunda hiicreler pasajlama yontemi ile flasklardan tiiplere aktarilmis ve
santrifiij edilmistir. Siipernatant atildiktan sonra hiicreler siispanse edilmis ve agar kaph
lamlara yaymaya hazir hale getirilmistir. Deneyde kullanilacak olan lamlar bir giin

oncesinden agarla kaplanarak hazirlanmistir.

Stispanse hale getirilen hiicreler diisiik erime noktasma sahip agaroz (LMA) PBS icinde
1sitma yontemiyle jel haline getirildikten sonra karistirilarak lamlara yayilmistir. Bu islem
icin jel haline getirilen LMA her doz i¢in ependorflara boliinerek 37 °C su banyosuna
almmistir. Stispanse edilen hiicre pelletinden LMA ile karistirilan hiicreler rodajli
kisimlar1 etiketlenen ve agarla kaplanan lamlara her bir doz i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde
yayilmistir. Sonrasinda lamelle kapatilan lamlar 10 dakika +4 °C’de bekletildikten sonra
lameller c¢ikarilmig ve lamlar salelere dizilmistir. Saleler lizis soliisyonu ile
doldurulduktan sonra +4 °C’de ve karanlikta 6 saat bekletilmistir. Lizis soliisyonu
deneyden 6nce hazirlanmistir. Bunun i¢in 7,4448 gr Na,EDTA, 29,22 gr NaCl, ve 0,2422
gr Tris tartilmis ve 178 mL dH20’da ¢ozdiiriildiikten sonra pH degeri 10 olacak sekilde
ayarlanmigtir. Kullanilmadan 30 dk 6nce bu ¢ozeltiye 20 mL DMSO ve 2 mL Triton x100
eklenmistir. Lizis asamasina kadar gecen siirede bu ¢ozelti +4 °C’de bekletilmistir.

6 saat boyunca +4 °C’de ve karanlikta bekletilen hiicreler elektroforez tankina alinarak
akim vermeden 30 dk boyunca yiiriitme tamponunda bekletilmistir. Bu siire sonunda 300
mA, 25V’°da 30 dk boyunca yiiriitme islemi gerceklestirilmistir. Bu asamada kullanilan
yiriitme tamponu deneyden Once hazirlanmis ve yiirlitme asamasina kadar +4 °C’de
bekletilmistir. Yiiriitme tamponu igin 18 gr NaOH ve 0,56 gr Na,EDTA, 1,5 L dH20’da

cozdiiriildiikten sonra pH degeri 13’e ayarlanmustur.
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Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra lamlar 5 dakika boyunca karanlik ortamda
ndtralizasyon tamponu icerisinde bekletilmistir. Notralizasyon tamponu i¢in 4,8456 gr
Tris, 100 ml dH20" da ¢6zdiiriilmiis ve pH degeri 7,5’ ¢ ayarlanmistir. Notralizasyon
isleminden sonra soguk suya daldirilan lamlar kurumasi i¢in bekletilmis ve sonrasinda

etanolde 5 dk bekletilerek fikse edilmistir.

Tiim bu islemlerden sonra boyama asamasinda lamlar 20 pg/mL konsantrasyonlu EtBr
ile boyanmis ve lamelle kapatildiktan sonra floresan mikroskop ile komet fotograflari
cekilmistir. Bu agsamada her konsantrasyon i¢in 100’er fotograf ¢cekilmis ve bu fotograflar
Kameram 21 komet sayim programi kullanilarak degerlendirilmistir. Komet analizi i¢in
Kuyruk DNA%, Kuyruk uzunlugu (um) ve Olive Tail Moment (OTM) parametreleri

dikkate alinarak sonuglar belirlenmistir.

3.7. ROS Testi

Bu yontem kullanilarak juglon ve 5-FU’nun hiicre icin ROS olusturma potansiyellerinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Hiicre i¢ine giren 2°,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCF-
DA)’in esterazlarin etkisiyle 2°,7’-dichlorodihydrofluorescin (DCFH)’a
dontstiiriildiikten sonra ortamdaki reaktif oksijenlerin varliginda okside olarak floresan

ozelligiyle bilinen 2°,7’- dichlorodihydrofluorescein (DCF)’a doniistimii gergeklesir.

ROS Testi Protokolii:

LNCaP ve PC3 hiicre hatlar1 T75 cm?’lik flasklarda biiyiitiildiikten sonra 96 kuyucuklu
siyah platelere ekilmistir. Ekim sonrasinda platelerde 37 °C ve %5 CO? ortam saglayan
inkiibatérde 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra besiyerleri
degistirilerek PBS ile yikama islemi yapilmistir. Karanlik ortamda 5 mM DCFH-DA,
RPMI 1640 i¢inde ¢ozdiiriilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir ve bu ¢ozeltiden 1:9 oraninda
seyreltilerek her bir kuyucuya 100’er pL eklenmistir. Plate 37 °C’de 120 dk boyunca
inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda her bir kuyucuk PBS ile 2 defa yikanmistir ve
calismada kullanilan maddeler ayr1 ayr1 XTT testi ile belirlenmis olan IC125, 1Czs, 1Csg Ve

IC7s konsantrasyonlari ile muamele edilmistir. LNCaP ve PC3 hiicre hatta 5-FU, 1C125
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konsatrasyonda sabit tutularak, juglon ¢ozeltisinin IC125, IC25 ve 1Cso konsantrasyonlari

ile 24 saat muamele edilmistir.

Plateler absorbans degeri 480 nm/530 nm olan florometrik plaka okuyucu cihazda 48 saat
boyunca belirli araliklarla kinetik olarak okutulmustur. Elde edilen ROS degerleri

hesaplanarak grafiklerle ifade edilmistir.

3.8. Annexin V Yontemi ile Hiicre Oliim Seklinin Belirlenmesi

Apoptozun erken donemlerinde hiicre yiizeyinde bazi degisiklikler meydana gelir.
Membran biitiinliigli bozulmaya baslamadan 6nce hiicre membranmin i¢ ylizeyinde
bulunan fosfatidilserin (PS) molekiilleri dis yiizeye transloke olur. Anneksin-V
fosfatidilserine yiiksek oranda baglanabilen bir proteindir. Floresan 6zellige sahip bir
boya olan FITC ile isaretlenen Anneksin-V goriiniir hale getirilebilir. Fosfatidilserinin bu
gecisi ayni zamanda nekrozda da gozlenen bir durumdur fakat hiicre membran biitiinligt
de bozulmus durumdadir. Ortama propidyum iyodiir (PI) gibi farkli boyalar eklenerek
normal hiicreler (FITC- /Pl - ), apoptotik hiicreler (FITC+ /PI- ) ve nekrotik hiicreler
(FITC + /Pl + ) belirlenir (Vermes, Haanen, Nakken ve Reutellingsperger, 1995).
DNA’nin GC bolgelerine spesifik olarak baglanan aktinomisin D’nin bir tiirevi olan 7-
aminoaktinomisin D (7-AAD) floresan 6zellige sahiptir. Bu yontemde O6lii hiicreleri
belirlemek i¢in kullanilan 7- A AD’nin segici bir rolii vardir. Geg apoptotik donemde erken
apoptotik doneme gore hiicre membrani gecirgenliginin artmasindan dolayr DNA’ya
baglanan 7-AAD orani da fazladir. Erken ve ge¢ apoptotik evreleri bu sekilde birbirinden
ayrilir (Zembruski, Stache, Haefeli ve Weiss, 2012).

Anneksin-V Test Protokolii:
Bu yontemle hiicre 6liim mekanizmasi Muse Annexin V & Dead Cell Kiti (Millipore,
Almanya) kullanilarak belirlenmistir. Nekrotik veya apoptotik hiicrelerin canlt

hiicrelerden ayrilmasini saglayan bu yontem Anneksin-V ve 7-AAD ile isaretlenen

molekiillerin belirlenmesiden olusur.
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T75 cm?’lik flasklarda gogaltilan LNCaP ve PC3 hiicreleri, T25 cm?’lik flasklara esit
oranda boliinmiis ve 37 °C’de %5 CO? iceren ortamda inkiibe edilerek ¢ogalmalari
saglanmistir. Sonrasinda her bir flaska juglon XTT testi ile belirlenmis olan IC12,5, IC25,
IC50 ve IC75 konsantrasyonlar1 ile muamele edilmistir. LNCaP ve PC3 hiicre hattina 5-
FU, 1C125 konsatrasyonda sabit tutularak, juglon ¢ozeltisinin IC125, 1C2s5 ve ICso
konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edilmistir.

Bu silirenin sonunda hiicreler tiiplerde toplanarak santrifiij edilmistir. Siipernatant
atildiktan sonra siispanse hale getirilen hiicrelerden 500 hiicre/puL almarak 1:1 oraninda
Annexin V & Dead Cell Assay kit ¢ozeltisi ile karistirilmis ve 20 dk boyunca oda
sicakliginda karanlik ortamda bekletilmistir. Muse Cell Muse® Cell Analyzer (Millipore,

Almanya) ile bu hiicrelerin sayimi1 yapilmis ve sonuglar grafiklerle birlikte elde edilmistir.

3.9. Istatistiksel Analiz

Bu calismada yapilan deneylerin tamami birbirinden bagimsiz en az 3 tekrar olacak
sekilde gerceklestirilmistir. Istatistiksel analizler icin SPSS 23 paket program
kullanilmistir. Verilerin normal dagilim gdstermelerine ve/veya homojen dagilimlaria

bagli olarak One Way ANOV A, Tukey ve Man Whitney U testleri uygulanmustir.
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4. BULGULAR
4.1. XTT Bulgulan

Tez caligmasida kullanilan juglon ve 5-FU’nun LNCaP ve PC3 hiicre hatlar1 iizerinde
ayr1 ayrt ve kombine bir sekilde sitotoksik etkisini belirlemek igin yapilan XTT test
bulgular1 Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1.’de gosterilmistir. Juglon LNCaP ve PC3 hiicre
hatlarma 10 uM ve 100 puM arasinda degisen konsantrasyonlarda 24 saat boyunca
muamele edilmistir. Bu dogal bilesigin kullanilan hiicre hatlar1 tizerinde IC125, ICzs, 1Cso
ve 1C7s degerleri hesaplanmistir. 5-FU, LNCaP ve PC3 hiicre hatlarina 10 uM ve 1280
uM arasinda degisen konsantrasyonlarda 24 saat boyunca muamelesinde 1Cso degeri
hesaplanamadigindan, hiicre hatlari1 bu maddeyle ayni konsantrasyonlarda 48 saat
muamele edilmistir. 5-FU’nun kullanilan hiicre hatlar1 tizerinde 1C125, 1C2s, 1Csg Ve 1C7s
degerleri hesaplanmistir. Elde edilen IC degerlerinden LNCaP ve PC3 hiicre hattina 5-
FU IC125 konsantrasyonda sabit tutulmus ve juglonun IC1255, 1Cas, 1Cso konsantrasyonlari

kombine olarak olarak 24 saat boyunca muamele edilmistir.

4.1.1. LNCaP Hiicre Hatt1 i¢in XTT Test Bulgular

e [NCaP hiicre hattinda juglon ve 5-FU’nun ayr1 ayr1 uygulanmasindan elde edilen
XTT bulgulart:

LNCaP hiicre hattinin juglon ile 24 saat muamelesi ile elde edilen 1C125, 1Czs, 1Csp Ve
IC7s degerleri sirasiyla 14,405 + 1,214 uM, 28,810 + 2,429 uM, 57,621 + 4,859 uM ve
86,431 + 7,288 uM olarak belirlenmistir.

Ayni1 hiicre hattinin 5-FU ile 48 saat muamelesi ile elde edilen 1C125, I1C2s, 1Cso Ve 1C7s
degerleri sirasiyla 54,715 + 2,910 uM, 109,431 + 5,820 uM, 218,863 + 11,641 uM ve
328,294 + 17,462 pM olarak belirlenmistir. Elde edilen ICso degerleri Sekil 4.3 ile
gosterilmistir.

e LNCaP hiicre hattinda juglon ve 5-FU kombinasyonu sonucunda elde edilen canlilik

oranlart:

LNCaP hiicre hattmin 5-FU’nun IC125 konsantrasyonu sabit tutularak juglonun 1Ciz5s,

ICzs, ICso konsantrasyonlari ile kombinasyonundan elde edilen canlilik oranlar1 sirasiyla
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%67,26, %44,15, 9%5,45 olarak belirlenmistir. Ayrica 5-FU’nun tek basina
uygulanmastyla elde edilen canlilik orani1 %72,13 olarak belirlenmistir. Elde edilen

oranlar Sekil 4.1°de gosterilmistir.

XTT LNCaP Hiucre Hatt1

80
70
60
50 * %k

40

% Canlilik

30
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10 * %k ¥

; ﬁ

5-FU1C12,5 Juglon IC12,5 + 5-FU Juglon IC25 + 5-FU Juglon IC50 + 5-FU
IC12,5 IC12,5 IC12,5

Sekil 4. 1. Juglon ve 5-FU’nun kombinasyonlarmin LNCaP hiicre hattinda ylizde canlilik
degerleri tizerine etkileri (ortalama + standart sapma) (5-FU IC12 ve kombinasyon
gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).

4.1.2. PC3 Hiicre Hatt1 icin XTT Test Bulgular

e PC3 hiicre hattinda juglon ve 5-FU’nun ayr1 ayr1 uygulanmasindan elde edilen XTT

bulgulart:

PC3 hiicre hattmin juglon ile 24 saat muamelesi ile elde edilen 1Ci25, ICzs, 1Cso Ve 1C7s
degerleri sirasiyla 14,817 £1,027 pM, 29,635 + 2,054 uM, 59,271 + 4,107 uM ve 88,907
+ 6,161 uM olarak belirlenmistir. Juglonun PC3 hiicre hattina uygulanmasindan elde
edilen bulgular Sekil 4.1.’de gosterilmistir.

Aynt hiicre hattinin 5-FU ile 48 saat muamelesi ile elde edilen 1Ci25, 1C2s, 1Cso Ve 1C7s
degerleri swrasiyla 75,687 + 1,210 uM, 151,374 + 2,421 pM, 302,748 + 4,842 uM ve

38



454,122 + 7,263 pM olarak belirlenmistir. Elde edilen ICsp degerleri Sekil 4.3 ile

gosterilmistir.

e PC3 hiicre hattinda juglon ve 5-FU kombinasyonu sonucunda elde edilen canlilik

oranlart;

PC3 hiicre hattinin 5-FU’nun IC125 konsantrasyonu sabit tutularak juglonun 1C125, 1Css,
ICso konsantrasyonlar1 ile kombinasyonundan elde edilen canlilik oranlar1 sirasiyla
%100,05, %95,15 ve %64,36 olarak belirlenmistir. Ayrica 5-FU’nun tek basma
uygulanmasiyla elde edilen canlilik oranit %80,85 olarak belirlenmistir. Elde edilen

oranlar Sekil 4.2°de gosterilmistir.

XTT PC3 Hiicre Hatt1
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5-FU1C12,5 Juglon IC12,5 + 5-FU Juglon IC25 + 5-FU Juglon IC50 + 5-FU
IC12,5 IC12,5 1C12,5

Sekil 4. 2. Juglon ve 5-FU’nun kombinasyonlarmim LNCaP hiicre hattinda yiizde canlilik
degerleri lizerine etkileri (ortalama + standart sapma) (5-FU IC12 ve kombinasyon
gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).
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XTT 1C;, degerleri
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Hiicre Hatlar1 ve Muamele Edilen Maddeler

Sekil 4. 3. LNCaP ve PC3 hiicre hatlarinda juglonun (24 saat) IC50 degerleri ve 5-FU’nun
(48 saat) IC50 degerleri(ortalama + standart sapma).

4.2. Komet Testi Bulgulan

Juglon ve 5-FU’nun LNCaP ve PC3 hiicre hatlarina farkli konsantrasyonlarda 24 saat
boyunca muamele edilmesiyle yapilan komet testi ile kuyruk uzunlugu, kuyruk% DNA
ve olive kuyruk momenti bulgular1 belirlenmistir. LNCaP ve PC3’ iin juglon ve 5-FU
kombinasyonlar1 i¢in 5-FU konsantrasyonlar1 sabit tutulmus ve juglon artan

konsantrasyonlarda muamele edilmistir.

4.2.1. LNCaP Hiicre Hatt1 icin Komet Testi Bulgular

LNCaP hiicre hattinin juglon ve 5-FU’nun ¢esitli konsantrasyonlariyla ayri1 ayr1 ve
kombine olarak 24 saat siireyle muamelesinden sonra elde edilen kuyruk uzunlugu,

kuyruk % DNA ve olive kuyruk momenti bulgular1 gésterilmistir.
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e LNCaP hiicre hattinda juglon i¢in elde edilen kuyruk uzunlugu degerleri:

LNCaP hiicre hattinin juglonun 1Ci25, I1Czs, ICs Ve 1C7s degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda elde edilen kuyruk uzunluklar1 sirasiyla 18,68 + 0,85 um, 24,84 + 0,53 pm,
25,58 + 1,92 um ve 32,46 + 1,40 um olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK),
¢oziicli kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirastyla 18,30 = 0,35 um, 18,38 +
0,43 um ve 85,76 = 1,49 um olarak belirlenmistir. Juglonun LNCaP hiicre hattna

uygulanmasidan elde edilen kuyruk uzunlugu degerleri Sekil 4.4.’de gosterilmistir.

LNCaP

100
90
80
70
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50
40

*
* %k
30 * ok ok folodol
2
NK cK

Kuyruk Uzunlugu (pum)

o O o

% %
IC12,5 IC25 IC50 IC75 PK
Juglon Konsantrasyonu

Sekil 4. 4. Juglonun LNCaP hiicre hattinda kuyruk uzunlugu tizerine etkileri (ortalama +
standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).
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e LNCaP hiicre hattinda juglon i¢in elde edilen kuyruk %DNA degerleri:

LNCaP hiicre hattmin juglonun IC125, 1C2s, 1Cso Ve 1C7s degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda elde edilen kuyruk % DNA degerleri sirasiyla 25,25 + 1,51, 28,79 + 0,67,
29,30 + 0,91 ve 34,52 + 1,51 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK), ¢oziicii
kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirastyla 17,97 + 0,51, 18,74 + 0,54 ve
87,21 + 0,90 olarak belirlenmistir. Juglonun LNCaP hiicre hattina uygulanmasindan elde
edilen kuyruk %DNA degerleri Sekil 4.5.’de gosterilmistir.

LNCaP

100
*ok ok
90
80
70
60

50
30

sk k ok %k %k
20
0
NK CK

IC12,5 IC25 IC50 IC75 PK
Juglon Konsantrasyonu

Kuyruk % DNA

o

Sekil 4. 5. Juglonun LNCaP hiicre hattinda kuyruk %DNA degerleri ilizerine etkileri
(ortalama + standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).
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e LNCaP hiicre hatt1 i¢in olive kuyruk momenti degerleri:

LNCaP hiicre hattmin juglonun IC125, 1C25, 1Cso Ve 1C7s degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda elde edilen olive kuyruk momenti degerleri sirasiyla 7,61 + 0,95, 10,64 + 0,52,
11,03 + 0,44 ve 12,03 + 0,84 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK), ¢oziicii
kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirasiyla 6,50 = 0,19, 6,83 = 0,20 ve 44,80
+ 0,88 olarak belirlenmistir. Juglonun LNCaP hiicre hattina uygulanmasiyla elde edilen

olive kuyruk momenti degerleri Sekil 4.6.’da gosterilmistir.
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Sekil 4. 6. Juglonun LNCaP hiicre hattinda olive kuyruk momenti iizerine etkileri
(ortalama + standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).
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e LNCaP hiicre hattinda 5-FU i¢in elde edilen kuyruk uzunlugu degerleri:

LNCaP hiicre hattinin 5-FU’nun IC125, 1Cos, 1Cso ve IC7s degerleri ile muamelesi
sonucunda elde edilen kuyruk uzunluklar1 sirasiyla 18,75 + 1,35 um, 16,34 = 1,16 um,
13,29 + 0,34 um ve 14,77 £+ 0,64 pum olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK)
ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirasiyla 12,95 + 0,27 um ve 85,56 + 1,45 um olarak
belirlenmistir. 5-FU’nun LNCaP hiicre hattina uygulanmasindan elde edilen kuyruk

uzunlugu degerleri Sekil 4.7.’de gosterilmistir.
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Sekil 4. 7. 5-FU’nun LNCaP hiicre hattinda kuyruk uzunlugu tizerine etkileri (ortalama +
standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).
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e LNCaP hiicre hattinda 5-FU igin elde edilen kuyruk % DNA degerleri:

LNCaP hiicre hattinin 5-FU’nun IC125, I1Czs, I1Cso Ve 1C75 degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda elde edilen kuyruk % DNA degerleri sirasiyla 22,88 + 1,75, 26,39 + 1,68,
34,10 + 1,33 ve 46,69 + 2,29 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK) ve pozitif
kontrol (PK) degerleri sirasiyla 17,26 £ 0,73 ve 86,62 + 0,92 olarak belirlenmistir. 5- FU’
nun LNCaP hiicre hattina uygulanmasindan elde edilen kuyruk %DNA degerleri Sekil
4.8.’da gosterilmistir.
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Sekil 4. 8. 5-FU’nun LNCaP hiicre hattinda kuyruk % DNA iizerine etkileri (ortalama +
standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).
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e LNCaP hiicre hattinda 5-FU i¢in elde edilen kuyruk olive kuyruk momenti degerleri:

LNCaP hiicre hattinin 5-FU’nun [Cy25, IC2s5, 1Cs0 Ve 1C7s degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda elde edilen olive kuyruk momenti degerleri sirasiyla 5,29 + 0,64, 5,12 + 0,60,
4,99 + 0,19 ve 6,39 + 0,37 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK) ve pozitif
kontrol (PK) degerleri sirastyla 3,10 + 0,11 ve 44,57 + 0,87 olarak belirlenmistir. 5-
FU’nun LNCaP hiicre hattina uygulanmasiyla elde edilen olive kuyruk momenti degerleri

Sekil 4.9.’da gosterilmistir.
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Sekil 4. 9. 5-FU’nun LNCaP hiicre hattinda olive kuyruk momenti iizerine etkileri
(ortalama + standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).
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e LNCaP hiicre hattinda juglon ve 5-FU kombinasyonundan elde edilen kuyruk

uzunlugu degerleri:

LNCaP hiicre hattinda 5-FU’nun IC125 degeri sabit olacak sekilde juglonun ICi25, 1C2s
ve I1Csp degerleri ile kombinasyonu sonucunda elde edilen kuyruk uzunluklar1 sirastyla
19,12+ 1,39 um, 45,24 + 2,58 um ve 67,70 + 2,07 um olarak belirlenmistir. Ayrica negatif
kontrol (NK) ¢6ziicii kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirastyla 12,56 = 0,26
um, 13,50 £+ 0,32 um ve 83,32 £ 1,24 um olarak belirlenmistir. LNCaP hiicre hattinin
juglon ve 5-FU’nun kombinasyonlar1 ile muamelesinden elde edilen kuyruk uzunlugu

sonuglar1 Sekil 4.10.’da gdsterilmistir.
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Sekil 4. 10. Juglon ve 5-FU kombinasyonlarmm LNCaP hiicre hattinda kuyruk uzunlugu
iizerine etkileri (ortalama + standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark
(*p<0,05, ***p<0,001), 5-FU IC12,5 ve kombinasyon gruplar1 arasindaki fark
(***p<0,001)).
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e LNCaP hiicre hattinda juglon ve 5-FU kombinasyonundan elde edilen kuyruk %
DNA degerleri:

LNCaP hiicre hattinda 5-FU’nun IC12;5 degeri sabit olacak sekilde juglonun ICi25, 1C2s
ve 1Cso degerleri ile kombinasyonu sonucunda elde edilen kuyruk %DNA degerleri
sirasiyla 19,03 £+ 1,29, 36,40 + 2,29 ve 63,71 + 2,39 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif
kontrol (NK) ¢6ziicii kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirasiyla 16,86 + 0,69,
16,70 = 0,62 ve 86,24 + 0,76 olarak belirlenmistir. LNCaP hiicre hattmin juglon ve 5-
FU’nun kombinasyonlari ile muamelesinden elde edilen kuyruk %DNA degerleri Sekil
4.11.°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 11. Juglon ve 5-FU kombinasyonunun LNCaP hiicre hattinda % DNA {izerine
etkileri (ortalama =+ standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark
(***p<0,001), 5-FU IC12,5 ve kombinasyon gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).
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e LNCaP hiicre hattinda juglon ve 5-FU kombinasyonundan elde edilen olive kuyruk

momenti degerleri:

LNCaP hiicre hattinda 5-FU’nun IC12;5 degeri sabit olacak sekilde juglonun ICi25, 1C2s
ve ICso degerleri ile kombinasyonu sonucunda elde edilen olive kuyruk momenti
degerleri sirasiyla 4,77 £ 0,55, 14,26 + 1,58 ve 24,11 £ 1,71 olarak belirlenmistir. Ayrica
negatif kontrol (NK) ¢6ziicii kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirasiyla 2,97
+ 0,10, 3,53 £ 0,19 ve 43,58 £ 0,70 olarak belirlenmistir. LNCaP hiicre hattinin juglon
ve 5-FU’nun kombinasyonlar1 ile muamelesinden elde edilen olive kuyruk momenti

degerleri Sekil 4.12.’de gosterilmistir.
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Sekil 4. 12. Juglon ve 5-FU kombinasyonunun LNCaP hiicre hattinda % DNA {izerine
etkileri (ortalama =+ standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark
(***p<0,001), 5-FU IC12,5 ve kombinasyon gruplar1 arasindaki fark (**,p<0,001 )).
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4.2.2. PC3 Hiicre Hatt1 i¢cin Komet Test Bulgular

PC3 hiicre hattinin juglon ve 5-FU’nun ¢esitli konsantrasyonlariyla ayr1 ayr1 ve kombine
olarak 24 saat siireyle muamelesinden sonra elde edilen kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA

ve olive kuyruk momenti degerleri gosterilmistir.

e PC3 hiicre hattinda juglon i¢in elde edilen kuyruk uzunlugu degerleri:

PC3 hiicre hattinin juglonun IC125, 1Cas, 1Cso Ve 1C75 degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda elde edilen kuyruk uzunluklar1 sirasiyla 11,96 + 0,59 um, 16,35 £ 0,74 um,
16,59 = 0,50 um ve 20,17 £ 1,01 pm olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK),
¢oziicti kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirasiyla 6,94 + 0,21 pm, 8,52 +
0,36 um ve 53,63 = 2,34 um olarak belirlenmistir. Juglonun PC3 hiicre hattina

uygulanmasindan elde edilen kuyruk uzunlugu degerleri Sekil 4.13.’de gosterilmistir.
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Sekil 4. 13. PC3 hiicre hattinda juglonun kuyruk uzunlugu tizerine etkileri (ortalama +
standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).
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e PC3 hiicre hattinda juglon icin elde edilen kuyruk %DNA degerleri:

PC3 hiicre hattinin juglonun IC125, 1Cas, 1Cso Ve 1C75 degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda elde edilen kuyruk % DNA degerleri sirasiyla 25,66 + 1,35, 28,62 + 1,41,
30,39 £ 1,45 ve 39,88 £ 1,85 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK), ¢oziicii
kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirasiyla 15,02 £+ 0,49, 15,14 £ 1,91 ve
52,52 + 2,00 olarak belirlenmistir. Juglonun PC3 hiicre hattina uygulanmasidan elde
edilen bulgular Sekil 4.14.’de gosterilmistir.

PC3
60
* %k
50
%k
Z w0
% Sk * %k ok
e 30 seokook
-
]
>
S 20
X
) I '
0
NK CK IC12,5 I1C25 IC50 IC75 PK

Juglon Konsantrasyonu

Sekil 4. 14. PC3 hiicre hattinda juglonun kuyruk % DNA iizerine etkileri (ortalama +
standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).
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e PC3 hiicre hattinda juglon i¢in elde edilen olive kuyruk momenti degerleri:

PC3 hiicre hattinin juglonun IC125, 1C25, ICs0 Ve 1C75 degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda elde edilen olive kuyruk momenti degerleri sirasiyla 3,61 + 0,24, 4,74 + 0,27,
4,77 +£ 0,19 ve 7,27 + 0,49 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK), ¢oziicii
kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirasiyla 1,41 + 0,06, 2,10 + 0,13 ve 21,87
+ 1,34 olarak belirlenmistir. Juglonun PC3 hiicre hattina uygulanmasiyla elde edilen olive

kuyruk momenti degerleri Sekil 4.15.’de gosterilmistir.
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Sekil 4. 15. PC3 hiicre hattinda juglonun olive kuyruk momenti lizerine etkileri (ortalama
+ standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).
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e PC3 hiicre hattinda 5-FU i¢in elde edilen kuyruk uzunlugu degerleri:

PC3 hiicre hattinin 5-FU’nun IC125, 1C25, 1Cs0 Ve 1C75 degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda elde edilen kuyruk uzunluklar1 sirasiyla 16,58 + 0,22 um, 17,84 = 0,90 um,
22,77 £ 0,56 pm ve 17,00 £ 1,08 um olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK)
ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirasiyla 10,63 = 0,21 um ve 73,04 £ 1,81 um olarak
belirlenmistir. Juglonun PC3 hiicre hattina uygulanmasindan elde edilen bulgular Sekil

4.16.’de gosterilmistir.
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Sekil 4. 16. PC3 hiicre hattinda 5-FU’nun kuyruk uzunlugu iizerine etkileri (ortalama +
standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).
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e PC3 hiicre hattinda 5-FU i¢in elde edilen kuyruk % DNA degerleri:

PC3 hiicre hattinin 5-FU’nun IC125, 1C25, 1Cs0 Ve 1C75 degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda elde edilen kuyruk % DNA degerleri sirasiyla 31,95 + 1,92, 31,05 £+ 0,98,
37,83 £ 1,49 ve 45,07 + 2,03 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK) ve pozitif
kontrol (PK) degerleri sirasiyla 17,45 + 0,47 ve 69,53 + 1,89 olarak belirlenmistir. 5-
FU’nun PC3 hiicre hattina uygulanmasmdan elde edilen bulgular Sekil 4.17.’de

gosterilmistir.
PC3
80
%k %k %k
70
60
2
50 k %k k
g %k k
X 40 * kK * k%
2
= 30
<
20
0
NK IC12,5 IC25 IC50 IC75 PK

5-FU Konsantrasyonu

Sekil 4. 17. PC3 hiicre hattinda 5-FU’nun kuyruk % DNA iizerine etkileri (ortalama +
standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).
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e PC3 hiicre hattinda 5-FU i¢in elde edilen olive kuyruk momenti degerleri:

PC3 hiicre hattinin 5-FU’nun IC125, 1C25, 1Cs0 Ve 1C75 degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda elde edilen olive kuyruk momenti degerleri sirasiyla 5,43 + 0,34, 5,75 + 0,25,
8,02 £ 0,50 ve 7,10 £+ 0,32 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK) ve pozitif
kontrol (PK) degerleri swrasiyla 3,57 + 0,13 ve 30,08 + 1,49 olarak belirlenmistir. 5-
FU’nun PC3 hiicre hattina uygulanmasiyla elde edilen olive kuyruk momenti degerleri

Sekil 4.18.’de gosterilmistir.
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Sekil 4. 18. PC3 hiicre hattinda 5-FU’nun olive kuyruk momenti lizerine etkileri
(ortalama + standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).
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e PC3 hiicre hattinda juglon ve 5-FU kombinasyonundan elde edilen kuyruk uzunlugu

degerleri:

PC3 hiicre hattinda 5-FU’nun ICi25 degeri sabit olacak sekilde juglonun ICi25, 1C2s ve
ICs0 degerleri ile kombinasyonu sonucunda elde edilen kuyruk uzunluklar sirasiyla 7,81
+ 0,37 um, 13,30 + 0,78 pum ve 28,22 + 1,05 um olarak belirlenmistir. Ayrica negatif
kontrol (NK) ¢6ziicii kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirastyla 7,78 + 0,22
um, 7,79 + 0,22 um ve 68,82 + 2,18 um olarak belirlenmistir. PC3 hiicre hattinin juglon
ve 5-FU’nun kombinasyonlar1 ile muamelesinden elde edilen kuyruk uzunlugu degerleri

Sekil 4.19.’da gosterilmistir.
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Sekil 4. 19. PC3 hiicre hattinda juglon ve 5-FU kombinasyonunun kuyruk uzunlugu
iizerine etkileri (ortalama + standart sapma) (NK ve kombinasyon gruplar1 arasindaki fark
(***p<0,001), 5-FU IC12,5 ve kombinasyon gruplari arasindaki fark (***p<0,001)).
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e PC3 hiicre hattinda juglon ve 5-FU kombinasyonundan elde edilen kuyruk % DNA

degerleri:

PC3 hiicre hattinda 5-FU’nun ICi25 degeri sabit olacak sekilde juglonun ICi25, 1C2s ve
ICso degerleri ile kombinasyonu sonucunda elde edilen kuyruk %DNA degerleri sirastyla
16,85 £ 0,68, 23,17 £ 1,26 ve 45,44 + 2,24 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol
(NK) ¢6ziicti kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirastyla 16,09 + 0,51, 15,80
+ 0,51 ve 66,03 + 2,00 olarak belirlenmistir. PC3 hiicre hattinin juglon ve 5-FU’nun
kombinasyonlar1 ile muamelesinden elde edilen kuyruk % DNA degerleri Sekil 4.20.’de

gosterilmistir.
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Sekil 4. 20. PC3 hiicre hattinda juglon ve 5-FU kombinasyonunu kuyruk % DNA iizerine
etkileri (ortalama + standart sapma) (NK ve kombinasyon gruplar1 arasindaki fark
(***p<0,001), 5-FU IC12,5 ve kombinasyon gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).
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e PC3 hiicre hattinda juglon ve 5-FU kombinasyonundan elde edilen olive kuyruk

momenti degerleri:

PC3 hiicre hattinda 5-FU’nun ICi25 degeri sabit olacak sekilde juglonun ICi25, 1C2s ve
ICso degerleri ile kombinasyonu sonucunda elde edilen olive kuyruk momenti degerleri
sirasiyla 1,68 + 0,09, 3,21 + 0,28 ve 10,22 + 0,64 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif
kontrol (NK) ¢6ziicii kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirasiyla 1,84 + 0,08,
1,82 £0,08 ve 27,70 + 1,50 olarak belirlenmistir. PC3 hiicre hattinin juglon ve 5-FU’nun
kombinasyonlar1 ile muamelesinden elde edilen olive kuyruk momenti degerleri Sekil

4.21.°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 21. PC3 hiicre hattinda juglon ve 5-FU kombinasyonunun olive kuyruk momenti
iizerine etkileri (ortalama + standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark
(***p<0,001), 5-FU IC12,5 ve kombinasyon gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).
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4.3. ROS Testi Bulgulan

4.3.1. LNCaP Hiicre Hatt1 icin ROS Testi Bulgular

LNCaP hiicre hattinin juglon ve 5-FU’nun ¢esitli konsantrasyonlariyla ayri ayri ve
kombine olarak 24 saat siireyle muamele edildikten sonra 1. saat, 12. saat ve 24. saatte

yapilan 6lgtimlerle elde edilen hiicre i¢i ROS degerleri belirlenmistir.

e LNCaP hiicre hattinda juglon i¢in elde edilen hiicre i¢i ROS seviyeleri:

LNCaP hiicre hattinin juglonun ICi125, 1Css, ICso degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda 1. saatte elde edilen hiicre i¢i ROS degerleri sirasiyla 4,15 + 0,38, 4,17 + 0,47
ve 7,56 £ 1,16 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK), ¢6ziicii kontrol (CK) ve
pozitif kontrol (PK) degerleri sirastyla 1,59 + 0,32, 1,85 + 0,68 ve 27,11 + 4,38 olarak
belirlenmistir. Juglonun LNCaP hiicre hattina uygulanmasindan elde edilen hiicre ig¢i

ROS seviyeleri Sekil 4.22°de gosterilmistir.

LNCaP hiicre hattmin juglonun ICi25, 1Css, 1Cso degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda 12. saatte elde edilen hiicre i¢i ROS degerleri sirasiyla 7,09 + 1,02, 11,99 +
2,11 ve 30,47 + 3,16 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK), ¢6ziicli kontrol
(CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirasiyla 6,05 + 1,23, 6,73 = 1,57 ve 30,75 + 2,21
olarak belirlenmistir. Juglonun LNCaP hiicre hattina uygulanmasindan elde edilen hiicre

ici ROS seviyeleri Sekil 4.22°de gosterilmistir.

LNCaP hiicre hattmnm juglonun ICi25, 1Czs, ICso degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda 24. saatte elde edilen hiicre i¢i ROS degerleri sirasiyla 6,60 + 0,77, 7,02 + 2,32
ve 5,49 + 1,44 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK), ¢6ziicii kontrol (CK) ve
pozitif kontrol (PK) degerleri sirasiyla 1,04 + 0,46, 1,05 + 0,46 ve 0,82 + 0,52 olarak
belirlenmigtir. Juglonun LNCaP hiicre hattina uygulanmasindan elde edilen hiicre i¢i

ROS seviyeleri Sekil 4.22°de gdsterilmistir.
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Sekil 4. 22. LNCaP hiicre hattinda juglonun hiicre i¢i ROS olusumu iizerine etkileri
(ortalama =+ standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).

e [NCaP hiicre hattinda 5-FU i¢in elde edilen hiicre i¢i ROS seviyeleri:

LNCaP hiicre hattmin 5-FU’nun 1Ci25, 1C2s, ICso degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda 1. saatte elde edilen hiicre i¢i ROS degerleri sirasiyla 4,04 £ 0,51, 4,41 + 0,79
ve 5,70 + 1,46 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK) ve pozitif kontrol (PK)
degerleri sirastyla 1,17 + 0,02, 20,94 + 2,72 olarak belirlenmistir. 5-FU’ nun LNCaP hiicre
hattina uygulanmasindan elde edilen hiicre i¢gi ROS seviyeleri Sekil 4.23’de
gosterilmistir.

LNCaP hiicre hattinin 5-FU’nun 1Ci125, 1C2s, 1Cso degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda 12. saatte elde edilen hiicre i¢i ROS degerleri sirasiyla 10,23 + 0,60, 13,71 +
2,32 ve 22,27 + 2,37 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK) ve pozitif kontrol
(PK) degerleri sirasiyla 6,29 + 1,36 ve 40,18 + 2,97 olarak belirlenmistir. 5-FU’nun
LNCaP hiicre hattina uygulanmasindan elde edilen hiicre ici ROS seviyeleri Sekil 4.23°de

gosterilmistir.
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LNCaP hiicre hattinin 5-FU’nun ICi25, 1C2s, 1Cso degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda 24. saatte elde edilen hiicre i¢i ROS degerleri sirasiyla 7,95 £ 0,53, 7,80 £ 0,77
ve 6,43 + 0,63 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK) ve pozitif kontrol (PK)
degerleri swrastyla 1,03 = 0,39 ve 0,73 £+ 0,13 olarak belirlenmistir. 5-FU’nun LNCaP
hiicre hattina uygulanmasindan elde edilen hiicre ici ROS seviyeleri Sekil 4.23’de

gosterilmistir.
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Sekil 4. 23. LNCaP hiicre hattinda 5-FU’nun hiicre i¢i ROS olusumu tizerine etkileri
(ortalama =+ standart sapma) (NK ve muamele gruplari arasindaki fark (***p<0,001)).

e LNCaP hiicre hattinda juglon ve 5-FU kombinasyonu ile elde edilen hiicre i¢i ROS

seviyeleri:

LNCaP hiicre hattinin 5-FU’nun IC125 konsantrasyonu sabit tutularak juglonun 1Ciz5s,
ICas, 1Cs0 degerleri ile muamelesi sonucunda 1. saatte elde edilen hiicre ici ROS degerleri
sirasiyla 7,65 + 2,29, 5,25 + 1,05 ve 6,85 + 2,04 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif
kontrol (NK), ¢oziicti kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirasiyla 1,78 + 0,38,
1,71 + 0,38 ve 20,32 + 2,37 olarak belirlenmistir. Juglon ve 5-FU kombinasyonunun
LNCaP hiicre hattina uygulanmasindan elde edilen hiicre i¢i ROS seviyeleri Sekil 4.24°de

gosterilmistir.
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LNCaP hiicre hattmm 5-FU’nun IC125 konsantrasyonu sabit tutularak juglonun 1Cqz5s,
ICa5, 1Cs0 degerleri ile muamelesi sonucunda 12. saatte elde edilen hiicre ici ROS
degerleri sirastyla 11,17 + 1,02, 16,28 + 0,69 ve 30,17 + 2,33 olarak belirlenmistir. Ayrica
negatif kontrol (NK), ¢6ziicii kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirasiyla 7,60
+ 0,58, 6,57 + 1,18 ve 47,92 £+ 2,95 olarak belirlenmistir. Juglon ve 5-FU
kombinasyonunun LNCaP hiicre hattma uygulanmasindan elde edilen hiicre i¢i ROS

seviyeleri Sekil 4.24°de gosterilmistir.

LNCaP hiicre hattinin 5-FU’nun 1C125 konsantrasyonu sabit tutularak juglonun 1Ci25s,
IC2s, ICs0 degerleri ile muamelesi sonucunda 24. saatte elde edilen hiicre i¢i ROS
degerleri sirasiyla 3,79 + 0,81, 5,33 + 0,45 ve 2,69 + 1,54 olarak belirlenmistir. Ayrica
negatif kontrol (NK), ¢6ziicii kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirasiyla 1,09
+ 0,41, 1,13 + 0,09 ve 0,89 + 0,27 olarak belirlenmistir. Juglon ve 5-FU
kombinasyonunun LNCaP hiicre hattma uygulanmasindan elde edilen hiicre i¢i ROS

seviyeleri Sekil 4.24°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 24. LNCaP hiicre hattinda juglon ve 5-FU kombinasyonlarinimn hiicre i¢i ROS
olusumu tizerine etkileri (ortalama + standart sapma) (NK ve kombinasyon gruplari
arasindaki fark (***p<0,001), 5-FU IC12,5 ve kombinasyon gruplar1 arasindaki fark
(***p<0,001)).
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4.3.2. PC3 Hiicre Hatt1 Icin ROS Testi Bulgular

e PC3 hiicre hattinda juglon i¢in elde edilen hiicre i¢ci ROS seviyeleri:

PC3 hiicre hattinin juglonun ICi255, 1C2s5, 1Cso degerleri ile muamele edilmesi sonucunda
1. saatte elde edilen hiicre igi ROS degerleri sirasiyla 4,08 + 0,65, 4,00 + 0,72 ve 5,08 +
0,53 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK), ¢oziicii kontrol (CK) ve pozitif
kontrol (PK) degerleri sirasiyla 2,58 + 0,39, 2,33 + 0,24 ve 27,52 + 2,02 olarak
belirlenmistir. Juglonun PC3 hiicre hattina uygulanmasindan elde edilen hiicre ici ROS

seviyeleri Sekil 4.25’de gosterilmistir.

PC3 hiicre hattinin juglonun IC125, I1Czs, ICso degerleri ile muamele edilmesi sonucunda
12. saatte elde edilen hiicre i¢i ROS degerleri sirasiyla 9,40 + 0,62, 16,23 + 1,33 ve 22,60
+ 3,30 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK), ¢oziicii kontrol (CK) ve pozitif
kontrol (PK) degerleri sirasiyla 9,08 + 0,76, 8,51 + 0,89 ve 49,59 + 2,73 olarak
belirlenmistir. Juglonun PC3 hiicre hattina uygulanmasindan elde edilen hiicre igi ROS

seviyeleri Sekil 4.25’de gosterilmistir.

PC3 hiicre hattinin juglonun IC125, 1Czs, I1Cso degerleri ile muamele edilmesi sonucunda
24. saatte elde edilen hiicre i¢ci ROS degerleri sirasiyla 4,05 + 0,44, 1,52 + 0,87 ve 0,81 +
0,66 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK), ¢6ziicii kontrol (CK) ve pozitif
kontrol (PK) degerleri sirasiyla 1,32 + 0,60, 1,09 + 0,51 ve 0,48 + 0,23 olarak
belirlenmigstir. Juglonun PC3 hiicre hattina uygulanmasindan elde edilen hiicre ici ROS

seviyeleri Sekil 4.25°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 25. PC3 hiicre hattinda juglonun hiicre i¢ci ROS olusumu tiizerine etkileri
(ortalama + standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).

e PC3 hiicre hattinda 5-FU i¢in elde edilen hiicre ici ROS seviyeleri:

PC3 hiicre hattinin 5-FU’nun ICy25, 1Cos, 1Cs0 degerleri ile muamele edilmesi sonucunda
1. saatte elde edilen hiicre i¢i ROS degerleri sirasiyla 2,05 + 0,13, 2,62 + 0,34 ve 2,73 +
0,44 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri
srrastyla 2,58 + 0,39, 27,52 + 2,02 olarak belirlenmistir. 5-FU’nun PC3 hiicre hattina

uygulanmasindan elde edilen hiicre i¢ci ROS seviyeleri Sekil 4.26°de gdsterilmistir.

PC3 hiicre hattinin 5-FU 1Cy25, 1C2s, 1Csp degerleri ile muamele edilmesi sonucunda 12.
saatte elde edilen hiicre i¢i ROS degerleri srastyla 9,03 + 1,72, 11,61 + 1,58 ve 19,55 +
3,81 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri
strastyla 9,08 + 0,76, 49,59 + 2,73 olarak belirlenmistir. 5-FU’nun PC3 hiicre hattmna

uygulanmasimdan elde edilen hiicre i¢ci ROS seviyeleri Sekil 4.26°de gosterilmistir.

PC3 hiicre hattinm 5-FU ICy25, 1C2s, 1Cso degerleri ile muamele edilmesi sonucunda 24.
saatte elde edilen hiicre i¢ci ROS degerleri sirasiyla 4,26 + 0,58, 2,79 +£ 0,52 ve 2,26 £1,21
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olarak belirlenmistir. Ayrica negatif kontrol (NK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri
sirastyla 1,32 + 0,60, 0,48 + 0,23 olarak belirlenmistir. 5-FU’nun PC3 hiicre hattina

uygulanmasindan elde edilen hiicre i¢ci ROS seviyeleri Sekil 4.26°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 26. PC3 hiicre hattinda 5-FU’nun hiicre i¢i ROS olusumu iizerine etkileri
(ortalama =+ standart sapma) (NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).

e PC3 hiicre hattinda juglon ve 5-FU kombinasyonu ile elde edilen hiicre ici ROS

seviyeleri:

PC3 hiicre hattinin 5-FU’nun IC12 5 konsantrasyonu sabit tutularak juglonun 1Ci25, 1Cs,
ICso degerleri ile muamelesi sonucunda 1. saatte elde edilen hiicre ici ROS degerleri
sirastyla 4,89 + 3,77, 5,16 + 1,12 ve 4,02 + 0,37 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif
kontrol (NK), ¢6ziicii kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirastyla 2,58 + 0,39,
2,33 +£0,24 ve 27,52 + 2,02 olarak belirlenmistir. Juglon ve 5-FU kombinasyonunun PC3
hiicre hattina uygulanmasindan elde edilen hiicre ici ROS seviyeleri Sekil 4.27°de
gosterilmistir.

PC3 hiicre hattinin 5-FU’nun IC125 konsantrasyonu sabit tutularak juglonun 1C125, 1C2s,
ICso degerleri ile muamelesi sonucunda 12. saatte elde edilen hiicre ici ROS degerleri
strastyla 24,30 + 2,19, 29,42 + 0,94 ve 32,29 + 2,72 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif
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kontrol (NK), ¢oziicii kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirasiyla 9,08 + 0,76,
8,51 £ 0,89 ve 49,59 + 2,73 olarak belirlenmistir. Juglon ve 5-FU kombinasyonunun PC3
hiicre hattina uygulanmasindan elde edilen hiicre ici ROS seviyeleri Sekil 4.27°de

gosterilmistir.

PC3 hiicre hattinin 5-FU’nun IC12,5 konsantrasyonu sabit tutularak juglonun 1Cy25, 1C2s,
ICs0 degerleri ile muamelesi sonucunda 24. saatte elde edilen hiicre i¢i ROS degerleri
sirastyla 2,44 + 1,06, 1,76 + 0,67 ve 1,14 + 0,65 olarak belirlenmistir. Ayrica negatif
kontrol (NK), ¢6ziicii kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirastyla 1,32 + 0,60,
1,09 + 0,51 ve 0,48 + 0,23 olarak belirlenmistir. Juglon ve 5-FU kombinasyonunun PC3

hiicre hattina uygulanmasindan elde edilen hiicre ici ROS seviyeleri Sekil 4.27°de

gosterilmistir.
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Sekil 4. 27. PC3 hiicre hattinda juglon ve 5-FU kombinasyonlarmin hiicre i¢ci ROS
olusumu tizerine etkileri (ortalama + standart sapma) (NK ve kombinasyon gruplari
arasimdaki fark (***p<0,001), 5-FU 1C12,5, ve kombinasyon gruplar1 arasindaki fark
(***p<0,001)).
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4.4. Anneksin V Test Bulgulan

Juglon ve 5-FU’nun LNCaP ve PC3 hiicre hatlarina ayr1 ayri ve kombine olarak farkli
konsantrasyonlarda 24 saat boyunca muamele edilmesi sonucunda total apoptotik hiicre
orant Anneksin V testi ile belirlenmistir. LNCaP ve PC3’ iin juglon ve 5-FU
kombinasyonlar1 i¢in 5-FU konsantrasyonlar1 sabit tutulmus ve juglon artan

konsantrasyonlarda muamele edilmistir.

4.4.1. LNCaP Hiicre Hatt1 icin Anneksin V Bulgulan

e LNCaP hiicre hattinin juglon ile muamele edilmesinden elde edilen total apoptotik

hiicre oranlari:

LNCaP hiicre hattinin juglonun IC125, ICzs, ICs0 Ve 1C7s degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda elde edilen total apoptotik hiicre orani sirasiyla %14,03 (erken apoptotik
%14,03 geg¢ apoptotik %0), % 18,16(erken apoptotik %16,4, gec apoptotik %1,76 ), %
51,86 (erken apoptotik %28,73, ge¢ apoptotik % 23,13), %87,83(erken apoptotik %18,56,
gec apoptotik %69,26) olarak belirlenmistir.

Ayrica negatif kontrol (NK), ¢oziicii kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri
strastyla %1,76 (erken apoptotik %1,4, gec apoptotik %0,36), % 0,8 (erken apoptotik
%0,76, gec apoptotik %0,03) ve %97,86 (erken apoptotik %12,1, ge¢ apoptotik %85,76)
olarak belirlenmistir. Juglonun LNCaP hiicre hattina apoptotik etkisi Sekil 4.28°de

gosterilmistir.
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Sekil 4. 28. LNCaP hiicre hattinda juglonun apoptotik etkisi (ortalama + standart sapma)
(NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).

e LNCaP hiicre hattinin juglon ve 5- FU kombinasyonu ile muamele edilmesinden elde

edilen total apoptotik hiicre oranlart:

LNCaP hiicre hattinin 5-FU’nun IC125 konsantrasyonu sabit tutularak juglonun 1Cyz5s,
IC2s, 1Cs0 konsantrasyonlar1 ile kombine olarak muamele edilmesi sonucunda belirlenen
total apoptotik hiicre oranmi sirastyla %23,56 (erken apoptotik %18,4, ge¢ apoptotik
%S5,16), %44,26 (erken apoptotik 19,86%, ge¢ apoptotik %24,4) ve % 79,86(erken
apoptotik %14,83, ge¢ apoptotik %65,03) olarak belirlenmistir.

Ayrica 5-FU’nun tek basina uygulanmasiyla elde edilen total apoptotik oran % 14,9(erken
apoptotik %11,53, gec apoptotik %3,36 ) ve Negatif kontrol (NK), ¢oziicii kontrol (CK)
ve pozitif kontrol (PK) degerleri sirasiyla % 3,46(erken apoptotik %3,13, ge¢ apoptotik
%0,33), % 4,03(erken apoptotik %3,6, ge¢ apoptotik %0,43) ve %93,63 (erken apoptotik
%15,13, gec apoptotik %78,5) olarak belirlenmistir. Juglon ve 5-FU’nun LNCaP hiicre
hattina apoptotik etkisi Sekil 4.29°da gosterilmistir.
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Sekil 4. 29. LNCaP hiicre hattinda juglon ve 5-FU kombinasyonlarinin hiicre i¢i ROS
olusumu iizerine etkileri (ortalama + standart sapma) (NK ve tiim gruplar arasindaki fark
(***p<0,001), 5-FU IC12,5 ve kombinasyon gruplar1 arasindaki fark (?**p<0,001)).

4.4.2. PC3 Hiicre Hatt1 icin Anneksin V Bulgulan

e PC3 hiicre hattiin juglon ile muamele edilmesinden elde edilen total apoptotik hiicre

oranlart:

PC3 hiicre hattinmn juglonun ICi25, 1C25, 1Cs0 Ve 1C7s degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda elde edilen total apoptotik hiicre oran1 sirasiyla % 13,9(erken apoptotik %11,4,
geg apoptotik %2,5), %25,83 (erken apoptotik %18,56, ge¢ apoptotik %7,26 ) ve %47,8
(erken apoptotik %5,96, ge¢ apoptotik %41,83), %86,46 (erken %15,16, ge¢c %70,3)

olarak belirlenmistir.
Ayrica negatif kontrol (NK), ¢oziicii kontrol (CK) ve pozitif kontrol (PK) degerleri

sirasiyla 9%3,93 (erken apoptotik %3,4, ge¢ apoptotik %0,53), %5,1 (erken apoptotik
%4,76, geg¢ apoptotik %0,33) ve % 93,86(erken apoptotik %7,8, ge¢ apoptotik %86,06)
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olarak belirlenmistir. Juglonun PC3 hiicre hattina apoptotik etkisi Sekil 4.30’da

gosterilmistir.
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Sekil 4. 30. PC3 hiicre hattinda juglonun apoptotik etkisi (ortalama + standart sapma)
(NK ve muamele gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).

e PC3 hiicre hattinin juglon ve 5-FU ile muamele edilmesinden elde edilen total

apoptotik hiicre oranlari:

PC3 hiicre hattinin 5-FU’nun IC125 konsantrasyonu sabit tutularak juglonun 1C125, 1Cs,
ICs0 konsantrasyonlari ile kombine olarak muamele edilmesi sonucunda belirlenen total
apoptotik hiicre orani sirasiyla %8,16 (erken apoptotik %7,76, ge¢ apoptotik %0,4),
%30,36 (erken apoptotik %28,56, ge¢ apoptotik %1,8 ) ve %51,9 (erken apoptotik
%28,53, geg¢ apoptotik %23,36) olarak belirlenmistir.

Ayrica 5-FU’nun tek basina uygulanmasiyla elde edilen total apoptotik oran 3,83% (erken
apoptotik %3,7, gec apoptotik %0,13) ve Negatif kontrol (NK), ¢oziicii kontrol (CK) ve
pozitif kontrol (PK) degerleri sirasiyla % 3,26(erken apoptotik %3,16, ge¢ apoptotik
%0,1), % 3,5(erken apoptotik %3,36, ge¢ apoptotik %0,13) ve % 92,7(erken apoptotik
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%77,86, gec apoptotik %14,83) olarak belirlenmistir. Juglon ve 5-FU’nun PC3 hiicre
hattina apoptotik etkisi Sekil 4.31°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 31. PC3 hiicre hattinda juglon ve 5-FU kombinasyonlarinin hiicre i¢i ROS
olusumu iizerine etkileri (ortalama + standart sapma) (NK ve tiim gruplar arasindaki fark
(***p<0,001), 5-FU IC12,5 ve kombinasyon gruplar1 arasindaki fark (***p<0,001)).
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5. TARTISMA ve SONUC

Prostat kanseri erkek bireylerde en sik goriilen kanser tiirleri arasinda yer alir ve kansere
bagli 6liim nedenleri arasinda ikinci siradadir. Bu oran ozellikle geligsmis tilkelerde
siklikla tekrar edilen prostat spesifik antijen (PSA) taramalar1 ve transrektal biyopsi
uygulamasi ile artis gostermektedir (Humphrey, 2014).

Prostat kanserinde gozlemlenen degisime ugramis androjen reseptor sinyal iletimine
hiicresel olarak i¢ ve dig faktorlerin yani sira mutasyonlar ve kromozal anormalliklerinde
neden oldugu bilinmektedir. Kanser gelisim siirecinde meydana gelen tiim olaylarin
anlasilmas1 ve androjen reseptdrii sinyal iletimi ile iligkilendirilmesi, bu konuda alternatif

tedavilerin gelistirilmesine katki saglamaktadir (Erzurumlu, 2021).

Kanser tedavisinde kullanilan radyoterapi, cerrahi, hormonal ve molekiiler tedaviyi igeren
kemoterapi ve immiinoterapi yontemleri her zaman olumlu sonuglar vermedigi i¢in ve
kanser hiicreleri uygulanan ilaca kars1 direng olusturarak tedaviye engel oldugu i¢in son
donemlerde yeni yontem arayiglari devam etmektedir (Alkan ve Rakicioglu, 2021,

Bannurah ve digerleri, 2017).

Baz1 dogal bilesiklerin kemopreventif ve kemoterapotik etkilerinin anlasilmasi iizerine
dogal bilesikler sayesinde kanser tedavisi ve immiin sistem iizerinde etkili sonuglar elde

edilebilecegi anlasiimis ve bu yondeki arastirmalara agirlik verilmistir (Ozkan ve Kaleli,
2020).

Dogal bilesiklerden elde edilen bir grup olan polifenoller bitkilerin ¢esitli kisimlarinda
bulunan sekonder metabolitleri kapsar. Deney hayvanlarinda ve hiicre hatlarinda yapilan
calismalar sayesinde polifenollerin ¢esitli kanser tiirleri iizerinde aktif olarak etki
gosterdigi anlagilmistir. Bu bilesiklerin yapilan g¢aligmalar sonucu inflamasyonu ve
metastazi engelledigi, apoptozu ve sinyal iletim mekanizmalarini indiikleyerek antikanser

etki gosterdigi belirlenmistir (Alkan ve Rakiciogli, 2021).
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Fenolik bilesiklerden olan ve antikanser etkisi oldugu diisiiniilen Pistacia vera (urfa
fistig1) bitkisinin recine, kirmizi kabuk ve meyve sap1 gibi kisimlarindan elde edilen
ekstratlarin prostat (DU-145, PC3) ve meme kanseri (MCF7, MDA-MB 213) hiicre
hatlar1 lizerindeki sitotoksik etkileri gosterilmistir. Ayrica P. lentiscus bitkisinin prostat
ve kolon kanseri hiicrelerinde antiproliferatif etkisinin oldugu yapilan ¢aligmalarla

belirlenmistir (Koyuncu, 2018).

Ferulik asit ve kafeik asidin arastirildig: bir ¢alismada ferulik asidin prostat kanserinde
onkogen ekspresyonunu inhibe ettigi ve proliferasyonu engelledigi, kafeik asidin ise NF-

kappa B’yi baskiladigi gézlenmistir (Russo ve digerleri, 2017).

Dialil distilfit ve dialil tristilfit olarak bilinen sarimsagin etken maddesinin prostat
kanserinde etkisinin arastirildig1 bir calismada bu dogal bilesigin sitotoksik ve genotoksik
etkilerinin oldugu saptanmistir. Ayni zamanda artan dozlarda hiicre i¢i ROS seviyelerini
artiran ve hiicre i¢i Ca®™ seviyelerini artirarak apoptozu indiikleyen bu dogal bilesigin
kanser hiicrelerinde saglikli hiicrelere gore daha aktif oldugu ifade edilmistir. Dogal
bilesiklerle yapilan ¢ok sayida caligmanin 1s1ginda bu bilesikler arasindan kanser
hiicrelerini hedef alan ve saglikli hiicreler {izerinde belirgin bir toksisite gdstermeyen

cesitler son donemlerde dikkat ¢ekmektedir (Gtiler, Hira, Kaleli ve Kogyigit, 2020).

Ayrica kinon tiirevlerinden biri olan timokinon ile yapilan in vitro bir ¢alismada, kanser
tedavisinde kullanilan kemoterapotik ajanlarin etkinliginin bu dogal bilesik sayesinde
artirilabildigi gézlemlenmistir. Bu sonuglara ilaveten farelerle yapilan in vivo ¢alisma ile
timokinon ve kemoterap6tik bir ajanin kombinasyon tedavisinde tek ilagla yapilan
tedaviye karsilik anlamli bir fark elde edilmistir. Pankreas kanseri ile yapilan bu
calismadan elde edilen tiimor hiicrelerindeki proliferasyon azalisi ile farkli kanser tiirleri
icinde kombine tedavilerin uygulanabilecegi ve ileri c¢aligmalarin yapilabilecegi

diistiniilmektedir (Banerjee ve digerleri, 2009).
Bir naftakinon tiirevi olan juglonun metanolik ekstratmm PC3 ve DU145 prostat kanser

hiicreleri lizerine etkisinin gézlemlendigi bir ¢alismada, ilk 24 saatte MTT testi ile anlamli

bir fark elde edilmemistir, fakat 24 saatten sonra kanser hiicrelerindeki sag kalimin
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saglikli epitel hiicrelerine gore biiylik oranda azaldigi belirlenmistir. Bu durumda
hiicrelerle muamele edilen siirenin juglonun aktivasyonunda rol oynadigi ileri
stirilmektedir (Mahdavi, Azadbakht, Vahdati, Shokrzadeh ve Farhadi, 2019).

Juglonun farkli konsantrasyonlarda MCF-7 meme kanseri hiicre hatti ile 24 saatlik
muamelesi sonucunda meme kanserinde hedef alinan mt-ATP6 gen ekspresyonunu
azalttig1 gozlemlenmistir. Ayn1 ¢aligmada juglonun farkli konsantrasyonlarinin MDA-
MB-231 ve MCF7 hiicre hatlarinda migrasyonu ve invazyonu inhibe ettigi belirtilmistir
(Aydemir, 2019).

Juglonun yapisal analogu olan plumbaginin pankreas kanseri iizerindeki antimetastatik
etkisinin in vivo ve in vitro olarak gosterildigi ¢alismalarda stat-3 ve EGFR etkili sinyal
yolaklarini inhibe ettigi ortaya koyulmustur (Hafeez, Jamal, Fischer, Mustafa ve Verma,
2012).

SGC-7901 mide kanseri hiicre hatti tizerinde juglonun sitotoksik etkisinin SRB testi ile
incelendigi bir calismada farkli konsantrasyonlarin 24 saat boyunca muamelesi
sonucunda 1Cso degeri 36.51 £+ 1.05 uM olarak bulunmustur. Ayrica juglonun bu siire
icinde hiicre i¢ci ROS olusumunu artirdigi ve Bcl-2 aktivitesini diislirerek apoptozu

indiikledigi gozlemlenmistir (Ji, Qu ve Zou, 2011).

Kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan antineoplastik ilaclarin etkisi kisa stireli
olabildigi gibi ayn1 zamanda normal hiicreler lizerinde toksik etki gosterme potansiyelinin
yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu anlamda tedavi siirecini olumsuz etkileyen durumlar1
ortadan kaldwrmak i¢cin dogal bilesiklerle kombine tedavilere olan ydnelim artis
gostermektedir. Bu kombinasyonlarin amaci kemoterapi siirecini etkin bir hale
getirmenin disinda normal dokularda olusabilen toksisitenin azaltilmasi hedeflenmektedir

(Agca, Kiric1, Can ve Yumak, 2019).

Mevcut tez ¢alismasinda juglon ve 5-FU kombinasyonunun prostat kanser hiicrelerinde
apoptozu ROS artis1 ve genetik hasar olusumu ile arttirma potansiyelinin belirlenmesi
amaclanmigtir. Aktif metabolitlerinin RNA sentezini inhibe ederek hiicre ¢ogalmasini

baskiladig1 bilinen 5-FU’nun diisiik konsantrasyonu ile juglonun artan konsantrasyonlari
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kombine edilerek 5-FU’nun tek basina uygulandigi grup ile karsilastirmali olarak

arastirilmagtir.

Calismamizda ¢ok sayida kanser tiirii iizerinde antikanser aktivite gosterdigi diisliniilen
juglonun LNCaP ve PC3 prostat kanseri hiicre hatlar1 lizerindeki sitotoksik etkisi XTT
test yontemiyle arastirilmistir. Ayrica bu dogal bilesik ve antineoplastik bir ilag olan 5-
Florourasil kombine olarak farkli dozlarda uygulanarak LNCaP ve PC3 hiicre hatlar1
iizerindeki sitotoksik, genotoksik, apoptotik etkileri belirlenmistir. Literatiirde bu konuda
yeterli sayida ¢alisma bulunmadigindan dolay1 6zgiin deger tasiyan bu ¢alismanin ileri

arastirmalara katki saglamasi amaglanmustir.

XTT test sonucglarina gore juglonun LNCaP hiicre hattina 24 saatlik muamelesi ile ICso
degeri 57,621 + 4,859 uM olarak belirlenmistir. 5-FU’nun 24 saat boyunca LNCaP hiicre
hatt1 ile muamelesi ile ICsp degeri hesaplanamadigindan dolayi bu siire artirilarak 48 saate
cikarilmistir. 5-FU’nun LNCaP hiicre hatt1 {izerindeki ICso degeri 218,863 + 11,641 uM

olarak belirlenmistir.

Akciger kanseri (A549) hiicre hattinda yapilan bir calismada 48 saat muamele sonrasinda
5-Fluorourasil’in ICsgo degeri 75 uM olarak belirlenmistir. Kemoterapdtik bir ajan olan
trastuzumab ve 5-FU kombinasyonunun uygulandigi bu ¢alismada 24 saat sonrasinda

hiicre go¢iiniin ve ¢gogalmasinin engellendigi gozlenmistir (Korkut, 2018).

Calismamizda 5-FU’nun normal hiicreler iizerindeki olas1 toksik etkisini en diisiik
seviyeye indirmek ve ayni zamanda kanser hiicrelerinde diren¢ olusumuna engel olmak
icin yapilan kombine tedavide 5-FU’nun 1Cy125 konsantrasyonu sabit tutulmus ve juglon
artan dozlarda uygulanmistir. Bu kombinasyonun LNCaP hiicre hattinda canlilik lizerine
etkisi XTT testi ile belirlenmistir. 5-FU’nun IC125 dozunun juglonun IC125, 1C2s5 ve 1Cso
degerleri ile kombinasyonu sonucunda canlilik oranlar1 sirasiyla %67,26 %44,15 ve
%S35,45 olarak belirlenmistir. 5-FU 1C125 konsantrasyonunun tek basma uygulandigi
grupta canlilik oraninin %72,13 oldugu gézlemlenmistir. Bu sonuca gore 5-FU’ nun ICi25

konsantrasyonu ile juglon 1C2s ve ICso konsantrasyonlarinin kombinasyon gruplari
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arasinda ki canlilik diizeylerinde istatistiki olarak anlamli bir azalis oldugu belirlenmistir

(p<0,001).

Juglonun kemoterap6tik bir ajan olan 5-FU’nun etkinligini artirdigi saptanan bu
kombinasyon PC3 hiicrelerine de uygulanmistir. Juglon ve 5- FU’nun ayr1 ayr1 PC3 hiicre
hattinda ayr1 ayri sitotoksik etkisini incelemek i¢in XTT testi kullanilmistir. Juglonun
PC3 hiicre hatt1 ile 24 saat muamele edilmesi sonucunda ICso degeri 59,271 + 4,107 uM
olarak hesaplanmistir. LNCaP hiicre hattinda oldugu gibi 5- FU’nun PC3 hiicre hattina
24 saat boyunca muamele edilmesi ile bir ICso degeri hesaplanamamis ve bu siire 48 saate

uzatilmistir. Bu siire literatiirde yer alan farkli ¢aligmalarla uyumluluk gostermektedir.

PC3 hiicre hattinda 5-FU’nun ICsp degeri 302,748 + 4,842 uM olarak bulunmustur. PC3
hiicre hattinda, 5-FU’nun 1C125 konsantrasyonu sabit tutularak juglonun ICi25, 1Cos ve
ICsokonsantrasyonlari ile muamele edildigi kombine gruplarda canlilik degerleri sirastyla
%100,05, %95,15 ve %64,36 olarak belirlenmistir. Ayrica 5-FU  1Ci25
konsantrasyonunun tek basmna uygulandigi grupta canlilik oranmin %80,85 oldugu
gbzlemlenmistir. Bu sonuca gore 5-FU’nun ICi25 konsantrasyonu ile juglon ICso
konsantrasyonunun kombinasyon grubu arasinda ki canlilik diizeylerinde istatistiki

olarak anlamli bir azalma oldugu saptanmistir (p<0,001).

Juglonun genotoksik etki olusturma potansiyelinin tahmin edildigi bir g¢alismada
melanom hiicreleri iizerindeki genotoksik etki mikrontikleus testi ile degerlendirilmistir.
Bu ¢alisma ile juglonun melanom hiicrelerinde sitokinezi bloke ederek proliferasyonun

inhibisyonuna yol agtig1 gézlemlenmistir (Aithal, Kumar, Rao, Udupa ve Rao, 2009).

Bu ¢alismada juglon ve 5-FU’nun ayr1 ayr1 ve kombine olarak genotoksik etkilerinin

belirlenmesinde alkali komet testi kullanilmistir. Bu test ile ¢alismadaki hiicre hatlar1
juglonun 1Cy255, 1C2s5 ve 1Cso Ve 1C7s konsantrasyonlari ile muamele edilmistir. Ayrica 5-
FU’nun genotoksik etkilerinin ortaya konuldugu bu ¢aligmada hiicre hatlar1 bu ilacin
IC125, IC25 ve ICso ve ICrs konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Sonrasinda 5-FU’nun

IC125 konsantrasyonu sabit tutularak juglonun IC125, 1Cos ve 1Csg konsantrasyonlari ile
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muamele edildigi kombine gruplardaki kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA ve olive kuyruk

momenti gibi parametreler degerlendirilmistir.

LNCaP hiicre hattinda juglonun ICi25, I1Cz5 1Cso Ve IC7s konsantrasyonlarinin kuyruk
uzunlugu, kuyruk % DNA ve olive kuyruk momenti degerlerini artan dozlarda kontrol
grubuna gore anlamli bir sekilde artirdigi saptanmistir (p<0,001). LNCaP hiicre hattinda
5-FU’nun IC125, I1Czs, 1Cs0 Ve 1C7s konsantrasyonlarinin kuyruk uzunlugu ve olive kuyruk
momenti degerlerinde kontrol grubuna gore anlamli bir fark olmadig: fakat kuyruk %
DNA seviyesinde bir fark olustugu goriilmiistiir. Kontrol grubuna gore belirgin bir fark
olusturmayan kuyruk uzunlugu bulgularinin yan1 sira kuyruk %DNA miktarindaki artig
diisiik diizeyde de olsa 5-FU’nun genetik hasara yol agtigini diisiindiirmektedir.

Juglon ve 5-FU kombinasyonlarmm LNCaP hiicre hattinda kuyruk uzunlugu iizerine
etkilerinin komet testiyle arastirilmasi i¢in hiicreler 5-FU 1C125 konsantrasyonu sabit
tutularak juglonun ICi25, 1Cos ve 1Cso konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Bunun
sonucunda kombinasyon gruplarmin kontrol grubuyla karsilastirilmasinda artan dozlarda
kuyruk uzunlugu, kuyruk %DNA ve olive kuyruk momenti degerlerinde anlaml bir artig
belirlenmistir. Ayrica 5-FU 1Ci25 konsantrasyonunun tek basma uygulandigi grup ile
kombinasyon gruplar1 kiyaslandigi zaman juglonun IC25 ve 1Cso konsantrasyonlarinin
kullanildigi kombine dozlarda kuyruk uzunlugu, kuyruk %DNA ve olive kuyruk momenti
degerlerinde anlamli bir artis oldugu belirlenmistir (p<0,001).

PC3 hiicre hattinda yapilan komet testinde juglonun ICi2s, 1C2s5 1Cs0 ve 1C7s
konsantrasyonlarinin kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA ve olive kuyruk momenti
degerlerini artan dozlarda kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde artirdig1 belirlenmistir
(p<0,001). 5-FU’nun IC125, IC25, ICsp Ve IC7s konsantrasyonlarina maruz birakilan PC3
hiicre hattinda kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA ve olive kuyruk momenti degerlerinin
kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir sekilde arttigi gézlenmistir (p<0,001).

Her iki maddeninde genetik hasar olusturdugu belirlenen bu hiicre hatt1 5-FU

konsantrasyonu 1Ci25 olarak sabit olacak sekilde juglonun ICi25, 1C2s, 1Cso

konsantrasyonlar1 ile kombinasyonuna maruz birakilmistir. Yapilan bu kombinasyondan
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elde edilen kuyruk uzunlugu, kuyruk %DNA ve olive kuyruk momenti bulgular1 kontrol
grubuyla kiyaslanmis ve anlamli bir artis oldugu belirlenmistir. Ayni parametreler i¢in 5-
FU’nun tek basma ICi12 konsantrasyonunun uygulandigi grup ve kombinasyon gruplari
karsilagtirilmigtir. Bu kiyaslama ile 5-FU’nun IC12,5 ve juglonun 1Cso konsantrasyonunun
kombine edildigi grupla 5-FU [Ci25 dozunun tek basina kullanildigi grup arasinda
anlamli bir fark oldugu saptanmustir (p<0,001).

Juglonun kanser hiicre hatlar1 ile yapilan bazi ¢alismalarda reaktif oksijen tiirleri (ROS)
seviyelerini belirgin bir sekilde artirarak hiicre i¢i tepkimelerin degisiklige ugramasina
neden oldugu gozlenmistir. Bu olaylar sonucu apoptozun uyarilmasmin nedeninin
sitokrom ¢ salmiminindan kaynaklanan mitokondriyel zar potansiyel kaybi oldugu

tahmin edilmektedir (Avci, 2015).

Mide, pankreas, melanom, losemi gibi kanserlerde etkinligi bildirilen juglonun C6 sican
glioma hiicrelerinde yapilan bir calismada ROS miktarmi artirdigr ve apoptoza bagl
sinyal yolaklarimi aktive ettigi bulunmustur. Ayrica bu calismada tiimor hiicrelerinde
normal hiicrelere gore daha fazla ROS {tiretimi oldugu ve bu durumda doz ve muamele

edilen siirenin etkili oldugu bildirilmistir (Wu ve digerleri, 2017).

Yapilan literatiir c¢alismasinda juglonun farkli kanser tiirlerindeki antitiimor
mekanizmasinda hiicre i¢i ROS miktarindaki artigta etkili oldugu gézlenmistir. Bu
dogrultuda prostat kanseri ile yapilan ¢alismalarin yetersiz oldugu disiiniilerek juglon ve
5-FU’nun ayr1 ayr1 ve kombinasyonlar1 ile ROS olusumunu iizerindeki etkileri
arastirilmistir. LNCaP ve PC3 hiicre hatlarinda ROS olusumunun belirlenmesi i¢in DCF-
DA maddesi kullanilmistir. Bu test icin XTT yontemi ile belirlenen 1Ci25, 1Czs, 1Cso
konsantrasyonlar kullanilarak 1, 12 ve 24 saatlik muamele sonucunda olusgan ROS

miktarlar1 6l¢iilmiistiir.

Juglon LNCaP hiicre hattina I1C125, 1C25, 1Cso konsantrasyonlarda 1 ve 12 saat boyunca
muamele edilmesiyle ayr1 ayr1 yapilan lgiimlerle ROS miktarinda artan dozlarda kontrol
grubuna gore bir artis oldugu belirlenmistir (p<0,001). Ayni konsantrasyonlarin

hiicrelerle 24 saat boyunca muamele edilmesiyle hiicre Sliimiiniin artmasi nedeniyle
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ortamdaki ROS miktarinda bir disiis gozlenmistir.  5-FU’nun ayni siire ve
konsantrasyonlarda LNCaP hiicre hattina uygulanmasi ile yapilan 6lgiimlerde kontrol

grubuna kiyasla artan dozlarda bir ROS artig1 oldugu saptanmustir.

Juglon ve 5-FU’nun kombinasyonlarmin ROS olusumu iizerine etkilerinin arastiriimasi
icin 5-FU’nun ICi125 konsantrasyonu sabit tutularak juglon 1Ci25, 1Ca2s, 1Cso
konsantrasyonlarda 1, 12 ve 24 saat boyunca muamele edilmistir. Kombinasyon
gruplarindan elde edilen ROS seviyeleri kontrol grubuna gore kiyaslandigi zaman 1 ve
12. saatlerde doza ve muamele siiresine bagh bir artis oldugu gozlemlenmistir. 5-FU
IC125 konsantrasyonu ile kombinasyon gruplarmin karsilastiriimasi ile 5-FU IC1of5 ile
juglon ICzs ve 1Cso konsantrasyonlarinda istatistiki olarak anlamli bir artig saptanmistir
(p<0,001). 24. saatte yapilan Olgiimde maruziyet siiresinin uzamasma ve ortam

kosullarina bagli olarak hiicre 6liimiiniin arttig1 ve ROS miktarmin azaldig1 belirlenmistir.

Juglonun PC3 hiicre hattina 1C1255, IC2s, 1Cs0 konsantrasyonlarda 1 saat boyunca muamele
edilmesiyle yapilan 6lgiimlerle ROS miktarinda tiim dozlarda kontrol grubuna gore bir
artis oldugu belirlenmistir. Ayni1 dozlarin 12 saatlik muamele edilmesi sonucunda 1Css,
ICso konsantrasyonlarinda ROS seviyesinde anlamli bir artis saptanmistir (p<0,001). 24
saatlik muamelede hiicre 6liimiiniin artisindan dolay1 ROS diizeylerinde azalma oldugu

tahmin edilmektedir.

5-FU’nun ayn1 konsantrasyonlarda ve siirelerde hiicrelerle muamele edilmesi ile yapilan
Ol¢timlerde 1. saatin sonunda kontrol grubuna gore tiim gruplardaki ROS miktarinda
anlaml1 bir artig gdzlenmemistir (p>0,05). 12 saatlik muamele sonrasinda 5-FU 1Czs ve
ICs0 konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gére anlamli bir artis oldugu saptanmistir
(p<0,001). 24 saatlik muamele sonrasinda hiicre dliimiiniin ortam kosullarina bagli olarak

artmasi ile ROS miktarinda bir azalma oldugu diistiniilmektedir.

PC3 hiicre hattinda juglon ve 5-FU kombinasyonu ile elde edilen hiicre i¢gi ROS
seviyelerini belirlemek i¢in 5-FU 1C1o5 konsantrasyonu, juglonun 1Ci25, 1C25 ve 1Cso
konsantrasyonlari ile bir arada uygulanmistir. 1, 12 ve 24 saatlik muamele sonrasinda

yapilan Ol¢iimlerde kontrol gurubuna kiyasla 1. saatteki ROS seviyelerinde 5-FU’ nun
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IC125 degeri ile juglonun IC2s ve 1Csg konsantrasyonlarinin kombine edildigi gruplarda

bir artig belirlenmistir.

12 saatlik muamele sonrasinda kontrol grubu ile yapilan kiyaslamada 5-FU’nun ICi25
degerinin juglonun IC125, 1C2s5 ve ICso konsantrasyonlar1 ile kombine edildigi gruplardaki
ROS miktarlarinda anlamli bir artis oldugu saptanmistir (p<0,001). 24 saat sonrasinda
yapilan olgiimlerde tiim gruplarda hiicre 6liimiinden kaynaklanan ROS miktarinda bir

azalma oldugu gozlenmistir.

Kombinasyon gruplarindan elde edilen Slgiimlerin 5-FU [1C125 konsantrasyonunun tek
basma uygulandigi grupla kiyaslanmasiyla 1. saatte juglon ICzs ve ICsg ile yapilan
kombinasyon gruplarinda, 12. saatte ise juglon IC125, IC25 ve 1Cso konsantrasyonlari ile
yapilan kombinasyon gruplarindaki ROS miktarinda anlamli bir artis oldugu ortaya
konulmustur (p>0,001). 24 saatlik muamele sonrasinda artan hiicre liimii nedeniyle ROS

seviyelerinde bir diisme oldugu belirlenmistir.

Iki hiicre hattinda da hiicre ici ROS seviyelerinin dl¢iildiigii tiim gruplara genel olarak
bakildiginda 12 saatlik muamele gruplarinda bir artis oldugu saptanmustir. Juglonun farkli
kanser hiicrelerinde ROS miktarinin artirarak sitotoksik ve genotoksik hasara neden

oldugu bilinmektedir.

Calismamizda prostat kanseri ile yapilan bu test literatiirdeki bulgulara katki saglayacak
niteliktedir. Ayrica kemoterapotik bir ajan olan 5-FU’nun diisiik konsantrasyonuyla
kombine edilen juglonun zaman ve konsantrasyona bagli olarak ilacin antikanser
etkinligini arttig1 belirlenmistir. Dogal bir bilesik olan juglonun LS-174T kolon kanseri
hiicre hattinda yapilan bir ¢calismada konsantrasyon ve muamele edildigi siireye bagl
olarak kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivasyonunu artirdigt ve Bcl-2’yi baskiladigi
belirtilmektedir (Li, Zhao, Sun, Jiang ve Gong, 2013).

Juglonun reaktif oksijen tiirlerini artrmasi ve sinyal yolaklar1 tizerinde etkinlik

gostermesi ile kanser tedavisinde etkili olabilecegini ileri siiren bazi caligmalar

mevcuttur.

80



Kanser tedavisinde p53 aktivasyonu, tiimor reseptorleri veya mitokondriyel yolla
apoptozun indiiklenmesi hedeflenerek kanser hiicre proliferasyonun baskilanmasi
saglanir. Bu amagla uygulanan kemoterapi ajanlartyla DNA sentezi ve hiicre boliinmesi
baskilanmaktadir. Kemoterapi sonrasinda tiimor hiicrelerinin ilaca karst direng
olusturmasi ile baslayan duyarsizlik bu tedaviyi olumsuz etkileyen durumlardan biridir.
Bu durumu ortadan kaldirmak i¢in cesitli faktorlerle kanser hiicrelerinde apoptozu

hizlandirmanin dogru olacagi diistiniilmektedir (Kaya, Caligkan ve Yonden, 2012).

Calismamizda kemoterapik ajanlarin uygulanmasindan kaynaklanan yan etki ve direng
olusumunu azaltmak i¢in LNCaP ve PC3 hatlar1 naftakinon grubundan olan juglonun 5-
Florourasil ile farkli konsantrasyonlarda kombinasyonlarma maruz birakilmistir.
Maddelerin tek basmna ve kombine bir sekilde prostat kanser hiicreleri iizerindeki
apoptotik etkinin belirlenmesi i¢in Muse Annexin V & Dead Cell Assay (Millipore,

Almanya) kullanilmustir.

LNCaP hiicre hattinin juglonun IC125, 1Czs, ICs0 Ve 1C7s degerleri ile muamele edilmesi
sonucunda elde edilen total apoptotik hiicre oranlarinin doz artisina bagli olarak kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir sekilde ylikseldigi belirlenmistir. Ayni hiicre hatt1 5-FU I1C125
konsantrasyonu ile kombine bir sekilde juglonun ICi25, 1C2s5 ve 1Cso konsantrasyonlarina
maruz birakilmistir. Bu kombinasyondan elde edilen apoptotik hiicre oranlar1 kontrol
grubuyla karsilastirildiginda anlamhi bir artis gozlenmistir. Ayrica 5-FU 1Cyo5
konsantrasyonunun tek basma uygulandigi grup ile kombinasyon gruplarmin

kiyaslanmasiyla istatistiki olarak anlamli bir artis oldugu saptanmistir (p<0,001).

Juglonun ve 5-FU ile kombinasyonunun PC3 hiicre hatt1 iizerindeki apoptotik etkisini
ortaya koymak i¢in yapilan analizlerde hiicreler dncelikle, juglonun 1Ci25, I1Czs, 1Cso Ve
IC75 konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Yapilan 6l¢imlerle elde edilen verilerin
kontrol grubuyla karsilagtirilmasinda juglonun doz artigina bagli olarak apoptotik bir etki

gosterdigi belirlenmistir.
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Iki maddenin kombinasyonlarinin PC3 hiicre hatt1 iizerindeki apoptotik potansiyelini
belirlemek i¢in yapilan deneyde 5-FU 1C12 5 konsantrasyonu ile juglonun ICi2s, 1C2s, 1Cso
konsantrasyonlar1 bir arada uygulanmistir. Bu analiz sonucunda kontrol grubuna gore tiim
kombinasyon gruplarinda anlamli bir artis saptanmistir (p<0,001). PC3 hiicre hattina 5-
FU125 konsantrasyonunun tek basina uygulandigi grup ile kombinasyon gruplarmin
kiyaslanmasiyla juglonun artan dozlarma bagli olarak anlamli bir artis oldugu

belirlenmistir (p<0,001).

Sonug olarak bu ¢aligmada fenolik bir bilesik olan juglonun (5-Hydroxy-1,4-naftakinon),
prostat kanseri iizerindeki antikanser potansiyelinin belirlenmesi i¢in hiicre hatlarina tek
basina ve ilk kez kemoterapdtik bir ajan olan 5-Florourasil ile kombine bir sekilde
uygulanmistir. Literatiirde juglon ve 5-FU kombinasyonunun metastatik prostat kanseri
iizerindeki etkilerini belirleyen herhangi bir caligmaya rastlanmamistir ve prostat
kanserinde yapilan bu in vitro kombinasyon c¢alisma ilk olmasi agisindan Onem

tasimaktadir.

Bu calismada LNCaP (prostat kanseri lenf metastazi) ve PC3 (prostat kanseri kemik
metastazi) hiicre hatlarmna juglon ve 5-FU’nun ayr1 ayr1 uygulanmasiyla sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin oldugu goézlemlenmistir. Ayrica ROS olusumunu artirma ve
apoptotik etkilerinin oldugu da saptanan bu iki maddeden kemoterapi ajami olarak
kullanilan 5-FU’nun diisiik dozlar1 ile kombine bir sekilde uygulanan juglonun prostat

kanseri iizerinde ilacin etkinligini artiric1 bir potansiyeli oldugu belirlenmistir.

Bir in vitro kombinasyon terapi modeli olusturulan bu ¢alismada juglonun metastatik
prostat kanseri iizerinde 5-FU’nun apoptotik etkisini artirarak ve hizlandirarak olasi yan
etkileri azaltmak icin yiliksek potansiyele sahip oldugu gosterilmis olup daha sonra ki

calismalar i¢in bir temel olusturulmustur.

Prostat kanseri tizerinde yapilan bu in vitro kombinasyon ¢alismasi ilk kez arastirilmis
olmasindan dolayr &zgiin bir deger tasimaktadir. Ilerleyen ¢aligmalarda bu
kombinasyonun sinyal yolaklar1 ve gen ekspresyonlar1 lizerindeki etkilerinin belirlenmesi

bu etkinligin daha kapsamli bir sekilde arastirilmasi bakimindan 6nemli olacaktir.
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Antikanser ila¢ gelistirmede bir kaynak olabilecegi diisiiniilen juglonun son donemlerde
sik¢a arastirilan kanser tedavisinde kombinasyon uygulamalar: i¢in yeni stratejilerin

gelistirilmesine katki saglayacag diistiniilmektedir.
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