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OZET

Prostat kanseri Turkiye'de erkekler arasinda en yagin olarak teshis edilen
kanser turadur ve kanser nedeniyle olumlerde erkeldrde akciger kanserinden
sonra ikinci sirada yer almaktadir. Prostat kansernde vaskller endotelyal
blyume faktér-A'nin (VEGF-A) tek basina en dnemli anjiogenik faktor oldusu
dustnulmektedir. Apoptotik slrecte yer alan poli-(ADP+iboz) polimeraz’'in
(PARP) yikilimi apoptotik sure¢ markirnt olarak kull anilmaktadir. Acorus
Calamus’un anti-kanserojen etkisi ile birlikte cesitli tibbi 6zelliklere sahip oldugu
uzun yillardir 6zellikle Asya’da kabul edilmektedir. Calismamizda acorus calamus
kokundn etanolik ekstraktinin insan prostat kanserLNCaP hucre dizisinde hicre
cogalmasina, anjiogeneze ve apoptozise olasi etkilan vitro ortamda calisildi.
Ekstraktin hiicrelerin cogalmasi Gizerine etkisinin ve inhibitér konsantrasyon%50
(IC50) duzeyinin belirlenmesi amaciyla hicreler 24/e 48 saat boyunca 0, 250, 500,
750, 1000 ve 1250 pg/ml ekstrakt konsantrasyonlatey muamele edildi. Bu
konsantrasyonlardaki ekstraktlar 24 ve 48 saatte LIXCaP hicre yaayabilirli gini
kontrolle kar silastirildi ginda doza ve zamana gl olarak %44’lere kadar azalttl.
24 saat sonra 750 pg/ml ekstrakt konsantrasyonundbdlinmis PARP dizeyinde
%180 oraninda anlaml bir artis g6zlenirken 48 saat sonrasi 500 ve 750 pg/mi
ekstrakt konsantrasyonlarinda bolunmis PARP duzeyleri sirasiyla %198 ile %244
oranlarinda bulundu. VEGF-A protein ve gen ekspresgn miktarlarinda 24 saat
sonra anlamh bir farklihk bulunmazken 48 saat somasi 750 pg/ml ekstrakt
konsantrasyonunda VEGF-A protein ve gen ekspresyonualiizeyleri sirasiyla 142
pg/ml ve %6 olarak bulundu. Bu calsma acorus calamus kokinun etanolik
ekstraktinin zaman ve doz b&iml olarak guclu bir anti-kanser, anti-anjiogenik ve

apoptotik etkileri olabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: LNCaP, acorus calamus, anti-kangr, anti-anjiogenik,

apoptotik.



SUMMARY

Prostate cancer is the most common cancer diagnosathong men in Turkey
and second leading cause of the cancer death in Tkish men behind only lung
cancer. Vascular endothelial growth factor-A (VEGFA), thought to be the single
most important angiogenic factor in prostat cancerPoly-(ADP-ribose) polymerase
(PARP) involved in apoptotic process and cleavagd BARP serves as a marker of
cells undergoing apoptosis. Acorus calamus have Igrbeen considered to have
anti-carcinogenic and medicinal properties especipl in Asia. We examined
whether ethanolic extract of acorus calamus root &&cts the survival of prostate
cancer LNCaP cells and induces apoptosis and angemesis of these cells in vitro.
Cells were incubated during 24 and 48 hours with 0250, 500, 750, 1000 ve 1250
ng/ml doses of extract to determine the effect ofhé extract on the cells
proliferation and inhibitor concentration 50% (IC50) value. Extract with these
concentrations reduced the number of LNCaP living ells up to 44 % as compared
to the control at dose and time dependent manner &4 and 48 hours. Meanwhile,
significantly increased by 180% had been observedicleaved PARP after 24
hours at 750 pug/ml extract concentration, and afte#8 hours cleaved PARP levels
at 500 and 750 pg/ml extract concentrations were imd %198 and %244,
respectively. There were no significantly differenes at protein and gene expression
amounts of VEGF-A after 24 hours, but after 48 hous VEGF-A protein and gene
expression amounts at 750 pg/ml extract concentratns were found 142 pg/ml and
6%, respectively. The present study reveals the psibility that ethanolic extract of
acorus calamus root posseses a dose and time depamdanticancer, apoptotic and

anti-angiogenic properties.

Key words : LNCaP, acorus calamus, anti-cancer, aringiogenic, apoptotic
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SIMGE ve KISALTMALAR

ADP: Adenozin di fosfat
AP-1: Aktivator protein 1
Apaf: Apoptotik proteaz aktive edici faktor

ATP: Adenozin tri fosfat

BAD: Bcl iligkili 6lim uyaricisi protein

Bax: Bcl ilgkili x proteini

Bcl-2: B hucreli I6semi/lenfoma 2

BH: Bcl homolgu

Bid: BH3 domain iceren proapoptotik Bcllkeai Uyesi

COX: Siklooksijenaz
DMSO: Dimetil sulfoksit

DNA: Deoksiribontkleik asit

ECM: Ekstraseliler matriks
FCS: Fetal dana serumu

FGF: Fibroblast biyume faktor
Flt: Fms benzeri tirozin kinaz

GAPDH: Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz
GC: Gaz kromatografi

IAPS: Apoptozis inhibitorleri

ICE: Interlokin 1B donitiriict enzim
IFN: Interferon

IGF: Instilin benzeri buyiime faktori
IL: Interl6kin

Jak: Janus kinaz

Xi



Kaspaz: Sistein aspartik asit-spesifik proteazla
kDa: Kilodalton

KDR: Kinase insert domain reseptor

LDH: Laktat dehidrogenaz

LNCaP: Prostat sol supraklavikiler lenf noduskasmu
ME: Merkapto etanol

MMP: Matriks metalloproteinaz

NAD: Nikotinamid adenin dintkleotid
NF-kB:  Nukleer faktor kappa B

PARP: poli-(ADP-riboz) polimeraz

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

PDGF: Platelet kaynakl buyime faktori

PI3K: Fosfatidil inozitol 3-kinaz

PIGF: Plasental buytme faktori

PKB: Protein kinaz B

PSA: Prostat spesifik antijen

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

STAT: Sinyal dongidrtculer ve transkripsiyon aktivator
proteinleri

TGF: Transforme edici biylume faktort

TIMP: Doku matriks metalloproteinaz inhibior

TNF: TUmor nekrozis faktor

TNFR:  TUumor nekrozis faktor reseptorleri
VEGF:. Vaskuler endotelyal buyime faktor

XTT: 2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofe)b-

[(fenilamino)karbgrBH-tetrazolium hidroksit
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1. GIRIS ve AMAC

Insan viicudunda 75-100 trilyon arasinda hiicre budlktenir ve bu nedenle bir
veya birka¢ hicrenin yam boyunca faaliyetleri sirasinda anormal bir peoditif
aktivitesi kazanmasi strpriz gilglir. Bunun yaninda kalitsal bozukluklar da anokma
proliferatif aktiviteye yol acabilir (2). Amerikapopulasyonunda yam boyu kanser
gelisme olasilgl erkeklerde yakkak 2'de 1 iken bu oran kadinlarda 3'te 1'dir. Yine
malign timdrler sonucu 6lumler kalp hastaliklarngou 6limlerin ardindan ikinci
sirada yer almaktadir. Prostat kanseri Turkiye'deelderde goérilen kanser tarleri

arasinda en sik gorulenidir ve kanser sonucu oldaligkinci sirayr almaktadir.

Tarihsel olarak bakil@ginda yeni ilaglarin ggunlugu ya dgal drtinlerden ya da
dogal drunlerden tdretilen bijklerden elde edilmektedir (48). Dinya gh&
Orgutiinin  (WHO: World Healty Organisation) tahmie go6re dinya
populasyonunun yalkdek %80’inin temel sglik hizmetleri icin birincil olarak sadece
geleneksel tibbi tercih egtni bildirmistir. Amerika’da ginimuzde kullanilan ilaglarin
yaklasik %50’si dgal kaynaklardan ve 6zellikle gdi bitkilerden elde edilmektedir.
Son zamanlarda gefnis ve gelsmekte olan Ulkelerde geleneksel tibbin kullanimi
onemli 6lgiide artmaktadir (8). Ulkemizde genellildgir ya da ‘hazanbel’ otu olarak
da bilinen Acorus Calamus’un, Hindistan ve uzakguita tlkelerinde gidalarin yaninda
ve tibbi amacla kullanimi ¢ok uzun bir gegendayanmaktadir. Yapilan gahalarda bu
bitkinin antikanser 6zelli de olmak Uzere géli bircok faydali 6zellikleri bildirilmistir
(76).

Yeni kan damarlarinin gglmi olan anjiogenez malign, infektif, proliferatife
inflamatuvar hastaliklarin patogenezinde 6nemlididmoér blyumesi ve metastazin
anjiogenez bamh sdrecler oldgu ve anjiogenezisin engellenmesinin hagtali
ilerlemesinin dnlenmesi icin bir strateji olabilgcdildirilmi stir (29). Bu arada, normal
dokularin kanserlgne yolunun anjiogenik kapasite kazanmalarindanigebiiyuk
oranda kabul edilmektedir. Dolayisiyla kanser higcnede, pro-anjiogenik ve anti-

anjiogenik molekulller arasindaki denge anjiogenehine bozulmaktadir. TUmor



hicreleri pro-anjiogenik buytme faktoérleri Uretitl®u faktdrler arasinda en énemlisi
vaskiler endotelyal growth faktér (VEGF) olup aggmezisin bitin samalarini
hizlandirarak pro-anjiogenik o6zellik gosterir. VEGIR cesitli timoérlerde yiksek
miktarda over-eksprese olglu gosterilmgtir. Bu nedenle timoér anjiogenezisi tzerine
VEGF-hedefli yaklaimlar buyik 6nem tamaktadir (30)

Programli hiicre 6limu veya hicre intihari olarakbdimen apoptozis, belirli bir
molekiler glemler serisinin sonunda hicrenin dlumuniglaa ve ayni zamanda
embriyonik gelsim ve ergkin doku gelgiminin surddrtlmesi icin gereklidir. Apoptozis
ayrica virisle enfekte hucreler veyasira DNA hasari bulunan hicreler gibi
organizmanin butinfiinG tehdit eden hucrelerin yok edilmesi icin de egédir.
Apoptozis; hicre kiculmesi, kromatin  kondenzasyonplazma membran
kabarciklanmasi ile apoptotik cisimciklerin glununu iceren benzersiz fenotipik
degisikliklerle karakterize olup yurimesi enerji<ganli bir strectir (10). Nukleer bir
enzim olan poly(ADP-riboz) polimeraz (PARP) DNA ilplkiriklarinin tamirinde
onemli bir rol oynar. Bu enzim, oksidatif hasar aaiger nedenlerle okan DNA iplik
kiriklarini taniyarak b#anir ve hicrenin DNA hasarindan korunmasini kakdyir.
Ayni zamanda kaspaz-3’'Un bir hedefi olan PARP’ikilyni apoptotik mekanizma
sureclerinden birisidir (12). Bitkisel kimyasallarveya fitokimyasallarin kullanilarak
malign tumorlerde apoptozisin tetiklenmesi ve Bkekilde kanser tedavisinde

kullaniimasi Uzerine odaklanan gahalar umut vaat etmektedir.

Prostat kanser hcreleri tzerine acorus calamissibin herhangi bir etkisinin
olup olmadgina yonelik su ana kadar bilimsel bir veriye gllamadgindan ve
ulkemizde de alaninda uzman olan veya olmayaitekie bu bitkinin prostat kanseri
Uzerine faydali etkilerinin bulungunun iddia edilmesi nedeniyle bu bitkinin prostat
kanser hicresi tzerine bir etkisinin olup olngadn bilimsel yontemlerle asairmayi
amacladik. Bu cajmada LNCaP hicrelerinde acorus calamus bitkisirtemadik
ekstraktinin hiicre canlg, anjiogenez ve apoptozis Uzerine indukleyici/llaskci
etkisinin olup olmady argtiriimistir. Hicre canliigina etkisi 2,3-bis(2-metoksi-4-

nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino)karbonil]-2H-teazolium hidroksit (XTT) yontemi



ile, apoptotik etkisi bolunmiiPARP dlciim kiti ile, anjiogenik etkisi de VEGF-Am

protein miktari ve ekspresyon duzeylerinin 6lculemille belirlenmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser kelimesinin kdkeninin Tip’in Babasi olaraé&bkl edilen Yunan hekim
Hipokrat (MO 460-370) tarafindan konulglukabul edilmektedir. Hipokrat “karkinos”
ve “karkinoma” terimlerini sirasiyla iyilneyen birsislik veya Ulser olgumu ile
malign iyilesmeyen timori tanimlamak icin kullargtr. Unlii bir hekim ve filozof
olan Galen of Pergamon (MS 129-199), Hipokratimsgadlarini yeniden canlandirdi ve
gengletti. Galen tumoérd tanimlamak icin ilk defa Latiitancrum” veya “crab”
kelimelerinden turetilen “cancer” kelimesini kullamtir. Cinkd Galen tamdrlerin

yengec-benzegekillenme karakteristiklerine sahip olduklarinanngrdu (21).

Insan viicudunda trilyonlarca canli hiicre meydanangidedir. Normal viicut
hiicreleri diuizenli bigekilde buydrler, boltndrler ve 6lurler. Bir insanyasaminin ilk
yillarinda normal hticreler inin biyimesini sglamak icin hizli birsekilde boluntrler.
Kisi yetiskin hale geldikten sonra bir¢cok hiicre sadece ymirgaiveya Olen hicrelerin
yerini almak icin ve yaralanmalari onarmak icinibdlrler (3).

Karsinojenez (neoplastik transformasyon), karsimejn cgunlukla sinyal
iletim yollanyla etkilgsimi sonucu belirli bir sirecte geén ve birbirini izleyen cok
basamakli hicresel geikliklerin yer aldgl kontrolsiz hicre g¢@mlmasidir.
Karsinojenez, inisiyasyon (klangi¢), promosyon (artma) ve progresyon (ilerleme)
olmak Uzere her biri kendine 6zgu U¢ safhaya ay(8ekil 2.1). Balatici etken
(inisiyatdr) c@unlukla d@rudan DNA'yla etkilgerek irreversibl mutasyona sebep
oldugundan genotoksiktir. Proliferasyonu uyaran promoBA dizisini etkilemeyen,
fakat fenotipini bozan, gmunlukla reversibl olan epigenetik glgikliklere yol agar. Ne
tek bgina promotor, ne de inisiyator kansere sebep alaliisiyasyonu takip eden
ilerleme safhasi, karyotipik @siklikler, cogul mutasyonlar ve artmi malignite

gucuyle kendini gosteren genomik instabilite durdomu Bu dgiskenlik, tamor



blayukligtinin ve gelime hizinin artmasi, yayllma, metastaz, anaplamg, direnci ve
bagisiklik denetiminden kagla karakterize daha agresif bir fenotip ghasina yol acar.
Hastalik, normal dokularla kalastirildiginda hicre siklusunun beklenilenden aktif ve

hiicre fraksiyonlarinin daha fazla glule belirlenir (35).

Kimyasallar
nitiasyon, P
(@ ’ —'!' Prumcmnn @&
A @ T—
(6] DNA tamlrl Huc re Hilcre

Proliferasyonu Proliferasyonu

Apoptozis

Hiicre Toksisitesi

Mormal Hicreler

Sekil 2. 1.Kimyasal karsinojenezsamalari (73)

Yeni damar olgumu (neoanjiogenez, neovaskularizasyon) vicuttgoliagik
olarak yara iyilgmesi, embriyogenez, menstriel siklus gibi durundasdz konusudur.
Kontrolstiz anjiogenez ise fa tumor blyumesi ve timoOr metastazi olmak Uzere,
inflamatuvar hastaliklar, kronik inflamasyon, pfetatif retinopati gibi birgcok patolojik
olayda rol oynar (84). Anjiogenez, tumdr gehi ve metastaz icin gereklidir ve kanser

tedavisi icin heyecanverici bir hedeftir (87).

2.2. Anjiogenez

Vaskuler endotelyal ve destek hucreleri oksijensidbere sinyal molekullerini
transport ederken ayni zamanda karbondioksit valoék son trinlerini hiicre, doku



ve organlardan uzaldarilmasi gerekmektedir. Bu sure¢ icin kagmkadallanmg bir
dolasim g1 cok onemlidir (88). Anjiogenez, 6nceden var okapillerlerden cgtli
patolojik durum altinda yeni kan damarlarininsoion stirecidir (64). Anjiogenezle ilgili
vaskilogenez, arteriogenez ve lenfanjiogenez stnagl ayirt edilmesi gereklidir.
Vaskulogenez b#angicta embriyonik gefimin erken donemlerinde ilkel hiicrelerden
de-novo yeni kan damarlari glumunu ifade etmektedir. Ancak son zamanlarda kemik
ili ginde ve dolaamda bulunan endotelyal prekirsorlerinin yleti anjiogenezini 6nemli
Olciide etkilediinin bulunmasi durumu kark bir hale getirmgtir. Genel olarak
kullanilan anjiogenez terimi kticik kan damarlarnalssumu anlamina gelmekte ve bu
nedenle yeni arterlerin gjumu olan arteriogenezden ayirt edilmelidir. Yine lubez!
ajanlar (VEGF gibi) anjiogenezi indikleyerek amyati kan damarlarinin ojumuna
neden olabilir (26).

Anjiogenez, kan damarlarindaki endotelyal hicredgacilgiyla gerceklgen
karmalk bir sirectir. Nadiren bélinen pasif endotelyéctelerin aksine, anjiogenik
endotelyal hicreleri; metalloproteinazlar vesatdi matriks degrade edici enzimlerin
sekresyonu, yeni ofturulan alanlara hiicre migrasyonu, endotelyal hbbélénmesi ve
proliferasyonu ile damar gdumu gibi bir seri kompleks olaylar dizisi gecirirléSekil
2.2). Bu surecler, fibroblast growth faktér (FGRaskiler endotelyal growth faktor
(VEGF), anjiopoietinler, integrin aktivatorleri gibuyaranlar ile trombospondin,
anjiostatin ve endostatin gibi inhibitdrleri icersm diizenlenmy sureclerdir (Tablo 2.1)
(13).

Damar endotelini déeyen kolajen, laminin gibi glikoproteinlerden vephean
sulfat gibi proteoglikanlardan ajan bazal membranin proteolitik yikimi ile anjiogene
sureci balar. Endotel hiicreleri go¢ etmek vegedmak tizere uyarilginda membran ve
hiicreler arasinda bir bolinme meydana gelir. DoRaldiretilip salgilanan anjiogenik
biyume faktorleri kogu dokulara diftizyon yolu ile gecer. Anjiogenezislekili
biyume faktérleri, yakinlarindaki 6nceden var ol&an damarlarinin endotel
hicrelerinde bulunan 6zgin reseptérleringldmarlar. Biyume faktorleri ile aktive

edilen proteolitik enzimler bazal membranin ve dabohicrelerini déeyen



ekstraselliler matriks (ECM) bienlerinin yikihmina neden olurlar. ECM’nin
enzimatik yikilimini, endotel hicrelerinin uyarilsnave kapiller filizienme ile
invajinasyon veya kopri ajumu seklinde bdlinmeler izler. Anjiogenik uyari ile
proteolitik yikim ve endotel hicrelerin aktivasyomgerceklgir. Endotel htcreleri
ekstraseluler matrikse goc¢ ederler veajolar. Bu sirecte en etkili anjiogenik faktor
vaskiler endotel buyime faktori VEGF dir. Endotétte cg@galmasinin ardindan ECM
bilesenlerinin depolanmasi ve bir araya getiriimesi igkstraseltler proteoliz mutlaka
inhibe edilmelidir. Kapiller filizlenme olgtuktan sonra yine bu filizlenmenin ucunda
yeni olismus ECM’de yikilma meydana gelir ve bu sayede dahadiézeyde yayllmasi
mimkin olur. ECM proteolizinin aktivasyon ve intgponlari sonucunda kapillerler
olusur. Yeni olgan kapillerler, yeni bazal membrani meydana gédirirDamar
olgunisggtiktan sonra anjiogenik faktorlerde azalma goridimk anjiogenez
inhibitérlerinde bir ary gozlenir. Boylece damarlar kan akiminglagmaya hazir hale
gelmis olur (97,99).

EC Reseptor Baglanmasi
Hiicre igi Sinyal

Anjiogenik Faktér
@ Aniiog |
L]

@EC Aktivasyonu

T @EC Proliferasyonu

@‘fénlendirilmis
Migrasyon

ECM Yeniden
Modellenmesi

@
F~ (® Tup Olusumu

@Loop Olusumu

" (@) Vaskiller Stabilizasyon

Sekil 2. 2. Anjiogenez Sireci (40)



Tablo 2. 1.Temel anjiogenik ve anti-anjiogenik faktorler

Pro-anjiogenik

Anti-anjiyogenik

Ekzojen ajanlar

Linomide
Karboksiamido-triazole
Notralize antikorlari
Fumagillin analogu
MMP inhibitorleri
COX-2 inhibitorleri

Endojen ajanlar

Matriks metalloproteinleri (MMPS)

VEGF

Temel fibroblast biilyiime faktori 2 (bFGF-2)
Fibroblast buytume faktori 4 (FGF-4)
Transforme edici buyiime fakt6pl (TGF$1)
Interlokin 8 (IL-8)

Interlokin 6 (IL-6)

Interlokin 18 (IL-1 B)

Metalloproteinaz doku
inhibitort 1(TIMP-1)
Interlkin-10 (IL-10)
Anjiyostatin
Endostatin

Prostat spesifik antijen
(PSA)

Interferon (IFN)

Sikloksijenaz 2 (COX-2)

Nitrik oksit (NO)

Tumor nekrozis faktor (TNF),

Insulin benzeri buyime faktorii (IGF-1)

Patolojik ve normal anjiogenezis arasinda iki onefatkliik bulunmaktadir.
Birincisi; hastalikli dokuda, normal dokudaki nesk@larizasyonu devre gibirakan
dizenleyici mekanizmalar normal gahamaktadir, pozitif ve negatif anjiogenez
regulatorleri arasindaki dengede pozitif regulai@ldg@ru bir desisim s6z konusudur.
Patolojik ve normal anjiogenez arasindaki ikincedni farklilik ise hastalikli dokudaki
damar olgumunun oldukca diizensiz ve giak olmasi ve damar duvarlarinda ¢ok
sayida acikhk bulunmasidir. Tumadr damarlarinin kiéiz hiicreleri ve perisitler yoluyla
olgunlggamamasi nedeniyle tumor icerisinde sizinti yapanadalyumuna yol acar.
Bu fenomen VEGF'nin kgi icin dnemlidir (13).

Tumor anjiogenezi; kanser hicreleri, normal enddtécreleri, ekstraselltler
matriks proteinleri ve coklu stimilatér ve inhibit@ktorler arasindaki etkigemi iceren
karmaik bir strectir. TUmor hicreleri g#i endotelyal hiicre mitojenleri salgilarlar ve
bunlardan basic fibroblast growth faktor (bFGF) NMEGF en iyi karakterize
edilenleridir. Bunlarin dizeyleri g#li solid timorli hastalarin serum ve idrarlarinda
yukselmektedir (60). Anjiogenez, solid timdrlerirogresyonundaki énemli roliinden
dolay! antikanser kemoterapi igin ¢ekici bir hedefini almstir (105). Solid tumdarler
anjiogenez bamhdir, bu nedenle prostat kanseri kontrolsiiz miggini devam



ettirebilmek icin yeni damar ojumuna ihtiya¢c duyar. Prostat kanseri geiinde

birka¢ adim vardir; yuksek dereceli prostatik iapielyal neoplazi ile bar ve fokal

karsinomaya dgru ilerler, daha sonra invaziv karsinomasoluve sonucgta metastatik
hastalga donigur. Bu nedenle her bir evredeki hagtadiprogresyonunu ve molekuler
olaylarn takip etmek onemlidir. Anjiogenez uyarf@ktorler olan platelet kaynakli
biyume faktér (PDGF), transforme edici biyime fak{dGF) ve VEGF prostat
kanserinde arti gostermektedir. Prostat kanseri ilerledikce amgimegde belirgin bir

artis gozlenmektedir (62,65).

Anjiogenez, solid tumdrlerin galmindeki bglica roli nedeniyle antikanser
kemoterapi icin cekici bir hedef haline getm. Anti-anjiogenik ajanlarin bazilari
klinik deneme gamasinda iken @oinlugu halen preklinik gamadadir. Bununla birlikte
anjiogenez inhibitorleri timér olmayan endotelyalckelerde intrensek sitotoksisite,
yara iyilesmesinde bozma, kanama, hipertansiyon, proteiniri tn@mboz gibi
kardiyovaskuler komplikasyonlara neden olabilmektdd4). Buna ek olarak timor
anjiogenez surecindeki sinyal yolaklarini hedefnalahibitorlerin tek bir yol&l
etkilemesi yetersiz olabilir ve bu durumda direyokacar. Bu problemler minimal yan
etki ve toksisiteye sahip, c¢ok hedefli ajanlarin lig@inin acil ihtiyacini
vurgulamaktadir (27,105).

2.2.1.Vaskiler Endotelyal Growth Faktor

Genellikle VEGF-A olarak adlandirilan VEGF, bir fabet kaynakli growth faktor
(PDGF) homolgudur ve 45 kDa @rliginda heparin bgayici homodimerik bir
glikoproteindir (98). Anjiogenik growth faktor agenin ilk tyesi olan VEGF-A'nin
kesfi kanser argtirmalari icin yeni perspektifler acetir. ilk defa 1983 yilinda Senger
ve arkadglari tarafindan kobay tumorlerinden identifiye editir. Kobay derisinde
vaskiler sizintt okiurdusu icin de vaskiler permeabilite faktéri olarak
isimlendirilmistir (94). Vaskuler permeabilite faktéri olarak ddlaadirilan VEGF-A,
VEGF ligand ailesinin en iyi agariimis ve anlailmis dyesidir. VEGF'in 0Ozellikle



damar olgumunda Onemli rol oynagh ve endotel hucrelerinin yagti birgok
fonksiyonda da gerekli olgu gortlmigtar. Yillar gectikce de VEGF ailesi 6nemli
Olcide gendlemistir (15).

Anjiogenezis surecindeki sinyal mekanizmalarindatkibde en yaygin olarak
inceleneni VEGF ve reseptorleridir. VEGF-A, endgpétlhticrelerde eksprese edilen ve
hiicre gecirgengini, proliferasyonunu ve farklitanasini regiule eden VRGFR1 ve
VEGF'in balica iki 6nemli biyolojik fonksiyonlari vaskuler dotelyal hcre
proliferasyonunun stimilasyonu ile endotelyal hlesie vaskuller gecirgerdinin
artinlmasidir. VEGF, endotelyal hlcrelerin geciig@ni artirarak ve endotelyal
adhezyon molekdllerinin ekspresyonunu indikleyepmb-inflamatuar sitokin gibi
fonksiyon gdosterir. Hucreler yuksek miktarda indkrh 8 (IL-8) eksprese ederek
endotelyal hicrelerde VEGF reseptorlerinin fosémylonunu indiklemektedir. Bu
durumda IL-8in major rolinin, endotelyal hiicre Bihesinin uyariimasini VEGF
sekresyonu aracgiyla gerceklgtirdigi anlamina gelmektedir. Kanser hicre
proliferasyonunda anjiogenik sure¢ 6nemli bir rghar. Bu nedenle prostat kanser
hicreleri tarafindan VEGF sekresyonunun artmasirenganhiginin, ¢galmasinin ve
blyumesinin ari icin gereklidir (22,28,30).

Insan VEGF ailesi elye icerir; VEGF (veya VEGF-A), VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D ve plasental growth factor (PIGF). Bu proterin her biri biyosentez
esnasinda parcalanan bir sinyal sekansi iceridgrica, bunlara kailik gelen pre-
mRNA’lardaki alternatif bglanma sonucu VEGF, VEGF-B ve PIGF'’in birden fazla
izoformu olgur. VEGF ailesi ligandlari icin ¢ tane reseptéotpm-tirozin kinaz
(VEGFR1/Flt-1(fms-benzeri tirozin kinaz 1), VEGFRH-1/KDR (fetal karagier
kinaz 1/kinaz eklenmgidomain iceren bolge) ve VEGFR3/FIt-4 (fms-benzeonzin
kinaz 4) ve iki tane non-enzimatik reseptér (n6kiapl ve 2) bulunmaktadir. Ayrica
cesitli VEGF ailesi ligandlari plazma membraninda \ksteaselller matrikste bulunan

heparan sulfat proteoglikanlarinagtanir (34,88).
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VEGF anjiogenez tedavisi igin bir hedef olarak dikk¢cekmitir. VEGF
ekspresyonu hipoksi ile up-regiile olmaktadir vamadrvaskiler gegim icin en 6nemli
anjiogenik faktordir (13). Radikal prostatektomgulanan hastalarda operasyon 6ncesi
bulunan yiksek serum ve idrar VEGF duzeyleri ilstaBzin progresyonu arasinda
korelasyon goOzlenmglir. Serum VEGF dizeyi prostatektomi sonrasi azglmi
Metastatik prostat kanserli hastalarda serum variEGF konsantrasyonu normal

popilasyona gore anlamli olarak daha yuksek bulgtun(60,71,96).

2.3. Apoptozis

Cok hucreli canhlarin  dmdurleri boyunca dollenmeddiaslayarak mitoz,
farklilasma ve 6lim olaylari bliyuk 6nemsta Bir hicrenin ygamasi, boélinmesi,
farklilasmasi ya da 6lmesi konusundaki karari hiicre ici mendan gelen uyartilar

belirler. Hicre 6lumu genellikle apoptoz veya nelgeklinde olmaktadir.

Nekroz mekanik bir hasardan ya da toksik kimyagahlara maruz kalmaktan
ileri gelirken apoptozis ise fizyolojik ya da paipk olarak istenmeyen, hasar gormu
veya potansiyel olarak neoplastik hicrelerin uzgkiémasi icin bavurulan bir hiicre
intihar mekanizmasidir. Nekroz ve apoptoz arasindakklliklar tablo 2.2'te

O0zetlenmgtir (59).
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Tablo 2. 2.Nekroz ve apoptozun kalastiriimasi (104)

Karakteristik Nekroz Apoptozis
Neden olan faktorler Siddetli oksidatif stres Orta diizeyde oksidatif stres
iskemi Buyume faktorlerinin yoklgu
Hipertermi HIV
Hipoksi Kemoterapi
Yiiksek konsantrasyonda toksik iridasyon
maddeler Olum reseptorlerinin indiiksiyonu
Kemoterapi
Morfolojik Kromatin ¢okelmesi Sitotoksik T lenfositler
karakteristikler Membran hasari Kromatin ygunlasmasi
Organellerin disintegrasyonu | Blebler bulunan bozulmamhiicre
Hucresiskinli gi membrani (ancak membran in vitfo
Hucre lizisi olarak ge¢ samalarda hasar
Apoptozisin ge¢c donemlerinde | alabilir.)
ikincil nekroz olgabilir. Hicre bizgmesi
Apoptotik olusumlar
Biyokimyasal / Bozulmu iyon homeostazisi ATP gereklidir.
immunolojik ATP gerek.tirmez. Interniikleozomal DNA_
karakteristikler DNA agar jel elektroforezde fragmentasyonu (agar jel
smear yapi gosterir. elektroforezde laddegérinim)
Total hiicre 6lim markerlari Caspase-cleaved cytokeratin 18
(LDH, M65) salinir. (M30 antijen) salinir.

Lizozomal enzimler salinir ve | Yangisekillenmez.
yangisekillenir.

Belirleme metotlari M65 ELISA assay (hem nekroz M30 ELISA assay

hem de apoptozis belirlenir.) | Kaspaz-3 aktivasyonu
Laktat dehidrojenaz (LDH) Flow sitometride Sub (Piki
belirlenmesi
Sitokrom ¢ salinimi

Apoptozis ilk olarak 1972 yilinda Kerr ve ark. tangan tanimlanmi ve
Yunanca'da ‘“ayri d@mek” anlamina gelen ‘apo’ ve ‘ptozis’ sodzcuklenini
birlestirilmesi sonucu isimlendirilmgtir (53). Simdi hiicre 6lumi konusunda dénim
noktasi kabul edilen bu cginada gelimsel ve homeostatik hiicre 6luminin vicut
tarafindan klasik, yandlikla veya nekroz yoluyla mi kontrol edifdiaciklanmaktadir.

Programli hiicre 6lumu olarak da bilinen apopitaasmal embriyonik gegim,
doku homeostazisi ve immun sistem regilasyonu bogyenrimsel olarak korunngwe
vazgecilmez bir prosestir (108). Okaryotik hiicregegalirlar, belirli bir sire hayatta
kalirlar ve sonunda olurler. Hucrelerin dmru huanetipine ba&li olarak deisir.

Ornezin, basirsak hicrelerinin 6mri 3-5 giin iken derideki hl@regaklgik 20-25 giin
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Omre sahiptirler. Ancak, miyokardiyal kas hlcrelee néronlar organizmanin dmri

boyunca hayatta kalirlar (104).

Apoptozis, bazi belirgin morfolojik ve biyokimyasatellikleri ile karakterizedir.
Morfolojik Ozellikler olarak; hicre buzinesi, membran kabarciklanmasi, kromatin
yogunlasmasi, kromatin marginasyonu ile sitoplazma daralmas/gsgunlasmasi olarak
siralanabilirken §ekil 2.3) biyokimyasal 6zellikler olarak belirginerdivenlerseklinde
DNA fragmentasyonu veya poli-ADP-riboz polimeraZ2AP) ve nukleer laminler gibi
apoptotik markirlarin degradasyonu gosterilebilEmbriyonik gelsim, doku ve
organlarin homeostatik dengesi, immun sistem obgumdsi, norolojik dejenerasyon,
otoimmin ve inflamatuar hastaliklar, aterosklerdgodojisi, onkogenez ve tumor
gelisimi gibi bircok biyolojik ve patolojik sureclerle paptozisin ilski oldugu
gosterilmitir (66,102).

Apoptozis
(Programlanmis Hiicre Olumii)

i @0 Membran
s}

Normal Hiicre Hlcre Blzusmesi

Kromatin Kondenzasyonu

Apoptotik . Apoptotik Cisimciklerin gjﬂ*g:-" -

Cisimciklerin_+ , Olusumlari

i S & 4 abarciklanmayi izleyen
Lizisi s | Zi;/i] Cekirdek Bozulumu
i"‘»:\%!\) i'?—’

e L
Yo,
s
.

Sekil 2. 3. Apoptozis stireci (38)
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Apoptozisin yuruyebilmesi oncelikli olarak aspartisit rezidulerine 6zgulfie
sahip bir sistein proteaz ailesi olan kaspazlacihgayladir. Kaspaz aracili apoptozis
icin 6lum sinyallerinin iletiimesinde ekstrensek warensek yolaklar olmak lzere
belirgin olarak iki farkli yol vardir. Ekstrenselohak hticre yizeyiyle, intrensek yolak
mitokondriyal olaylarla igkilendirilmistir. Ekstrensek yolak; tumor nekrozis faktor
reseptorleri (TNFR) superailesinin veya CD95'in @A kendisine ait ligandlar
baglanarak aktive olmasi ve sonucta membragkilli sinyal kompleksleri olan
prokaspaz 8 ve 10'un aktivasyonuyla sonuclanirkBspaz aktivasyonu kaspaz 3, 6 ve
7 gibi efektor kaspazlari goudan aktive ederek veya mitokondriyal sitokromim’'n
serbest birakilmasinda rol oynayan Bid’in (BH3 domn@geren proapoptotik Bcl2 ailesi
uyesi) b@&lanmasini sglayarak dolayli yoldan apoptozisi artirintrensek yolak ise
cssitli formlardaki hiicresel stresle gaudan aktive olarak mitokondriyal sitokrom c’nin
sitozole salinmasina neden olur. Daha sonra buwaddiko sitokrom c, Apaf-l'e
baglanarak oligomerizasyonu tetikler. Apaf-1 ayni zaca ATP‘ye de bglanir. Bu
olay apoptozun neden enerjiye gereksinim dgydu aciklamaktadir. Ogan
apoptozom prokaspaz 9'u aktive eder ve sonuctaabefektor kaspazlar olan kaspaz 3
ve kaspaz 7’yi aktive edegékil 2.4) (108).
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Sekil 2. 4. Apoptozisin ekstrensek ve intrensek yolaklari (43)

@ o

Apoptozis, kalsiyum gibi iyonlari, c-myc, Bcl-2/Bakas, DR5 gibi genleri, p53,
kaspazlar, apoptozis inhibitorleri (IAPs) gibi peotleri ve mitokondri ile endoplazmik
retikulum gibi organelleri igceren c¢ok sayida moddta tarafindan regule
edilmektedir(23,69). Bazi modulatorler hicresigme 6zgunken bazilari uyaricinin
tipine bali olarak deisir. Apoptotik proses hicre icine surekli kalsiyunrig ile
karakterize edilmesine gmen kalsiyum giki apoptozis icinsart desildir. Ayrica,
hicrenin hayatta kalmasi Bcl-2 ailesinin pro-aptktowe anti-apoptotik tyelerinin
rolatif oranlarina bgidir (9, 104). Apoptozun diizenlenmesi Bcl-2/Bax gélesi ile de
sgglanmaktadir. Bu ailenin 20 tyesi tanimlagtm bunlardan bazilari Bcl-2, Bcl-xL,
Bcl-w, Boo, Mcl-1 gibi apoptoz baskilayicisidir {@poptotik), bazilari ise apoptozu
uyarir ve proapoptotik genler olarak tanimlanirodpoptotik genler: Coklu domain
icerenler (BH1, BH2 ve BH3 domainleri igerenler, Bax, Bak ve Bok) ve yalniz BH3
domaini icerenler (Bik, Blk, Hrk,BNIP3, Bad, Bim,dgibi) olmak tzere iki alt aileye
sahiptir (32,52).
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2.3.1. Apoptozis ve Kanser Tedavisi

Gunumuzde kullanilan antikanser ajanlariguwcatimor hicrelerini segici olarak
oldirmek Uzere tasarlangdir. Yakin zamana kadar ila¢ etkisi Uzerine yapingok
arggtirma ilacin hicre ici hedefi, ilagc-hedef etkilai ile olusan hiicresel hasarin nitgli
veya ilacin hedefle etkijemini engelleyen diren¢ mekanizmalari tizerine odakRistir.
Simdi ise antikanser ajanlarin apoptozisi arfirdte apoptotik stirecteki bir bozulmanin
tedavinin duyarligini azaltabilecg iyi bir bicimde bilinmektedir (90). Farkh prinme
hedeflere sahip ajanlar benzer mekanizmalarla agcgpt artirabilirken apoptotik
surecgteki mutasyonlar ¢oklu ila¢ direnci glurabilirler.

Hicre ygaamasi ve bélinme prosesi apoptozisin inhibisyongenektirir ve bu
surecte buyume faktorleri ve g sitokinler aracilgiyla aktif kaspazlar inhibe
edilerek aktivasyonlari engellenir. Hiicre buyimesgliferasyonu ve apoptozisi gibi
onemli huicresel proseslerin regulasyonu fosfoindAtkinaz (PI3K)/ protein kinaz B
(PKB veya Akt) gibi sinyal yolaklarnyla duzenlenmed#ir. PISK vyolginin
aktivasyonu Akt aktivasyonuna neden olur ve proamiip genlerden Bad inhibe olur
(75). Bu seri aktivasyon sonucunda kaspaz 9'unbmluimasiyla ve apoptotik proses
de inhibe olur. Benzegekilde protein kinaz-c de Bad inhibisyonuna nedkenadtadir
(56). Eser bu hayatta kalma yolaklarinin herhangi birisk dazla aktive olursa
sonucgta apoptoza kar bir diren¢ gekir. Bu durum malignitelerin énemli bir
Ozelligidir (104).

Antikanser ajanlar timor hicrelerinde opdu kadar normal hicrelerde de
apoptozisi artirmaktadir. Tiumdorlerdeki apoptozesidit eden bircok patolog apoptotik
hicre 6lumunidn normal dokularda da &rtti belirlemiler ve bu sirecin kemoterapi
ile iliskili ‘toksisiteye’ katkida bulunabile@ni bildirmislerdir (93). Tim bu bilgiler
ele alindginda apoptotik sinyal yolaklarinin aktive edilmdsipirlikte buyime faktor
sinyal yolaklarinin da inhibisyonu ile sadece heldigtrede etki gdsteren yeni kanser

tedavileri gucli bir strateji olarak gorinmektedir.
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2.3.2. Poli-ADP-riboz polimeraz

Poli-ADP-ribozilasyon, nikleer proteinlerin postiséasyonel bir
modifikasyondur ve o©karyotik htcrelerin DNA hasaninsaptanmasi ve tamirinde,
transkripsiyonel regulasyonda, kromatin modifikaayeda, mitotik aparat cjumunda
ve hicre oluminde g#i hiicresel fonksiyonlarda kritik rol oynar, higcte olgan DNA
hasarinin hizlica tamir edilmesini kolagtiair. Poli-ADP-ribozilasyon, ayni zamanda
kaspaz-3'Un bir hedefi olan nukleer bir enzim pdDP-riboz polimeraz (PARP; EC:
2.4.2.30) tarafindan katalizlenir ve nikotinamideath dintkleotid’den (NAD) ADP-
riboz Unitesini belirli bir rezidisiine transferilg#gn sonra bunu hedef protreine aktarir
(92).

PARP, 116 kDa @rliginda nukleer bir poli-ADP-riboz polimerazdir. Buopgin
bircok interlokin B donGtarici enzim (ICE)-benzeri kaspazlar tarafindan
parcalanabilir ve in-vivo ortamda kaspaz 3'iin eenih hedefidir.insanlarda PARP
yikilmi Asp214 ve Gly215 arasinda gercgkleve PARP’In amino teminal DNA
baglanma domaini (24 kDa) ile karboksi terminal kdtkldomainine (89 kDa) ayrilir.
Enzimin amino terminal domaini tek veya cift sar®®NA kiriklarina bglanir (17,89).
iki cinko parmak araciityla gerceklgen ba&lanma, karboksi terminal NAD-igéayici
domainin katalitik merkezinde dramatik bir aktivasg neden olur. Histonlar ve
PARP’In kendisi de dahil olmak Uzeresitk “alici” proteinlerin poly-ADP-riboz ile
kovalent modifikasyonu in-vivo ve in-vitro olaraledpit edilmgtir. PARP’In oto-
modifikasyonu DNA bglanma ve katalizér bélge arasindaki bir protein donmde
meydana gelir. PARP’'In DNA-baz onarimina katihmet molmakla birlikte ilgili

molekiler mekanizmalar halen taimaktadir (72).

Onsekiz tane PARP ailesi lyesi tespit edjtmiancak sadece PARP-1 ve PARP-
2 DNA'nin hasarh bolgesine lokalize olmasini kdétirici DNA-baslayici domaini
icermektedir (103). PARP-1, tek zincir kiriklanntamiri (single strand break repair;
SSBR), cift zincir kiriklarinin tamiri (double strd break repair; DSBR) ve baz

eksizyonlarinin onarilmasi (base excision repaERB gibi cok sayidaki DNA tamir
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yolaklariyla iligkili oldugu bulunmgtur. BER’in molekuler mekanizmasi lokal kromatin
gewemesi araciilyla enzimin otomodifikasyonunu icerir. Bu otomaki#fsyon,
histonlarin poli-ADP-ribozla kovalent modifikasyorueya non-kovalent etkigemleri
aracilgiyla gerceklgir. Bu durum dger DNA tamir proteinleriyle iletimle de regule
edilebilir. Ayrica PARP-1 veya poli-ADP-riboz haBdDNA bdlgesinde XRCC1 (X-ray
repair cross complementing 1) gibi tamir proteimerdgrudan ihtiya¢ duyabilir (67,
68). PARP ailesinin der bilinen bir Gyesi olan PARP-2 sadece DNA zimdgki
kirlmalarla aktive olmaktadir. PARP-2, tamir siinrkc daha sonraki basamaklariyla
iliski oldugu distintlmektedir. DNA onarimindaki rolinin yaninda PARRIn
spermatogenez, adipogenez ve T-hicresigaligibi ¢esitli proseslerde goérevi oldiu
gosterilmitir (107). Hlcrelerde canlgin korunmasi icin PARP 6nemlidir, PARP’IN
parcalanmasi hicrenin butiplinin bozulmasini kolayarir ve bélinmg PARP
OlcimuU apoptozise giden hicreler icin bir markarak gorev yapar (74).

2.4. Prostat Kanseri

Prostat kanseri bati Ulkelerde en yaygin nonkutam@tignite olmaya devam
etmektedir ve akg@er kanserinden sonra erkeklerde kanser sonucu étiimikinci
nedenidir (77). Bu istatistiklere gmen mevcut tedavi yontemleri ile hastalarigzaya
surelerinin uzatilmasi konusunda ¢ok az ilerlemgdkdilmistir (78). Son 20 yil icinde
bircok argtirmaci tarafindan prostat kanserinin altinda yatamekanizmayi
belirleyebilmek icin ¢ok caba sarf edighr. Bu konuda c¢ok miktarda veri
kaydedilmesine @men karsinogenez mekanizmasi tam olarak aydimtzdnastir (33).
Morfolojik olarak prostat kanseriningeisi zordur, ¢tinki malign hastalik ipuclari géze
carpmayabilir ve bu nedenle kanser tanisinin atdennmiski de artmaktadir (19).
Hastallk organa sinirli erken dénemdshie edildginde prostat kanseri radikal
prostatektomi, kemoterapi, radioterapi ve hormatawsi ile potansiyel olarak tedavi
edilebilir. Ancak ilk tedaviden sonra hastalard&sétme orani yak$sk % 30 olarak
hesaplannstir (16,83).
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Alternatif ilaglar son 10 yilda buyik 6nem kazastmn: Yaklasik 30 yildir kansere
karsi kuvvetli bir sava aciimasina @men kansere karguvenilir ve kesin bir tedavinin
bulunamamy olmasi toplumu kendi ghgini korumaya yoneltrgiir. Bu nedenle
hastalar hayata tutunabilmek icinsdmams medikal tedavilere yonelstir. Genel
populasyonda sira gligeleneksel olmayan tedavi yontemlerinin kullaragm son

yillarda 6nemli dl¢ciide agtigostermgtir (50).

2.4.1. Prostat Kanserinin Epidemiyolojisi

Kanser dinyada kalp hastaliklarindan sonra ikintiyaygin olim nedenidir.
Amerikan Kanser Derrge 2013 yilinda yaklgik 1.660.290 yeni kanser vakasinighie
edilmesini 6ngérmektedir. Yine 2013 yilinda 580.3&@erikalinin kanserden 6lmesi
beklenmektedir ki bu rakam ginde yakkal600 kii anlamina gelmektedir. Amerikan
Kanser Dernginin 2013 yili tahminlerine gore erkekler arasimgtrilme siklg en
fazla olan kanser turd %28 ile prostat kanseriditkenser sonucu beklenen 6limlerde

%10 ile akcger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadablo 2.3) (4.
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Tablo 2. 3. Amerika’da 2013 yili Tahmini Kanser Vakalari vei@iler (4)

Yeni Kanser Vakalari ve Olimler — 2013 Tahminleri

Tahmin edilen yeni vakalar

Tahmin edilen 6limler

Erkek

Kadin

Erkek

Kadin

Prostat 238,590
(%28)

Meme 232,340
(%29)

Akciger & Brorglar
87,260 (%28)

Akciger & Brorglar
72,220 (%26)

Akciger & Brorglar
118,080 (%14)

Akciger & Brorglar
110,110 (%14)

Prostat 29,720 (%10

Meme 39,620 (%14)

Kolon & Rektum
73,680 (%9)

Kolon & Rektum
69,140 (%9)

Kolon & Rektum
26,300 (%9)

Kolon & Rektum
24,530 (%9)

Idrar kesesi 54,610
(%6)

Corpus uteri 49,560
(%6)

Pankreas 19,480
(%6)

Pankreas 18,980 (%7)

Deri melanomu
45,060 (%5)

Tiroit 45,310 (%6)

Karager &
intrahepatik safra
kanali 14,890 (%5)

Yumurtalk 14,030
(%5)

Bobrek & Renal Non-Hodgkin Losemi 13,660 (%4) | Ldsemi 10,060 (%4)
pelvis 40,430 (%5)| lenfoma 32,140

(%4)
Non-Hodgkin Deri melanomu Yemek borusu Non-Hodgkin lenfoma
lenfoma 37,600 31,630 (%4) 12,220 (%4) 8,430 (%3)
(%4)
Oral kavite & Bobrek & Renal Idrar kesesi 10,820 | Corpus uteri 8,190
farinks 29,620 pelvis 24,720 (%3) | (%4) (%3)
(%3)

Lésemi 27,880
(%3)

Pankreas 22,480
(%3)

Non-Hodgkin
lenfoma 10,590 (%3)

Karaciger &
intrahepatik safra
kanali 6,780 (%5)

Pankreas 22,740
(%3)

Yumurtalik 22,240
(%3)

Bobrek & Renal
pelvis 8,780 (%3)

Beyin & sinir sistemi
6,150 (%2)

TUm bélgeler
854,790 (%100)

TUm bélgeler
805,500 (%100)

Tim bélgeler
306,920 (%100)

TUm bolgeler
273,430 (%100)

Ulkemizde Sahk Bakanlgl Kanser Sawa Dairesi'nin 25/01/2013 tarihinde
yayinlanan raporunda, prostat kanseri 2008 yilied@klerde gorilen tum kanserler
icerisinde %37,6 oraniyla ikinci sirada yer almdkta(Sekil 2.5). Prostat kanseri,
insidansi ygla artan bir hastalik olup, tlkemizde en sik 55y8@arinda gortlmektedir
(Sekil 2.6).
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Sekil 2. 5. Tlrkiye'de 2008 yilina ait en sik gorulen kanseletinin insidanslari (42)
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Sekil 2. 6. Turkiye'de 2008 yilina ait erkeklerde en sik gornites kanserin yga 6zel hizlari (yliz binde), (42)
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2.4.2. Prostat Anatomisi

Prostat mesanenin hemen alt boliminde bulunannfibsitler ve glanduler
yapida bir organdir. Normal prostat ya#kal8-20 gram @rlhigindadir ve gagl yukari
2.5 cm uzunlgundaki posterior Uretrayi icerir. Onden puboprdstagglar, alt yizden
drogenital diyaframla desteklenir. Prostata arkadgin giren ejakulatuvar kanallar veru
montanum iginden @mli gecerek cizgili eksternal uriner sfinkterin rhen
proksimalinde posterior Uretrayagadir (Sekil 2.7).

Prostat kanserinin histopatolojik incelemesiyle Bm prognostik indikatort
Gleason evrelendirmesidir ancak numune alma sanuméamorfolojik olarak identik
prostat kanser vakalarinin farlgekilde davranmalari nedeniyle gdzlemciler arasinda

evrelendirme farkliliklari olgabilmektedir (45).

McNeil'e goére prostatin periferik, santral, tranginel, preprostatik sfinkterik
zonu ve bir anterior segmenti vard§ekil 2.8) (70). Prostatin icinden gecen gecen
Uretra segmentine prostatik tretra defgrylizeyi mesane boynunaga devam eden
uzunlamasina kas tabakasiyla kaplidir. Prostatdmszsen mesanenins dizunlamasina
kaslarindan gelen yon diz kas yapilanmasina sahiptir. Bu kas yapilaner&eklerde

arka uretranin gercgek istemsiz duz kas sfinktexunturur.

Prostat bezi senfiz pubis arkasinda bulunur. Arkgtizeyinde vas deferensler ve
seminal vezikillerle kogudur. Arka ylizde Douglas ¢cikmazinin serozal kdaantolan
urojenital diyaframa kadar uzanan iki Denonvilliéasyasiyla prostat rektumdan ayrilir
(101).
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Sekil 2. 7.Prostat glandi (37)
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Sekil 2. 8.Prostat Zonlari (44)
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2.4.3. Prostat Kanserinin Etyolojisi

Prostat kanseri etyolojisi tam olarak bilinmemekte®@ek cok faktér tek veya

beraberce etkili olabilir:

Familyal Yatkinlik: Birinci dereceden yakinlarinda prostat kanserinlal@a genel

populasyona nazaran 2.1-2.8 kat fazla kanser tedpme riski vardir.

Yas: 40 yain altindaki erkeklerde goérilme sgklicok azken yaile birlikte insidans
gittikce artarak 70’li yglarda en Ust seviyeye cikar (101).

Diet: Yagl dietle beslenenlerde cinsiyet hormonu solmunun fazla oldgu ve
sirkilasyonda dokan androjen seviyesinin yukselmesi sorumlu tutgbomu Bu
insanlarda prostat kanserinin vejeteryanlara gése21misli fazla gorildgine karet
etmistir. Diyetteki ygz oraninin énemli bir risk faktori olgu disinulmektedir. Cgtli
calismalarda yiksek oranda sebze iceren dietlerle veykld beslenenlerde prostat

kanser riskinin azaldi bildirilse de elde edilen kanitlar heniiz iknacediezildir (58).

Vazektomi:Vazektomi ve prostat kanseri arasinda bgkilblabilecegini gosteren pek
cok yayin mevcut ise de, bu olay vazektomi yapaanl dizenli sglik kontroliine

gitmeleri sonucu 1.5-2 kat daha fazla prostat kanespit edilmesindendir.

Meslek ve Sosyoekonomik FaktorlerKadmiumla ilgili yerlerde caganlarda risk
bulunabilmesine @nen diger mesleklerin 6Gnemli bir etkisi yoktur.

Hormonlar: Prostatin kendisi bir endokrin gland olmamaklaaber, embriyolojik

gelisimi dahil hayatin her déneminde hormona hassdsar.tirli hormondan etkilenir
ise de, prostatik hicre proliferasyonu ve gelinde en dnemli ve en etkin olani
androjenlerdir. Huggins ve Hodges'in 1941 yilindaetastatik prostat kanserli

hastalarda orkiektomi ve 6strojen tatbikinin kanser metastazlari geriletmesini hatta
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gecici olarak yok etmesini godstermesinden beri, sato kanseri ile androjen-

ostrojenlerin ilgkisi bilinmektedir (5).

2.4.4. Prostat Kanser Siniflamasi

Prostat kanserlerinin %97’si adenokarsinomlar oMaf.5 transizyonel hicreli
kanser ve squamdz hicreli kanser olarak epitelgmhékli, %1’i ise nonepitelyal olan
sarkomlardan ibarettir. Adenokarsinomlar, glandenfprindeki asinileri dgeyen epitel

hicrelerinden kaynaklanirlar (100).

2.5. D@al Bitkiler ve Kanser Tedavisi

Kanser, tim dinyada 6nde gelen 6lin nedenlerindesidir. Kanser tedavisinde
cesitli kemoterapdotikler, sitotoksik ve imminomodilat&janlar kullaniimaktadir. Bu
ilaclar cok pahali olmasinin yani sira ciddi yakilete de sahiptir. Gunumiizde Bati
tibbinda kanser tedavisi icin sadece sinirli saydkisel Grtnler kullaniimaktadir.
Bununla birlikte kanser tedavisinde yaygin olarakidnilan taxol ve bazi alkoloidler
gibi antikanser ilaclar tibbi bitkilerden elde edéktedir. Son 50 yildir kanserin temel
biyolojisinin anlgilmasi konusunda buylk ggheler yganmstir. Bunlarin en
onemlilerinden birisi belirli hticre sinyal yolaklarn baskilanmasinin timaor ggini

baskilayabilecgnin anlagilmasi olmytur. Bu sinyal yolaklargunlardir (1):

a) NF-xB aktivasyon yolgl

b) AP-1 aktivasyon yola

c) Proliferasyon ve apoptozis

d) Buyume faktor aktivasyon yata
e) JAK-STAT yolgsl

f) Coklu-ilag rezistansi

g) COX-2

h) Anjiogenezis

i) Siklinler
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Bundan yaklaik 200 yil 6nce bir bitkiden ilk farmakolojik oldtaaktif bir bilesik
izole edildi; hahas kabuygunda Uretilen morfin. Bu durumla birlikte bitkilezd ilaclarin
Uretilmesi, denenmesi ve uygulanabilir etkin dozlarerinde casmalarin yapildgl bir
donem bgladi. Ikinci dinya sawandan sonra penisilinin kB nedeniyle
mikroorganizmalardan yeni antibiyotikler Gzerine nge capl aratirmalar
gerceklatirildi. 1990’larda ilaclarin yaklgk %80’i ya dgal urtinlerdi ya da onlardan
esinlenerek Uretilen analoglariydi. Antibiyotikle(or; penicillin, tetracycline,
erythromycin), antiparasitikler (6r; avermectin),ntimalaryaller (6r; quinine,
artemisinin), lipid kontrol ajanlari (6r; lovastatve analoglart), organ transplantasyonu
icin immunosupresanlar (6r; cyclosporine, rapamgjcie antikancer ilaclar (6r; taxol,
doxorubicin) tipta bir devrim yaratti. 20. yuzyiloaslarinda ortalama yam siresi 40
yil iken bugin 77 yila kadar cikgtr. (36,61). Tibbi ve farkmakolojik olarak aktif
iceriklerinden dolayi bitkilere olan ilgi hizla araktadir. Bitkiler, alkoloidler, fenoller,
flavanoidler ve terpenoidler veya izoprenoidler igibok fazla dgal bilesik
icermektedirler. Bu dgal bitkisel Urlnlerin antibakteriyel, antifungalpsektisit ve
herbisit gibi c¢eitli kullanigsh biyolojik aktivitelerdeki rolleri y@un bir sekilde
calisiimistir (20).

Ayurveda hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi, bedenve ruhsal Sdigin
korunmasi gibi tibbi uygulamalari ve inanclari @emgeleneksel bir Hint ila¢ sistemidir
ve yerli kdlturan bir parcasidir. Yaklk 25 asir 6nce Hipokrat ‘Birak yiyeg@ ilacin

ve ilacin yiyecgin olsun’ demgtir (1).

Ayurvedik tibbi Grinler yuzyilllar boyunca zamanlestt edilmglerdir ve son
zamanlardaki kimyasal, farmakolojik ve klinik ginamalar ile de bircok bitkisel Grindn
yararli 6zellikleri ve kullanilabilir olduklarini dnitlanmgtir (79). Ayurvedik tipta
kullanilan bilgenler tek bir ilag molekull olarak veya bir buttarak yeni farmasotik
bilesiklerin ve c¢ok modelli (bati ve ayurvedik tedavi rkbinasyonu) tedavi
yontemlerinin gelitirimesi icin bir temel sglamaktadir.ila¢ kefinin nihai hedefi
guvenli ve etkili cozumler Gretmektir. Bitkisel vayitkilerden Uretilen geleneksel Hint

ve Cin ilaglarinin ortaya koygu biyuk baari daima ilgi ¢ceken bir yak§am olmustur.
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Ayurvedik bitkiler ya da kanitlanmibitkisel formulasyonlar standart ilag gkeicin bir
zemin hazirlamgtir. Gergcekten de gshis llkeler de dahil olmak Gzere bir¢ok tlkedeki
ilac sirketleri yalnizca geleneksel ila¢ olarak bilinemapdotik yontemlerden umut verici
yeni stratejiler benimsemektedirler. Cok sayidajuraedik ila¢ kafinin potansiyel
yararlari 6ngortlmesine gmen dnceden mevcut olan standardize yakiirla ilag
kesfindeki buyuk zorluklar nedeniyle radikal glgiklikler gereklidir (7, 46).

2.5.1. Acorus Calamus (Hazanbel Otu)

Acoraceae ailesi yalkd&k 110 cins ve 1800’den fazla tir iceren geir ailedir.
Aile tyeleri koksaph veya yumrulu bitkilerdir. Derve gol kiyilar ile nemli ve bataklik
bolgelerde yetir (86). Acorus calamus Linn (AC) Acoraceae ailesiiye bir bitkidir
ve Ulke ve yoreye t@h olarak cok farkli adlandirmalari bulunmasingmen genellikle
‘tath kami’, ‘egir koki' veya ‘hazanbel otu’ olarak bilinmektedihni Sina (980-1037)
el-Kanin fi't-Tib" (Tip Kanunu) adli eserinde butkilen ‘azak @iri’ olarak
bahsetmitir (106). Hindistan ve Cin’de bu bitkinin tibbi agla kullanimi ¢ok uzun bir
gecmie dayanmaktadir. Kokulu yaprak ve kokleri gelenekae olarak kullanilmgtir.
Bu bitkiden elde edilen gaoksijenize seskuiterpenler bakimindasiz bir kaynaktir.
Kurutularak toz haline getirilmi kokleri aci bir tada sahiptir ve zencefil, tarqra
Hindistan cevizi yerine koku verici olarak kullaméktadir.

Hazanbel otu dgu Ulkelerinde oldukca yaygin olmakla birlikte ngeimin
Hindistan veya Arabistan olg@u tahmin edilmektedir. Ayrica Avrupa, Glney Rusya,
Kuzey Kuguk Asya, Cin, Japonya, Burma, Sri Lanka,Kuzey Amerika bga olmak
Uzere birgok tlkede bulunmaktadir. Hazanbel otunwdalli, silindirik koklu, yaklaik 2
cm capinda, yapraklari 0.7-1.7 cm géiginde, purizsiz, sari-yérenklerde ¢ok yillik
otsu bir bitkidir Sekil 2.9) (8).
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heorws Calamus L -

Sekil 2. 9.Acorus calamus bitkisi (39)

TAKSONOMI

Alem: Plantae

Sube: Magnoliophyta
Sinif: Liliopsida
Takim: Acorales
Aile: Acoraceae
Cins: Acorus

Tar: A. calamus
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Hazanbel otu Hindistan ve Cin’de gelenekgslilde; emetik ve mide koruyucu
olarak, dispepsi, kolik @i, azalip cgalan ate, nervozsikayetler, brogit ve dizanteri
tedavilerinde kullaniimaktadir. Bu bitkinin koki velde edilen ygarla yapilan
calismalarda antifungal, antibakteriyel, antiselller memunosupresif, antidiyareik,
dislipidemik, noroprotektif, antioksidan, hipoligthik ve yara iyilgmesi Uzerine
etkileri bulunmuytur (20,47,95).

Gittikce artan bir sekilde bireyler tamamlayici ve alternatif tedaviyi
benimsemektedir, bu nedendgali bitkilerden Uretilen Grinlerin klinik olaragtvenli
ve faydali olduklarinin tespiti 6nemlidir. Bitkispteparatlarin standardizasyonu, bilinen
aktif bilesenlerinin optimal konsantrasyonlarinin bildiriimesie aktivitelerinin
korunmasi ©6nemlidir. Dgu Ulkelerinde geleneksekekilde bircok hastalik icin
kullaniimalarina rgmen batida bitkisel ilaclar esas olarak gaginlik, kolik ve zayif
sindirim islevi gibi sindirim problemleri i¢in kullaniimaktadi Az miktarda
kullanildiginda mide asiditesini azaltirken fazla miktardal&uiminin yetersiz asit
dretimini artirmasi ayni bitkinin farkl dozlarinfiarkli sonuclara neden olabilegee
Iyi bir érnektir. Ekstrak iyi bir sedatif 6zefle sahiptir ve epilepside kullanilir, bunun
yaninda kediotu ve hint sumbulu bitkileriyle bitkkiyi bir sakinlgtirici 6zelligi vardir.
Egir kokinden izole edilen lektinlerin mitojenik aktieye gosterdikleri ve farelerde

kanser hucrelerinin bliyumeleri Gzerine potansigkibitor etkileri gosterilmitir (6,8).

Hazanbel otunun temel Dbglenleri  monoterpenler,  seskiterpenler,
fenilpropanoidler, flavanoidler, quinin ve ugucuebiklerdena- ve -asarone’dur (55).
Kok saplari dgeker ve yg asitleri icergi ve kompozisyonu bakimindan incelestimi
Karisik yag asitlerinin kompozisyonu gaz kromatografi (GC) dlealiz edilmg, metil
ester icerikleri; myristic (%1.3), palmitic (%18,%)almitoleic (%16.4), stearic (%7.3),
oleic (%29.1), linoleic (%24.5) and arachidic (%93.@larak bulunmgtur. Seker
icerikleri kagit kromatografisiyle belirlenmgive gercek drnekler kullanilarak glodan
karsilastirma yapilarak teyit edilmgiir. Dansitometreyle belirlenereker oranlari;
maltoz (%0.2), glukoz (%20.7) ve fruktoz (%79.1)arak bildirilmistir. Acorus

calamusun esansiyel y&ompozisyonu GC ve GC/MS ile analiz edi$mKurutulmus
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kOksaplarinda yaicerigi %1.20 +0.12, yapraklarinda ise %0,56 ile %1,04liginda

bulunmutur. Beta-asarone %27.4-%45.5’lik oraniyla yapredd&i major bilgen

olmakla birlikte koksaplarinda %20.86 ile acorenenefazla bulunan bitendir, bunu

%12.75’lik oranla isocalamendiol izlemektedir Sekil 2.10). Monoterpen
hidrokarbonlarin yani sira sequestrine ketonlaran§ or alfa) Asarone (2,4,5-
trimetoksi-1- propenilbenzen), ve Beta-asarone- (@®mer) ve 06jenol de tespit
edilmistir (8).

O/CHa
O
CHs
HsC -
Xx_-CHs
Beta Asarone Acorenone
CH,0O CH=CH— CH,

CHO: : :CHO

3 3

Asarone

Sekil 2. 10.Acorus calamus bitkisinde bulunan majér kimyaskdsenler (81)

Acorus calamus bitkisinden tanimlanan ghkeer su sekilde siralanabilir;
Fenilpropanoidler:

» jsodjenol metil eter,

= v-asarone (1,2,4-trimetoksi-5(2- propenil)benzen),

= cis-asarone (cis-1,2,4—trimetoksi-5(2-propenil) 2uam),

= Trans-asarone (trans-1,2,4—trimetoksi-5(2-propeerixen,

= Acoramone (1,2,4-trimetoksi-5(2-propanoil)benzen  ey@) 1(2,4,5

trimetoksifenil)-propan-2-one),
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= asarylaldehide (2,4,5-trimetoksi benzaldehid), 23+5trimetoksi fenil)-2-
propenal,
= 2,3-dihidro-4,5,7-trimetoksi-1-etil-2-metil-3-(23+trimetoksi fenil)inden.

Seskuiterpenler:

= Shyobunone,

= Epishyobunone,

= 2,6-diepishyobunone,
* [socalamendiol,

= Acoragermacrone,

» Preisocalamendiol,

=  Calamusenone.

Monoterpenler:

= a- vep-pinenler,

= myrcene,

= Cymene-para,

= Terpinen-alfa,

* Phellandrene-beta,
= Terpinene-gamma,
= Terpinolene,

»= Thujane,

= Limonene.
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Ksanton glikozitler:

= 4,5, 8-trimetoksi ksanton-2-@--D-glukopiranozil (1- 2)-O-f -D-

galaktopiranozid.

Flavon:

= 5, 7-dihidroksiflavonol (Galangin)

Lignan:

=  Acoradin

Steroid:

= [ -Sitosterol

inorganik icerik:

= okzalat ve kalsiyum

Triterpenoid saponinler:

= 18, 20, 3B, 19a —tetrahidroksiurs-12en-28-oicasit-28-Of{-D-glukopiranozil
(1-2)} B - D- galaktopiranozid,
= 3B, 220, 24, 29-tetrahidroksiolean-12-en-3-Of{—D arabinosil(L 3)}- B —D-

arabinopiranozid (81).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hucre kaltarinin yapilmasi

Hucre kaltara  fizyolojik ve patolojik olaylarin  agtarilmasi, sinyal
mekanizmalarinin aciklanmasi, gen ekspresyonunaaniénmesi, hicre galmasi ve
hiicre 6lum olaylarinin aydinlatilabilmesi igin yayglarak kullanilan bir yontemdir.
Cogu hucre kultarleri icin %95 ©ve %5 CQ ile temel olarak hiperoksit nemli bir
ortamdir. Hucreler bu in vitro ortama uyumgkaligl sirece gedir ve cazalirlar.
Calismamizda insan prostat kanser hiicre dizisi (LNCa@dlitépe Universitesi Tip
Fakultesi Fizyoloji Anabilim Dali @etim Uyesi Prof. Dr. Bayram YILMAZ'In

armaanidir) kullaniimgtir.

3.1.1. Kiltur icin yapilan hazirhklar

Toz halinde sterilsiselerde bulunan Roswell Park Memorial Institute redi
(RPMI-1640, Sigma) bir litrelik steril ve deiyonizai icine eklenerek ¢ozuldiu. Bu besi
ortami, dnceden steril edilggiselere 0,22 mikrolitrelik filtrelerden enjektor yanah ile
gecirilerek sterilize edildi ve buzdolabinda %&de saklandi. Fetal dana serumu (Fetal
calf serum = FCS, Sigma) ve penisilin + streptomigsigma) 3 ml’lik hacimlere
bolunerek buzdolabinda -26C’de saklandi. Acorus calamus kokinin etanolik
ekstraktindan 0,384 gram tartilarak 1 ml dimetitskgit (DMSO, Sigma) icerisinde
¢cobzuldu ve Uzerine 2 ml RPMI-1640 medium ilave ek 128.000 pg/ml’lik stok
cOzelti hazirlandi. Her deneyden 6nce taze olasakrlanan bu stok ¢dzeltiden deneyde
kullanilacak ekstrakt dozlari yine RPMI-1640 mediulen dilie edilerek hazirlandi.
Diliie edilerek hazirlanan dozlarda DMSO orani %f’'ddgaha az olacalkekilde

belirlendi.
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3.1.2. Hucrelerin ekimi ve yaatiimasi

Canli olarak kaltar flaski icerisinde getirilen méker mediumu dastirilerek bir
gece inkubatérde bekletildi. Daha sonra RPMI-16%1,0 FCS ve %1 penisilin +
streptomisin kagimini iceren santrifllj tlpu icinde 1000 devir /dakive 4°C'de 5
dakika donduruldi. Ustteki medium atilarak diptdkicreler, icerisinde besiyeri
bulunan flasklara ekilerek 37C, %5 CQ ve %100 nem iceren inkiibatére kondu.
Inkuibatérde bulunan flasklar, ilk iki giin yerindepnatiimamak keuluyla, kulucka
suresince inverted mikroskop (Olympus) ile kontealilerek hicrelerin ggalmalari
gozlemlendi. Eskiyen besiyerleri pipet yardimiylasddtilarak, icerisinde 0.1 mL
penisilin + streptomisin, ImL FCS ve 8.9 mL RPMHKD6bulunan besiyeriyle 2-3
gunde bir yenilendi. Hicreler flask tabanini %85e@@8ninda kapladiktan sonra deneye

alindi.

3.2. Etanolik Eksrakt Hazirlanmasi

Acorus calamus koékunin etanolik ekstrakti Anadohiversitesi BitkiIlag ve
Bilimsel Arastirmalar Merkezi'nde (AUBBAM) hazirlandi. 30 g kurutulmuve toz
haline getirilmg bitki kokt 250 ml %70 etanol ile 12 saat ekstrddedEkstrelerdeki
etanol vakum altinda uzaktarilarak kalan sulu ekstreler liyofilizasyon yonteile

kurutuldu. Egir otu kékl etanol ekstresinin verimi %28.29 olabakkundu.

3.3. Hucre sayisini belirleme yontemleri

Hucre sayisini belirlemek icin tripan mavisi ile yama yontemi ve XTT

yontemi uygulandi.
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3.3.1. Tripan mavisiyle boyama

Tripan mavisiyle boyama yonteminde 6lU hicrelgpan mavisi ile boyanirken,
canli hucreler hiicre zarlari @am oldysu icin boya ile boyanmamaktadir. Hticreler
flask tabanini %85-90 oraninda kapladiktan son@diérin besiyeri pipet yardimiyla
cekildi ve atildi. Daha sonra flasklar Cave Mdf* icermeyen Hank’s balanced salt
solution (HBSS, Sigma) ile yikanarak flaskta kapanteinler uzaklgtirildi. Flasklarda
kalan hicreler 5 dakika %0,25 tripsin (Sigma) ilkayparak tabandan uzakiaildi ve
+4 °C'de 1200 devir/dk da 5 dakika déndiruldgiem sonrasinda tstte alan sivi kisim
atildi ve sayim kabi icerisine 0,2 mL altta kalgite kargtirilan hiicre ¢ozeltisinden,
0,3 mL HBSS ve en son 0,5 mL tripan mavisi (Sigikayarak 1 mL’'ye tamamlandi.
Bes dakika beklendikten sonra sayim kabi icinden alid@ pL 6rnek CEDEX XS
(Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied Science)kmadnlicre sayim aletinde

sayllarak 1 mL’de bulunan canli hiicre sayis leidi.

3.3.2. XTT

Hucreler flask tabanini %85-90 oraninda kapladilsamra flask tabaninda kalan
hicreler tripan mavisiyle boyama yontemi ile saykal ml'de bulunan canl hicre
sayis! belirlendi ve her bir kuyuga 1x1d hiicre gelecekekilde 96 kuyucuklu kaplara
ekim yapildi. LNCaP hucreleri 24 ve 48 saat aym &y 250, 500, 750, 1000, 1250
png/ml ekstrakt dozlari ile muamele edildikten sor2é-bis(2-metoksi-4-nitro-5-
suulfofenil)-5-[(fenilamino)karbonil]-2H-tetrazolm  hidroksit ~ (XTT)  yontemi

uygulandi.

Ekstraktin hicreler Gizerindeki sitotoksisitesi Sauml P.A. tarafindan tanimlanan
XTT (Cell Proliferation Kit, Biological Industriesspektrofotometrik yontemi ile
belirlendi (92). Her 20Qul besiyeri icin 10Qul XTT ¢ozeltisi eklenerek 37C’de 3 saat
inktibe edildi. Inkiibasyon siresinin ardindan 450 nm’desartu suda ¢ozlnebilir
formazan boya absorbansi okumasi Trinity Bioteclpti@aReader cihazinda yapildi.
(Trinity Biotech PLC, Bray CO. Wicklow, IRELAND). &hli hicrelerin
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mitokondrisinde olgan ve XTT Urund olan suda ¢dzunebilir formazagayan hicre
sayisl ile korelasyon gostegdiden, ekstrakt verilen kuyucuklarda okunan optik
yogunluk kontrole gére yayan hucrelerin yizdesine c¢evrildi. Bdem icin aagidaki

formal kullanildi:

Her bir kuyucuktaki ilac verilen hiicre absorban4i0go

Kontrol hiicrelerinin ortalama absorbansi

XTT ybntemiyle elde edilen sonuglarla cizilen gkééin LNCaP hcreleri icin
IC50 deseri hesaplandi ve ekstraktin apoptozis ve anjiogdirerine olan etkilerini
belirleyebilmek icin IC50'nin altinda iki konsangyon ile IC50'ye cok yakin bir

konsantrasyon olmak tzere Uc farkh doz belirlendi.

3.4. Bolunmis PARP Olglimi

PARP 116 kDa'luk bir ntkleer poli-ADP-riboz poline'dir ve c¢g@unlukla
cevresel strese karDNA tamirinde gorev alirinsanlarda PARP yikilimi Asp214 ve
Gly215 arasinda gercekle PARP’In parcalanmasi hicrenin  bUtgédn
bozulmasini kolaykdirir ve apoptozise giden hucreler icin bir markiarak goérev

yapar.

Hucreler flask tabanini %85-90 oraninda kapladilsama flask tabaninda kalan
hiicreler tripan mavisiyle boyama yontemi ile sagkal mL’de bulunan canl hiicre
sayis! belirlendi ve her bir kuyuga 1x1G hiicre gelecekekilde 24 kuyucuklu kaplara
ekim yapildi. 24 saat sonra LNCaP hicreleri 24 §esdat ayr ayri 0, 250, 500, 750
pag/ml ekstrakt dozlar ile muamele edildi. Mediwmaklgtirildi ve hicreler sguk
PBS ile yikandi. Yikama sonrasi PBS uzstkddi, 0.5 ml s@guk 1mM
fenilmetilsdlfonil florid (PMSF) iceren lizis buffeeklendi ve 5 dk buz Uzerinde

bekletildi. Lizise @rams hlcreler bgka bir tipe alindi ve buz tzerinde sonike edildi.
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10 dk +4°C’de santrifiij edildikten sonra hticre lizati bularsiipernatant kka bir tiipe
alinarak —80°C’de calsilincaya kadar (1 hafta) saklandi. Hiicre lizatindaARP
Olcima icin PathSca@leaved PARP (Asp 214) Sandwich ELISA Kiti (CelpBaling
Technology Inc) kullanildi. Elisa proseduisekildeydi:

1. Kit igerisinde bulunan 100 pl numune diluenti zer100 pl htcre lizati
eklenip 10 saniye vorteksle kgtrrilarak dilte edildi.

2. Dilue edilen hicre lizatindan 100 pl alinarak kyklara pipetlendi ve Gzeri
kapatilarak +4C’de gece boyu (16 saat) inktibe edildi.

3. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar 200 pl yikama solusyland kez yikandi.
4.100 pl detection antibody ilave edilerek 1 saat@de inkiibe edildi.

5. Inkuibasyon sonrasi kuyucuklar 200 pl yikama solisylerd kez yikandi.

6. 100 pl HRP-linked secondary antibody ilave edkeB® dakika 37°C’de
inkiibe edildi.

7. Inkuibasyon sonrasi kuyucuklar 200 pl yikama solisylard kez yikandi.

8. 100 pl TMB-substrat ilave edilerek 10 dakika®87de inkiibe edildi.

9. 100 ul Stop soltisyonu konularak reaksiyon durdlwrul

10. 450 nm’de 3 6lcim sonucunun absorbanslarininaralari alinarak PARP

oranlari belirlendi.

3.5. VEGF-A Protein Diizeyinin Olgumi

Hucreler flask tabanini %85-90 oraninda kapladilsamra flask tabaninda kalan
hiicreler tripan mavisiyle boyama yontemi ile sapkal ml'de bulunan canl hicre
sayis! belirlendi ve her bir kuyuga 1x1G hiicre gelecekekilde 24 kuyucuklu kaplara
ekim yapildi. 24 saat sonra LNCaP hiicreleri 24 8esdat ayri ayri 0, 250, 500, 750
png/ml ekstrakt dozlar ile muamele edildi. Besiyayir1 bir tipe alindi ve flasklarda
kalan hicreler 5 dakika %0,25 tripsin (Sigma) ilkayparak tabandan uzakiaildi ve
besiyeri bulunan tiipe aktarilarak ®€de 1200 devir/dk da 5 dakika doéndurildi.
Santrifj sonrasi mediumdan VEGF-A protein dizeyhilSA yontemi ile cakmak
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Uzere ayri ayri toplanarak kapakl bir tiipe almeli-80°C’de calsilincaya kadar (1
hafta) saklandi. Hicre pelleti Real Time PCR tgkilé VEGF-A tayininde kullanildi.
VEGF-A protein 6lcimua icin eBioscience Human VEGFHELISA Kiti (Bender
MedSystems GmbH, Austria) kullanildi. ELISA 6l¢umogedirisu sekildeydi:

1. Mikrokuyucuklar 400 pl yikama soltisyonu ile 2 kekandi.

2. 50 pl numune dilienti ve 50 pl numune ile starldakiuyucuklara pipetlendi.

3. Plain Uzeri kapatilarak 2 saat oda isisinda shake@a rgm’de inkibe

edildi.

4. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar 400 pl yikama solisylan6 kez yikandi.

5. 100 pl Biotin-konjugat ilave edilerek 1 saat odsinda shakerda 400 rpm’de

inklibe edildi.

6. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar 400 pl yikama soliusylant kez yikandi.

7. 100 pl Streptavidin-HRP ilave edilerek 1 saat asi@inda shakerda 400

rpm’de inkiibe edildi.

8. Inklbasyon sonrasi kuyucuklar 400 pl yikama solusylant kez yikandi.

9. 100 pl TMB substrat ilave edilerek 30 dakika oslsinda karanlikta inkiibe

edildi.

10.100 pul Stop solusyonu ilave edilerek reaksiyon dourttiu.

11.450 nm’de okuma vyapilarak VEGF konsantrasyonlatirleedi. Sonuclar

pg/ml olarak verildi.

3.6. Real Time-PCR (RT-PCR) Tekngi ile VEGF-A tayini

Deney siresi sona epinde hicreler kuyucuklardan toplandi ve santriflgmi

ile pellet haline getirildi. Hemen sonrasinda RNAlasyonuglemine gecildi.
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3.6.1. RNAIlzolasyonu

Total RNA izolasyonu icin RNeasy protect mini ki ¥e cDNA sentezi icin
QuantiTect Reverse Transcription cDNA kiti (QiageManheim, Germany)

kullaniimistir.

1. Pellet 600 pl Buffer RLT+6 pB-mercaptoethanol(ME) ¢ozeltisi icerisinde

vortex ile kargtirildi ve homojenize edildi.

2. Homojenizasyonsieminden sonra 3 dakika 13.000 rpm devirde sanpedildi.

3. Santrifijden sonra stpernatant yeni bir eppendgé talindi ve tzerine 600 pl
%70’lik etanol eklendi. Daha sonra pipetle dikkaili sekilde kargtirildi.

4. Ependorf tipu icerisindeki stipernatanin 700 pltdbklara (RNeasy mini spin
colon 2 ml) yuklendi. Daha sonra 20 saniye 8.000egSantrifilj edildi ve alttaki
toplama tupunde kalan stzinti dokudldia. Supernatgem kalani tekrar kolonlara

yuklendi ve yeniden 20 saniye 8.000 g devirde gangedildi.

5. Santriftj sonrasi alttaki toplama tupUgdgirildi kolonlara (RNeasy mini spin
colon) 700 pl Buffer RW1 eklendi. Boylece koloneisineyen parcalardan temizlegmi

oldu. Sonra 20 saniye 8.000 g devirde santriftidedi

6. Alttaki toplama tupi dokuldi ve kolon tzerine 500Buffer RPE eklenip 20
saniye 8.000 g devirde santriftij edildi.

7. Ayni islem tekrarlanarak 2 dakika 8.000 g devirde santedliidi.
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8. Alttaki toplama tupu dokuldi ve kurumasi igin lkika en yiksek hizda

santrifij edildi.

9. Alttaki toplama tupu atildi ve kolon yeni temiz ezlorf tlpl icerisine
yerlestirildikten sonra Uzerine 40ul RNAse Free Water tama kisima gelecejekilde
dikkatlice eklendi ve 1 dakika 8.000 g devirde géapedildi.

10. Ependorf tiipl icerisinde elde edilen RNA “80de saklandi.

3.6.2. RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

RNA’nin miktar1 ve safigini belirlemek amaciyla 1,5 pl RNA (Thermo Sciantif
Nanodrop 1000, USA) 260 nm dalga boyunda optik idasiéctlerek hesaplandi.

3.6.3. cDNA Sentezi

Once genomik DNA (gDNA) uzakfairmak icin tablo 3.1'de gosterilgii gibi
toplam hacim 14 pl olacakekilde reaksiyon hazirlandi ve Thermal Cycler PGR'd
(Qiagen, Manheim, Germany) 4Z'de 2 dk olacaksekilde programlanip gDNA

uzaklatirildi.
Tablo 3. 1.gDNA uzaklatirmak icin reaksiyon hazirlanmasi.
Kari sim Miktar (pl)
gDNA wipeout 2
Ornek RNA's| X
RNAase free water 1
Toplam 14
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gDNA’sI uzaklgtinimis drneklere, tablo 3.2’de gdsterilen oranlarda hazan
karisimdan 6l eklenerek Thermal Cycler PCR’da 22'de 15 dk ve £C'de 10 dk
olacaksekilde programlanip cDNA o#turuldu.

Tablo 3. 2.cDNA sentezi icin kullanilan kanim igerigi.

Karisim Miktar (ul)
Quantriscpript Reverse Transcriptase 1
Quantriscpript RT Buffer 5X 4
RT primer mix 1

Thermal cycler kgullarr;
42°C’de 15 dk
4 °C’'de 10 dk

3.6.4. RT- PCR

VEGF-A (hedef gen) ve GAPDH (referans gen) mRNA adiizri, Dual Label
(Tagman prob) kullanilarak Roche Nano LightcydRoche Diagnostics, Mannheim,
Germany) ile oOlculdid. RT-PCR icin tablo 3.3'dekirkam hazirlanip reaksiyon
gerceklatirildi.
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Tablo 3. 3.RT PCR i¢in miks icegi.

Kari sim Miktar ( pl)
Reconstituted primer /probe miks (iNOS veya GAPDH) 1

2X gPCR Mastermiks 10
PCR-Grade water 4
cDNA 5
Toplam 20

Toplam 20ul RT-PCR reaksiyonusagidaki kasullarda gerceklgirildi:

95° C'de 10 dk
95° C'de 20 sn
55° C'de 30 sn 50 doéngu
72° C'de 20 sn

Calismanin sonuglari LightCycler® Nano Softwaleeanaliz edildi.

3.6.5. Primer Dizilerinin Hazirlanmasi

VEGF-A (hedef gen) ve GAPDH (referans gen) primeilelti Gene Research
laboratories (PrimerDesign, U.K) tarafindan dizagidi. NCBI Gene veritabani ghn

numaralari ve amplikon uzunluklari tablo 3.4’deilerstir.
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Tablo 3. 4.Calismada kullanilan iNOS primerinin dizileri, Tm deréré

Gen No Oligonukleotid Dizisi
Tm
Sense | CCAGGAAAGACTGATACAGAACG 6
Primer ’
VEGF-A NM_001025366
Anti-
GGTTTCTGGATTAAGGACTGTTC
Sense 59
Primer

3.7. Deney gruplari |

Acorus calamus etanolik ekstraktinin hucrgatmasi tzerindeki etkisinin XTT
yontemi ile belirlenmesi icinsagida belirtilen gruplar olgturuldu. Belirtilen ekstrakt
konsantrasyonlari LNCaP hicrelerine 24 ve 48 sgatagr uygulandi. 24 saat icin her
grup 8 drnek ve 48 saat icin de her grup 8 6rnakaksekilde olyturuldu ve 3’er kez
tekrar edilerek toplamda her grup igin 24 tekracgklestirildi.

1. grup : Kontrol grubu, sadeceiymrs uygulandi.
2. grup : 250 pg/ml ekstrakt,va448 saat (n=24)
3. grup : 500 pg/ml ekstrakt,v&448 saat (n=24)
4. grup : 750 pg/ml ekstrakt,v&448 saat (n=24)
5. grup : 1000 pg/ml ekstrakt,va448 saat (n=24)
6. grup : 1250 pg/ml ekstrakt,va448 saat (n=24)
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3.8. Deney gruplari Il

XTT oOlcimi sonucu canh hiicre sayisi ile kullanikekstrakt dozlari arasinda
grafik cizildi. Hucrelerin %50’sinin inhibe oldgiw konsantrasyon (IC50) geri olarak
732,76 pg/ml belirlendi, ardindan acorus calamusnadik ekstraktinin hicrenin
apoptozis ve anjiogenezisi Uzerindeki etkileri PARPVEGF-A 6lcim yontemleri ile
belirlenmesi icin  gagida Dbelirtilen gruplar olgturuldu. Belirtilen ekstrakt
konsantrasyonlari LNCaP hicrelerine 24 ve 48 sgatagr uygulandi. 24 saat icin her
grup 3 drnek ve 48 saat icin de her grup 3 drnakaMsekilde olwturuldu.

1. grup : Kontrol grubu, sadece pesiuygulandi.
2. grup : 250 pg/ml ekstrakt, 2448 saat (n=3)
3. grup : 500 pg/ml ekstrakt, 2448 saat (n=3)
4. grup : 750 pg/ml ekstrakt, 2448 saat (n=3)

3.9.istatistiksel analiz

Istatistiksel dgerlendirmeler SPSS (Statistics Program for Soaml Science)
programi ile gercekigirildi. Calismada yapilan butin olgtimler ¢ kez tekrar edildi ve
sonugclar ortalamazstandart sapma olarak verilduplar arasi karlastirmalarda one-

way ANOVA varyans analizi uygulandi. p<0.05gee anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Ekstraktin hicre canllgina etkisi

Ekstraktin hiicre canlgi tizerine olan etkisi XTT yontemiyle belirlendi. 6glict
olarak kullanilan en yiuksek %21 oraninda bulunan @MBicre ygam oraninda
herhangi bir dgisime neden olmadi. LNCaP hiicrelerine 24 saat su@i@g 500, 750,
1000 ve 1250 pg/ml ekstrakt uygulamasi sonucundia edlilen ygayan hiicre oranlari
kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %92, %84, %889%e %62 olarak hesaplandi
(Tablo 4.1 veSekil 4.1). 48 saatte ise 250, 500, 750, 1000 ve012§/ml ekstrakt
dozlarinda elde edilen yam oranlari kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %8897, %48,
%46 ve %44 olarak bulundu (Tablo 4.1 yekil 4.2). Bu sonugclara gére 48 saat icin
IC50 degeri 732,76 pug/ml olarak bulundu.

Tablo 4. 1.Kontrol, DMSO ve farkli konsantrasyonlardaki ekktra LNCaP hiicrelerine 24 ve 48
saatlgine uygulanmasi sonucunda % olarakayebilen hiicre oranlari. Kontrol grubuna gére *0p91.

Yasayabilen hiicre orani (%tSD)
Gruplar 24 saat 48 saat
Kontrol 100+10,9 100+8,6
DMSO 99+9,1 98+8,9
250 pg/ml 92+5,9 89+8,3*
500 pg/ml 8418,8* 7718,4*
750 pg/ml 82+6,3* 48+3,1*
1000 pg/ml 69+7,9* 46+2,8*
1250 pg/ml 62+5,3* 44+3,6*
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24 Saat XTT Olgiim Sonuglari

60 4

40 ~

LNCaP Hiicre Canlihgi (%)

Kontrol DMSCO 250 500 750 1000 1250

Konsantrasyon (pg/mil)

Sekil 4. 1.Kontrol, DMSO ve farkl konsantrasyonlardaki ekktra LNCaP hiicrelerine 24 saat
uygulanmasi sonucunda % olarakasabilen hiicre oranlari. Kontrol grubuna gore % 0.001.

48 Saat XTT Ol¢iim Sonuclari

120 1
100 - *

(]
o
L

'
.

]
o
I

LNCaP Hiicre Canlihgi (%)
(o]
o
-
3*
*

o

Kontrol DMSO 250 500 750 1000 1250

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4. 2.Kontrol, DMSO ve farkl konsantrasyonlardaki ekktra LNCaP hiicrelerine 48 saat
uygulanmasi sonucunda % olarakasabilen hiicre oranlari. Kontrol grubuna gore % 0.001.
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4.2. Ekstraktin Bolinmus PARP Diizeyleri Uzerine Etkisi

LNCaP hucrelerine 24 saat sureyle 250, 500 ve thluekstrakt uygulamasi
sonucunda olculen bolinmIPARP miktari kontrol grubuyla oranlagehda sirasiyla
%101, %140 ve %180 olarak hesaplandi (Tablo 4.Qekd 4.3). 48 saatte ise 250, 500
ve 750 pg/ml ekstrakt dozlarinda kontrol grubunanta elde edilen boluinmiPARP
duzeyleri %115, %198 ve %244 olarak bulundu (TabRveSekil 4.4).

Tablo 4. 2. Kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlardaki ekktna LNCaP hiicrelerine 24 ve 48
saatlgine uygulanmasi sonucunda dl¢ulen boligmARP yuzdeleri. Kontrol grubuna gére *: p < 0.01.
*%k-

: p<0.001.

Gruplar 24 saat (%xSD) 48 saat (%¢SD)
Kontrol 100£13,9 100+4,5
250 pg/ml 101+25,6 115+34,8
500 pg/ml 140+13,5 198+10,1*
750 pg/ml 180+8,7* 24443 3**

24 Saat Béliinmis PARP Sonuclari

50 H

Bollinmtuis PARP (%)

Kontrol 250 500 750

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4. 3.Kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlardaki ekktna LNCaP hiicrelerine 24 saat
uygulanmasi sonucunda 6l¢ilen bolugrARP yuzdeleri. Kontrol grubuna gore *: p < 0.01.
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48 Saat Boliinmus PARP Sonuglari

% %

Boliinmiis PARP (%)

50 A

Kontrol 250 500 750

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4. 4.Kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlardaki ekktna LNCaP hiicrelerine 48 saat
uygulanmasi sonucunda 6l¢ilen bolugrARP yuzdeleri. Kontrol grubuna gore *: p < 0.01,
**: p<0.001.

4.3. Ekstraktin VEGF-A Protein Duizeyleri Uzerine EKisi

LNCaP hicrelerine 24 saat sireyle kontrol, 250, $60750 pg/ml ekstrakt
uygulamasi sonucunda d&lcilen VEGF-A protein mikarkirasiyla 195, 240, 234 ve
223 pg/ml olarak hesaplandi (Tablo 4.3Sekil 4.5). 48 saatte ise 0, 250, 500 ve 750
pag/ml ekstrakt dozlarinda VEGF-A protein dizeylemasiyla 387, 418, 421 ve 142
pg/ml olarak bulundu (Tablo 4.3 kil 4.6).

Tablo 4. 3.Kontrol grubu ve farkl dozlardaki ekstraktin LNChEcrelerine 24 ve 48 sagthie
uygulanmasi sonucunda 6lcilen VEGF-A protein miktarKontrol grubuna gére *: p<0.001.

VEGF-A Protein Duzeyleri (pg/ml)
Gruplar 24 saat (ortalama+SD) | 48 saat (ortalama=SD
Kontrol 195+15,1 387+15,3
250 pg/ml 240+6,3 418+3,4
500 pg/ml 234+13,8 421+8,9
750 pg/ml 223+35,0 142+43,1*

48



24 Saat VEGF-A Protein Dilizeyleri

300 1

VEGF-A (pg/ml)
- - 3] ]
o (4] o (4]
o o o o

a
o
I

o
I

Kontrol 250 500 750

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4. 5.Kontrol grubu ve farkli dozlardaki ekstraktin LNChBcrelerine 24 saat uygulanmasi
sonucunda Olgulen VEGF-A protein miktarlari.

48 Saat VEGF-A Protein Diizeyleri

450
400 +
350 +
300
250 +
200 +
150 -
100 -
50 +

VEGF-A (pg/ml)

Kontrol 250 500

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4. 6.Kontrol grubu ve farkli dozlardaki ekstraktin LNChBcrelerine 48 saat uygulanmasi
sonucunda 6lcilen VEGF-A protein miktarlari. Komigoubuna gére *: p<0.001.
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4.4. Ekstraktin VEGF-A Gen Ekspresyonu Uzerine Etksi

LNCaP hicrelerine 24 ve 48 saat siUreyle 250, 5007%@ pg/ml ekstrakt
uygulamasi sonucunda 0l¢ilen VEGF-A gen ekspresgomuclari kontrol grubu “1”
kabul edilip oranlanarak rolatif derleri hesaplandi. 24 saat igin 1.06, 0.99 ve 0.995
olarak hasaplanirken (Tablo 4.4 ¢ekil 4.7) 48 saat i¢in sirasiyla 0.866, 0.184 \@50.

olarak bulundu (Tablo 4.4 \gekil 4.8).

Tablo 4. 4.Kontrol grubu ve farkl konsantrasyonlardaki ekstna LNCaP hiicrelerine 24 ve 48
saatlgine uygulanmasi sonucunda 0l¢ulup hesaplananfr¥lBtEF-A gen ekspresyon diizeyleri. Kontrol

grubuna goére *: p<0.001.

Gruplar |24 saat (Rolatif degerler+SD) | 48 saat (Rolatif dgerler+SD)
Kontrol 1,00+0,24 1,00+0,21

250 pg/ml 1,06+0,15 0,87+0,07

500 pg/ml 0,99+0,04 0,18+0,01*

750 pg/ml 1,00+0,10 0,06+0,01*

1,2 4

0,8
0,6
0.4 -
0,2

o
I

Rdlatif VEGF-A Gen Ekspresyonu (kat)

24 Saat RT-PCR VEGF-A Gen Ekspresyonu

Kontrol 250

500 750

Konsantrasyon (pg/mi)

Sekil 4. 7.Kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlardaki ekktna LNCaP hucrelerine 24 saat

uygulanmasi sonucunda ol¢ulip hesaplanan rolatE A gen ekspresyon diizeyleri.
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48 Saat RT-PCR VEGF-A Gen Ekspresyonu

14 -
1.2 1

0.8 -
0.6 -
04 - -

0.2 - *

(=]
I

Kontrol 250 500 750

Rdlatif VEGF-A Gen Ekspresyonu (kat)

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4. 8. Kontrol grubu ve farkh konsantrasyonlardaki ekktna LNCaP hicrelerine 48 saat
uygulanmasi sonucunda 0lgulip hesaplanan rolat&MA gen ekspresyon diizeyleri. Kontrol grubuna
gore *: p<0.001.
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5. TARTISMA

Antik caglardan bu yana d@l GrUnler, bitkiler ve baharatlar kanser de dabhil
olmak Uzere ggtli hastaliklarin 6nlenmesi i¢in kullanilmaktadBu ¢alsmanin amaci
LNCaP prostat kanser hicreleri Gizerine Acorus cafahbitkisinin etanolik ekstraktinin
anti-kanser 6zelfini arsgtirmakti. Mevcut olan standart kanser tedavi yoméeim
karsinomun tamamen ortadan kalkmasini garanti efingibi ciddi yan etkilere de
neden olabilmektedirlerdla¢c endistrisinin dgal bilesikleri arastirma ve gektirmeye
olan ilgilerinin azalmasina ganen bu dgal kaynaklardan elde edilen ham bilkder
modifiye edilerek veya sentetik versiyonlar tlexgk hizmet vermeye devam
etmektedirler (54). Mevcut a@mrmalar alternatif koruyucu velveya tedavi edici
yontemlerin  gelktiriimesinde  fitokimyasallar ve  kemoterapo6tik  ilagin
kombinasyonlarinin kullaniimasinin daha etkili aitgif bir secenek olabilegmi

gostermektedir.

XTT yontemi ile yapilan denemelerde, LNCaP hucieier yasam oranlari
tzerine 250 pg/ml konsantrasyondaki ekstraktin 2étts herhangi bir etkisi
saptanmazken 48 saatte anlamli bir etkisinin @dgorildu. 500, 750, 1000 ve 1250
png/ml konsantrasyonlarda 24 ve 48 saatte hligganyaranlarini doz ve zamanagha
olarak %44’lere varan oranlarda azalttl. Bains veSark. yaptiklari cagmada acorus
calamus bitkisinden lektinleri izole etgter ve iki farkli fare makrofaj kanser hicre
dizisi ile yine fare B- ve T-hicre lenfoma hucrezildiri Gzerine etkilerini
aratirmiglardir. Bitkinin batin kanser hicre dizilerinde héiccgzgalmasi Uzerine
inhibitor etkisi gosterilmitir. Hlcre c@almasinin %24 ile %67 arasindaggen
oranlarda azal@ini ortaya koymgiardir (6). Yine yakin bir zamanda yapilan bir
calismada acorus calamus bitkisinde yuksek miktardaraudlB-asarone bgesinin iki
farkli insan kolon kanser hicre dizilerininggdmasi tzerine olan etkileri incelenyve
bilesigin doza ve zamana $la olarak hiicre proliferasyonunu anlaml olarakl@gani

gostermglerdir (63).
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Apoptotik htcre o6limunin indiksiyonu fizyolojik ok nekrozdan daha
onemlidir. CUnki apoptozis, inflamatuvar reaksiywnianlamli birsekilde artirmaz ve
immun sistemi inhibe etmez (31). Apoptotik hiicrénti organizesekilde gelgen bir
hiicresel intihardir. Apoptotik hiicre oliuminu texjdn tedavi yontemleri cok daha az
sitotoksisiteye ve potansiyel olarak hastalardaadah yan etkilere neden olur. DNA
hasarina kar DNA tamir mekanizmalarindan daha 6nce meydanangdiicresel
yanitlardan birisi PARP aktivasyonudur (24). PARRiva&asyonunun inhibisyonu ile
birlikte DNA hasarina neden olan ilaclarin komby@suyla anti-kanser terapiler
gelistiriimektedir (80). Ayrica apoptozis Uzerine yapilgalsmalarda DNA hasarina
neden olan ilaclarla PARP inhibisyonunun kombinasymn apoptozisi artirirken
nekrozisi azaltfii gosterilmgtir (51). Bolunmig PARP dlcimua apoptotik hiicre vagini
dogrulamak i¢in kullanilan bir testtir. Apoptozisgrayan insan hicrelerinde kaspazlar
tarafindan Asp214’den parcalanan PARP OlcimU apcgrto bir gostergesi olarak
kabul edilmektedir. Bizim ¢almamizda buldgumuz sonuclara gore 24 saat sonra 250
ve 500 pg/ml ekstrakt konsantrasyonlarinda anldomlifarklihk bulunamazken 750
png/ml konsantrasyonda %180 kadar boligmARP dizeyinde astibulundu. 48 saat
sonunda 250 pg/ml konsantrasyonda anlamh bir fdekbulunmadi. 500 ve 750 pg/ml
konsantrasyonlarda sirasiyla %198 ve %244 oradardlinmig PARP dizeylerinde
bir artis gozlendi. Bu sonuclara gore kullaponiz ekstrat doza ve zamanaghmli
olarak LNCaP hucrelerinde apoptozisi artirmaktadmcak apoptozis induksiyonunu
pro-apoptotik faktorler Gzerine mi, anti-apoptofdktorler Gzerine mi yoksa kombine
bir etki mi gostererek gercekladigi henliiz netlik kazanmasgtir. Bu durumun netlik
kazanabilmesi icin apoptotik sirecte rol alan tkrgoolekilin birlikte incelenmesi

gerekmektedir.

Tumor progresyonunursamalari invazyon, anjiogenez ve metastatik buyumedi
Anjiogenez, malign hucrelerin yeni kan damarlarimlusumunu gercekigirerek
ihtiyaci olan besin ve oksijeni amasi icin gerekli olan cok 6énemli bir adimdir.
Anjiogenez sirasinda endotelyal hiicrelerstaaVEGF-A olmak Uzere g#li buyime
faktorleriyle uyarilarak yeni kan damarlarinin @imu indiklenir. Yeni kan

damarlarinin olgumu engellenerek besin ve oksijen miktarlarininitdeeasi sonucu
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tumor gelgimi ve metastaz engellenebilir. Yapilan galalarda da dgal kaynaklardan
elde edilen bircok bikegin kanser hicrelerinde anjiogenezi inhibegettjosterilmitir
(82). Solid tumorler anjiogenez ganlidir, bu nedenle prostat kanseri de kontrolsiiz
biylumesini devam ettirebilmek icin yeni damar salmunda ihtiya¢ duyar. Prostat
kanseri ilerledikgce anjiogenezin ve VEGF-A miktanianlaml olarak arggini gosteren
calismalar mevcuttur (49, 62). Anjiogenezi inhibe etmintgmi kanser tedavisi icin
gecerli bir yaklaimdir. Kanser tedavisi icigu ana kadar getfirilen ve gelitiriime
asamasinda olan bir¢cok anti-anjiogenik ajan bulunmadkt Bu ilaglar tumor gelimini
ve yeni damar ogumunu inhibe etmek igin anjiogenez yaiain ¢aitli adimlarina etki
etmektedirler. Bir anti-anjiogenik ajan olan bewagnab, 2004 yilinda FDA onayini
alarak kanser tedavilerinde kullanilmayaslaamstir (41, 85). Ancak anti-anjiogenik
temelli tedavi yaklgmlari batin timorler igin yararli d@édir, tedavi balangicinda
elde edilen yanit ilerleyen zamanlarda dirence nedabilir (28).

Normal prostat dokusunda VEGF-A gen ekspresyonuelfjikle olmamakla
birlikte cok digik duzeylerde de gorilebilmektedir. 55 prostatikdexr materyali ile
yapilan immudnohistokimyasal bir c¢ghada prostat kanserli hastalarda tiumor
gelisimiyle Dbirlikte anlamli olarak artan miktarlarda YAE gen ekspresyonu
bulunmutur (99). VEGF gen ekspresyonunun timortin evresreaksi ve Kklinik
sonucuyla korele oldiunu goésteren cainalar da mevcuttur (11, 22, 57). VEGF
duzeyleri prostat kanserli hastalarin serum verlanada yuksek oranda bulungtur.

54 lokalize ve 26 metastatik olmak Uzere toplamp8@stat kanserli hasta tzerinde
yapilan bir caymada metastatik hastaliolanlarda dier gruba ve kontrollere gére
anlamh olarak daha yuksek VEGF dizeyleri tespiln@gtir (25). Bizim ¢calsmamizda
da acorus calamus kokunun etanolik ekstraktinin &R Ghicrelerindeki VEGF-A
protein miktarlari ve ekspresyonlari Gzerine ol#aleri de incelendi. 250, 500 ve 750
png/ml konsantrasyonlardaki etanolik ekstrakt LN@aierelerine 24 ve 48 saat boyunca
uygulandi. 24 saat sonraki sonuclara bagitdla bu ¢ farkli konsantrasyonlardaki
ekstraktlarin ne VEGF-A protein miktari ne de VE@&Fekspresyonu Uzerine bir
etkisinin olmadg bulundu. 48 saat sonra ise 250 ve 500 pg/ml aldstr
konsantrasyonlarinda VEGF-A protein duzeyi Uzeamdaml bir etki gozlenmezken
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750 pg/ml konsantrasyonlardaki ekstraktin VEGF-At@in miktarini anlamli olarak
azalttgl bulundu. Yine 48 saat sonra 250 pg/ml konsantrasgki ekstraktin VEGF-A
gen ekspresyonu Uzerine bir etkisi yokken 500 v@ p®/ml konsantrasyonlarda
ekspresyonu anlamli olarak azgfttibulundu. Elde edilen sonuclar yukarida da
bahsedilen ¢caimalarin sonuclariyla tutarli olarak, LNCaP prodtahser hicrelerinde
yuksek miktarda VEGF-A eksprese edilip salgnai ortaya koymaktadir. Ayrica yine
bircok calsmada tibbi amacla da kullanilan birgokgdbbitki ve bunlardan elde edilen
bilesiklerin kanser hicrelerinde VEGF-A'yl inhibe @iti gOsterilmitir. Bizim
yaptgimiz calgmada da acorus calamus bitkisinin VEGF-A'nin henspe&syonunu

hem de salinimini doza ve zamangiivdl olarak anlamli bigekilde azaltigini bulduk.

Anjiogenez slreci pek cok sistemin ve molekulUnilegikmi sonucu meydana
gelen bir prosestir. Apoptotik suiregte gidugibi anjiogenik sirecte de pro-anjiogenik
ve anti-anjiogenik bircok molekll ve yolaklar séankisudur. Anjiogenezin ilerlemesi
veya baskilanmasi, pro-anjiogenik ve anti-anjiogel@ngenin bir tarafa gou kaymasi
sonucu gercekidr. Bu sirecte pek ¢cok molekil rol oyngohdan kullandiimiz bitki
ekstresinin hangjekilde bir etki gosterd@ini sdylemek zordur. Ayrica tek bir aktivator
veya inhibitér molekilin dgerlendirilmesi sireci aydinlatmak icin ¢cok yetepiimese
de buylk miktarda yol gosterici olabilir. Kanseuslmu, biylimesi ve yayilmasinda
apoptotik surecin baskilanmasi ile anjiogenez suirecssiri uyarilmasi goéz onine
alindginda ilk kez acorus calamus bitki kokinin etaneldstraktinin LNCaP prostat
kanser hucrelerinde doz ve zamanalbalarak hicre ¢galmasini ve anjiogenezi

baskilayici ve apoptozu uyarici etkilerinin teggtimesi 6nemlidir.
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6. SONUC

Hucre ¢c@almasi, apoptozis ve anjiogenez sirecleri bircadabsktan meydana
gelen komplike streglerdir ve kanser tedavi ygkidar icin uygun hedeflerdir. Bu
sureclerin mekanizmalari da hentz tam olarak agtimiis degildir. Bu c¢alsmada
anijogenik ve apoptotik sdrecler icin kullanilan lide molekullerin duzeyleri

incelenmitir.

Doz ve zamana I§h olarak acorus calamus kokunun etanolik ekstrakti NCaP
prostat kanser hiicre dizilerinde hicrgamasini ve anjiogenezi baskilgdve erken
apoptozu uyaréh ilk kez bu cakmada belirlendi. Cadmamizdan c¢ikan bu olumlu
sonuclar bundan sonra yapilacak gahlar icin de yol gdsterici olabilir. Ayrica dal
bitkiler ve bu bitkilerden izole edilen gdi bilesiklerin tek bglarina veya kombine
sekilde uygulanmalarinin kanser hucreleri Gzerinenoétkilerinin arsgtiriimasi umut

vericidir.
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