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OZET

Prostat Kanseri Hiicre Hattinda 6,6,9-trimethyl-3-(2-phenylpropan-2-yl)-
6a,7,10,10a-Tetrahydrobenzo[c]chromen_.-l-ol (KM-233)’iin Sa-rediiktaz (SAR)
Protein Diizeyi Uzerine Etkisi

Prostat kanseri (PCa), diinya ¢apinda erkek sagligini etkileyen onemli bir
hastaliktir. Erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser tiirli ve genellikle yavas bir seyir
izlemesine ragmen, diinyada onde gelen 6lim nedenlerinden biridir. PCa uzun bir
hastalik ge¢migine ve bireysel hastalarin klinik seyrinde genis bir cesitlilik ve
belirsizlige sahiptir. PCa hastalarinin yaklasik %15'1 yiiksek riskli hastalik tanisi
almaktadir. Bazilar1 6liimciil olabilen bir fenotipte ilerleme potansiyeline sahipken,
digerleri birincil timorin tedavisiyle iyilestirilebilmektedir. SAR (EC 1.3.99.5)
enzimi, 5o - dihidrotestosterona (DHT) doniisiimiinii katalize eden integral zar
proteinidir. Sa -rediiktazin prostattaki fizyolojik 6nemi, testosteronu daha giiclii bir
androjen olan DHT ’ye doniistiirmesiyle saglamaktadir. Testosteron, prostatin hem
fizyolojik siireglerinde hem de hastalik durumlarinda kritik bir etkiye sahiptir. Bu
hormon, prostatin stromal ve bazal hiicrelerinde bulunan 5AR enzimi vasitasiyla
dihidrotestosterona (DHT) donistiiriilir. DHT, basta prostatin gelisimi ve iyi huylu
prostat biliylimesinin (BPH) olusumu olmak {izere sorumluluk tasir. 5AR
inhibitorlerinin prostat hacmini %20 ila %30 oraninda kiigiilttiigli gozlenmistir. KM-
233, sentetik olarak tiiretilmis bir AS8-tetrahidrokannabinol analogu olan bir
kannabinoiddir. Bu bilesik, A9-tetrahidrokannabinol (THC)'ye kiyasla CB2
reseptOrlerine karsi daha secici bir afinite sergiler. KM-233, CB2 reseptoriine yiiksek
bir afinite (Ki=0.91 nM) gosterirken, CB1 reseptoriine karsi diisiik bir baglanma
egilimine sahiptir. /n vivo ¢alismalarinda, KM-233 prostat hiicrelerinin boyutlarin
onemli o6l¢iide azalttig1 bildirilmistir. Ayrica, KM-233 antineoplastik etkilerinin hiicre
hatt1 ¢aligmalarinda da sergilemistir. Klinikte mevcut 5SAR nin giiclii inhibitorlerinden
biri olan finasterid (MK-906) siklikla kullanilmaktadir. Finasterid, testosteronun
dihidrotestosterona periferik doniisiimiinii bloke ederek PCa Onlenmesinde ve

tedavisinde 6nemli bir rol oynayabilecegi belirtilmistir.

Bu calismada prostat kanseri PC-3 hiicrelerinde, KM-233 (58,60 uM)
uygulamasinin SRD5A1 protein diizeyine etkisi, Finasterid (380 uM) pozitif kontrolii

ile karsilastirmal1 olarak degerlendirilmistir. Calismamizda elde edilen bulgular, hem

viil



KM-233 hem de Finasterid uygulamasinin PC-3 hiicrelerinde SRD5A1 protein
diizeylerini anlamli seviyede azalttigin1 gostermistir. Ayrica ¢alismamiz Finasterid'in
SRD5A1 baskilanmasinda etkili bir kontrol ajani oldugunu dogrularken, KM-233’{in
de daha diisiik bir konsantrasyonda anlamli diizeyde baskilayici etki gosterdigini
ortaya koymustur. Bu etkisi KM-233’tin, SRDS5A1 hedefli yeni terapdtik

yaklasimlarda potansiyel bir aday olabilecegini diislindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sa-rediiktaz, DHT, Kannabinoid, Km-233, Prostat kanseri, THC
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ABSTRACT

Effect of 6,6,9-trimethyl-3-(2-phenylpropan-2-yl)-6a,7,10,10a-
Tetrahydrobenzo[c]chromen-1-0l (KM-233) on Sa-reductase (SAR) Protein
Level in Prostate Cancer Cell Line

Prostate cancer (PCa) is a significant disease with a high prevalence in men worldwide.
Despite its usually slow progression, it is a leading cause of cancer-related death and
has a variable clinical course. It is estimated that approximately 15% of patients with
PCa are at high risk and require more aggressive treatment approaches. Understanding
the molecular mechanisms involved in the emergence and progression of prostate
cancer is of great importance in order to develop more successful treatment
approaches. The enzyme Sa-reductase (SAR) plays a key role in the physiology and
pathophysiology of the prostate gland by converting testosterone to
dihydrotestosterone (DHT). DHT is a potent androgen that stimulates normal prostate
growth and function but also plays a role in the development and progression of
prostate cancer. SAR inhibitors such as finasteride are used effectively in treating
benign prostatic hyperplasia (BPH). Research has shown that they may also play a role
in preventing PCa. However, the need for new treatment approaches with fewer side
effects and higher efficacy continues. KM-233, a synthetic A8-tetrahydrocannabinol
analog with selective affinity for CB2 receptors, has shown effects in reducing prostate
cell size and anti-neoplastic properties in in vivo studies. CB2 receptors have been
increasingly considered as potential therapeutic targets for various types of cancer,
including prostate cancer. This study was designed to investigate the effects of KM-
233 and finasteride on the protein levels of the enzyme Sa-reductase in prostate cells
using an ELISA method. In this study, the effect of KM-233 (58.60 uM) on SRD5A1
protein level was comparatively evaluated in prostate cancer PC-3 cells, with
Finasteride (380 pM) serving as a positive control. Our findings demonstrated that
both KM-233 and Finasteride significantly reduced SRD5A1 protein levels in PC-3
cells. Furthermore, while our study confirmed Finasteride as an effective control agent
in SRD5A1 suppression, it also revealed that KM-233 exhibited a significant
suppressive effect at a lower concentration. This suggests that KM-233 could be a
potential candidate for novel SRD5A1-targeted therapeutic approaches. Our study
revealed that both Finasteride and KM-233 exhibited significant dose-dependent



cytotoxic effects on prostate cancer PC-3 cells. Specifically, the IC50 values after 24
hours of treatment were determined as 380 uM for Finasteride and 58.60 uM for KM-
233. These findings suggest that both compounds may be potential therapeutic agents

in the treatment of prostate cancer by inhibiting the Sa-reductase enzyme.

Keywords: 5a-reductase, Cannabinoid, DHT, KM-233, Prostate cancer, THC
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1. GIRIS

Kanser, 20. ylizyilin en ¢ok korkulan hastaliklarindan biri olup, 21. ylizyilda
da yayilimini ve goriilme sikligin1 artirmay siirdiirmektedir (Roy & Saikia, 2016).
Kanser, viicuttaki hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ve gelismesidir ve diinya ¢apinda
dliimlerin en 6nemli nedenlerinden biridir. Insan viicudundaki etkilenen doku veya
organa gore kategorize edilen 100'den fazla farkl kanser tiirti vardir. Cok faktorlii bir
hastalik olan kanser, bireyin g¢evresiyle etkilesimleri nedeniyle genomda cok cesitli
degisiklikler igerir. Kanseri tanimlayan temel nitelikler arasinda, kontrolsiiz hiicre
cogalmasi, biiylime sinyallerini goz ardi etme kabiliyeti, siirekli yeni damar olusumu
(anjiyogenez), apoptozdan kagis ve diger dokulara yayilma yetenegi sayilabilir

(Chandraprasad vd. 2022).

Erkekleri etkileyen ve diinya genelinde erkeklerde artan 6liim oranlarina kayda
deger bir katki saglayan onemli malignitelerden biri prostat kanseridir. Bu hastaliktan
etkilenen bireyler, hastaligin baslangigta lokalize veya ilerlemis bir formunda
karsimiza cikabilmektedir (Sekhoacha vd. 2022). Lokalize prostat kanserindeki uzun
stireli sagkalim oranlar1 oldukga yiiksekken, metastatik prostat kanseri, uygulanan
yogun ¢ok yonlii tedavilere ragmen biiylik 6l¢iide tedaviye direngli kalmaya devam
etmektedir. Ileri hastaligin dliimciilliigii, genetik ve hiicre biyolojik diizeylerde asir1
timor heterojenligi ortaminda kalict yanitlar {retebilen terapotik rejimlerin

eksikliginden kaynaklanmaktadir (Wang vd. 2018).

Prostat kanseri teshisi; prostat biyopsisi ve analizi, dijital rektal muayene,
prostata 6zgii antijen (PSA) testi, manyetik rezonans goriintiilleme (MRI) veya saglik

taramasi ile belirlenmektedir (Sekhoacha vd. 2022).

5AR tip 2 enzimi, testosteronun dihidrotestosterona doniisiimiinii katalize eder
ve erkek lireme sistemi ve ikincil cinsiyet 6zelliklerinin gelisiminde kritik bir rol
oynar. S0z konusu enzim, 254 amino asitlik bir proteini kodlayan ve 5 ekzon ile 4
introndan olusan SRD5A2 geni araciligiyla kodlanmaktadir; bu gen, kromozom 2'nin
2p23 bolgesinde yer almaktadir( Batista ve Mendonca, 2022). Prostat bezinin

bliyimesi ve gelisimi, androjenik uyarmmin etkisi altindadir. Fakat, prostat



biiyiimesinden sorumlu birincil androjen testosteron degildir. Prostatin stromal ve
bazal hiicrelerinde, testosteron A4, 3 ketosteroid S5AR enzimi vasitasiyla
dihidrotestosterona (DHT) doniistiiriilmektedir. Dihidrotestosteron (DHT), esas olarak
prostatin gelisiminden ve iyi huylu prostat hiperplazisinin (BPH) patogenezinden
sorumluluk tagimaktadir. SAR inhibitorleri prostat boyutunu %20 ila %30 oraninda

azaltir (Steers, 2001).

Son yillarda kenevir, ¢ok yonlii bir bitki tiiri olarak, potansiyel tibbi
uygulamalari ve igerdigi biyoaktif bilesikler nedeniyle yogun bilimsel ilgi odagi haline
gelmistir. Kenevir bitkisinin en iyi bilinen ve tartisilan kisimlarindan biri, arastirma,
tibbi kullanim ve eglence amagli uyusturucu olarak siirekli kullanimin odak noktas1
haline gelen tetrahidrokannabinoldiir (THC) (La Hacienda, n.d.). KM-233, sentetik bir
A8-tetrahidrokannabinol analogu olan kannabinoiddir (Krishnamurthy vd.2003). Bu
bilesik, A9-tetrahidrokannabinol (THC)'ye kiyasla CB2 reseptorlerine karsi daha
yiiksek bir segicilik gostermektedir. KM-233, CB2 reseptorii icin dikkate deger bir
afinite artis1 (Ki=0.91 nM) sergilerken, CB1 reseptoriine karsi ise zayif bir baglanma
egilimi sergiler (Duntsch vd, 2006). In vivo caligmalarinda, KM-233 prostat
hiicrelerinin boyutlarint 6nemli OSl¢lide azalttigr bildirilmistir. Ayrica, KM-233
antineoplastik etkilerinin hiicre hatt1 ¢alismalarinda da sergilemistir (Carkaci-Salli vd.

2023).

Klinikte mevcut SAR nin gii¢lii inhibitorlerinden biri olan finasterid (MK-906)
siklikla kullanilmaktadir. Finasterid, testosteronun dihidrotestosterona periferik
doniisimiinii  bloke ederek PCa Onlenmesinde ve tedavisinde Onemli bir rol

oynayabilecegi belirtilmistir (Behranvand vd .2022).

Bu ¢aligmanin temel amaci, KM-233 bilesiginin SAR izoenzimi olan SRD5al {izerine
etkisinin belirlenerek, prostat kanseri hiicrelerinde potansiyel bir antikanser ajan olup
olmadigini arastirmaktir. Bu amag dogrultusunda, KM-233 ve pozitif kontrol olarak
Finasterid’in PC-3 hiicrelerine uygulamalar1 sonrast SRD5al protein diizeyi ELISA

yontemi ile ol¢lilmiistiir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, 2020'de yaklasik 10 milyon dliimle diinya capinda 6nde gelen liim
nedenlerinden biridir. 2020 verilerine gore her iki cinsiyette de en yaygin 5 kanser tiirii
sirastyla meme, akciger, kolon ve rektum, prostat, cilt (melanom dis1) ve mide
kanseridir (World Health Organization, n.d.). Erkeklerde en sik rastlanan kanser tipleri
akciger, prostat, kolorektal, mide ve karaciger kanserleri olarak siralanirken;
kadinlarda ise meme, kolorektal, akciger, serviks ve tiroid kanserleri en yaygin goriilen

tiirlerdir (American Cancer Society, n.d.).

Mevcut verilere gore, her dort kisiden birinde yasam boyu kanser gelisme riski
bulunmaktadir (Roy ve Saikia, 2016). Viicuttaki ¢esitli hiicre tiplerinin kontrolsiiz
cogalmasiyla ortaya ¢ikabilen kanser, Bu durum, kanserin davranigsal karakteristikleri
ve tedaviye yanitlar1 bakimindan belirgin farkliliklar gdsteren ylizlerce alt tipi
kapsayan bir hastalik olmasina yol agmaktadir. Kanser patolojisinde temel bir husus,
benign (iyi huylu) ve malign (kotli huylu) tiimorler arasindaki ayrimi yapmaktir. Bir
tiimdr, benign veya malign karakterde olabilen hiicrelerin anormal ve asir1 birikimi
olarak tanimlanir. Sik¢a goriilen bir cilt sigili 6rneginde oldugu gibi, iyi huylu bir
tiimor baslangigtaki yerinde kalir; ne ¢evre dokuyu istila eder ne de viicudun baska
bolgelerine yayilir. Ancak, malign bir tiimor hem yakinindaki saglikli dokuyu isgal
etme hem de kan veya lenf sistemleri araciligiyla viicuda (metastaz) yayilma
kapasitesine sahiptir. Yalnmizca kotli huylu tiimérler kanser olarak dogru sekilde
adlandirilir ve kanseri bu kadar tehlikeli yapan sey, istila etme ve metastaz yapma
yetenekleridir. Benign tlimorler ¢ogunlukla cerrahi yontemlerle ¢ikarilabilirken,
malign tiimorlerin viicudun uzak bolgelerine metastaz yapma egilimi, bu tiir timorleri
cogu zaman lokalize tedavi yaklasimlarina karst direngli kilmaktadir (Cooper, 2000).
Teshis konuldugu anda, hastalarin en az yarisinda klinik olarak saptanabilen metastatik

hastalik bulunmaktadir (Martin vd.2000-2013).



Normal . Hiperplazi . Displazi . Kanser

Sekil 2.1 Kanserin Gelisim Evreleri (NCI, 2021)

Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran 6zelliklere 'kanser ayirt edici
ozellikleri' denir (Hanahan ve Weinberg, 2011). 2000 yilinda Hanahan ve Weinberg,
kanser ayirt edici 6zelliklerini 6zetleyen ve tiimor gelisimini destekleyen bir dizi
mekanizmay1 iceren bir ¢alisma yayinladi (Fouad ve Aanei, 2017). Bu ozellikler

sunlardir;

1. Proliferatif sinyallemeyi siirdiirmek (Proliferatif sinyallerin siirekli
iletilmesi) Hiicre 6liimiine direnme.

2. Biiyiime baskilayicilardan ka¢inmak (Biiylime baskilayic1 mekanizmalara
diren¢ gostermek) Replikatif 6liimsiizliigii aktive etme.

3. Hiicre oliimiine diren¢ gostermek (Apoptosis'ten kaginmak) Proliferatif
sinyallemeyi siirdiirme.

4. Replikatif oliimsiizliigli etkinlestirmek (Sinirsiz boliinme potansiyeli
kazanmak) Anjiyogenezi indiikleme.

5. Anjiyogenezi indiikklemek (Yeni kan damarlari olusturarak timor
biiylimesini desteklemek).

6. Istilay1 aktive etmek ve metastaz yapmak (Cevre dokulara yayilmak ve
uzak bolgelerde koloniler olusturmak).

7. Hiicresel enerjiyi diizenlemek (Hiicresel metabolizmay1 yeniden
programlamak) (Enerji iretimini timor biiylimesine gore ayarlamak)

8. Genom kararsizlig1 ve mutasyon (Genetik materyalde artan anormallikler
biriktirmek).

9. Timor tesvik eden inflamasyon (Kronik inflamasyonu timor

mikrogevresini desteklemek i¢in kullanmak).



10. Bagisiklik yikimindan kaginmak (Bagisiklik sisteminin tiimor hiicrelerini
tanimasini ve yok etmesini engellemek).

11. Mutasyonel olmayan epigenetik yeniden programlama (Gen ifadesini
kalic1 olarak degistiren ancak DNA dizisini degistirmeyen mekanizmalar).

12. Fenotipik esnekligin kilidini agmak (Farkli hiicre tiplerine doniisebilme
yetenegi kazanmak).

13. Yaslanan hiicreler (Yash ve islevsiz hiicrelerin birikimi ve bunlarin tiimor
mikrogevresine etkisi).

14. Polimorfik mikrobiyomlar (Viicuttaki mikrobiyal topluluklarin tiimor

gelisimi lizerindeki karmasik etkileri).

Bunlar kanser hiicrelerinin ortak 6zellikleridir (Senga vd, 2024). Hanahan'in
2022'deki caligmasinda, kanser hiicreleri ayirt edici Ozelliklerine yeni ozellikler

eklenerek yeniden sematize edildi (Hanahan, 2022).
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Polimorfik mikrobiyomlar

Sekil 2.2 Kanser Hiicrelerinin Ayirt Edici Ozellikleri (Hanahan, 2022)

Onkojenik yollarin diizensizligi timor olusumunu baglatabilir ve kanser

ilerlemesine yol acabilir. Sinyal yollarindaki degisikliklerin onkogeneze nasil yol



acabilecegini anlamak, kanser patogenezi ve kanser teshisi ve tedavisi i¢in yeni

stratejiler hakkinda yeni bilgiler saglayabilir (Ryspayeva vd.2025).

2.2. Prostat Kanseri

2.2.1. Prostat Anatomisi

Erkek lireme sisteminde yardimci iireme organi olan prostat, mesanenin altinda
bulunan ve iiretray1 ¢evreleyen bir bezdir (InformedHealth.org, 2022). Prostat bezinin
temel islevi, semen i¢in gerekli salgilari tamamlamak ve spermi canli tutmaktir
(Sharma vd, 2017). Yetiskin insan prostati, merkezi bolge, gecis bdlgesi, periferik
bolge, fibromiiskiiler bolge ve periiiretral bolgeleri icerir (Sekil 2.3) (Henry vd. 2018).

Prostat Bolgeleri

a. Merkezi bolge
b. Fibromuskuler bélge
. Gegig bolgesi

d. Periferik bolge

Bogalma Kanah e. Periuretral bolge

Sekil 2.3 Prostatin Bolgesel Anatomisi (Reeves ve digerleri, 2016)

Periferik bolge, glandiiler prostatin cogunlugunu (%70) olusturur ve kanalin
tiretra distal kisminin arkasinda mezensime dogru lateral olarak gelismesiyle baglar.
Bu bolge, prostat karsinomunun en yaygin bolgesidir (McNeal, 1981). Merkezi bolge,
prostatin daha kiiclik bir boliimiinii olusturur (normal glandiiler prostatin %25').

Verumontanumun konveks kisminda (liretra duvarindaki yiikselme) kiigiik bir alanda



kiimelenmis kanallardan kaynaklanir ve ejakiilator kanal agikliklarini cevreler.

Merkezi bolge kanserleri, prostat kanserlerinin %10"unu olusturur (McNeal, 1981).

2.2.2. Prostat Kanseri Epidemiyolojisi

Prostat bezinde gelisen kanserler genellikle prostat epitel hiicrelerinden koken
alan adenokarsinomlardir (Bethel vd, 2010). Prostat kanserinin gelisimi, hastanin
yasami boyunca somatik mutasyonlarin birikmesiyle olusan ¢ok adimli bir siireg
olarak kabul edilir (Abeshouse vd, 2015). Bu, ABD'de 30 ila 40 yas arasindaki
erkeklerin %30'unda prostatta mikroskobik adenokarsinomlarin varligini gosteren ¢ok
sayida otopsi ¢alismasiyla dogrulanmistir, cogu erkege 60 yasindan sonra klinik kanser
teshisi konmaktadir (Jahn vd, 2015). Dahasi, prostat kanserinin ¢ok adimli gelisim
ozelligi nedeniyle, riski yasla birlikte 6nemli Olgiide artar ve yeni teshis konulan
bireylerin >%385'1 60 yasin tizerindedir (Sung vd,2021). Bu epidemiyolojik kayztlar,
cografi farkliliklar1 6lgmek, yiiksek riskli popiilasyonlar1 belirlemek ve daha da
Onemlisi, prognozu ve genel sagkalimi iyilestirmek i¢in tarama araglarinin kullanim

kapsamini ana hatlartyla belirtmek i¢in daha fazla kullanilabilir.

2.2.3. Prostat Kanseri Tan1 ve Tedavi Yontemleri

Prostat kanserinin ileri evrelerde tanis1 ve tedavinin basarisiz olmasi mortalite
oranini artiran baslica faktorlerdir (Litwin ve Tan, 2017). Prostat kanseri tanisi igin
mevcut klinik tan1 yontemleri arasinda Sekil 2.4'te gosterildigi gibi biyokimyasal
analiz, biyopsi, dijital rektal muayene (DRE) ve transrektal ultrasonografi (TRUS) yer
alir. Bu yontemler arasinda, ilk tarama i¢in biyokimyasal test olarak prostat spesifik
antijen (PSA) testi kullanilir. PSA, prostat bezinin epitel hiicrelerinden salgilanan bir
glikoprotein olarak tanimlanir (Balk vd,2003). Serumu sivilagtirmaktan, sperm
hareketliligini  artirmaktan ve servikal mukusu eritmekten sorumludur
(Anamthathmakula ve Winuthayanon, 2020). PSA diizeyini bir biyobelirte¢ olarak
saptamak amaciyla, PSA testi kapsaminda hastalardan kan ornekleri toplanir. PSA
diizeyi 4 ng/mL ile 10 ng/mL arasinda olan hastalarda prostat kanseri gelistirme riski
yaklasik dortte bir iken, 10 ng/mL'nin {izerindeki bir PSA diizeyi prostat kanseri
gelistirme olasiliginin %50'nin {izerinde oldugunu gosterir. PSA prostat bezine

0zgldiir, bu nedenle PSA testi 1y1 huylu prostat hiperplazisi (BPH) ve prostatit gibi iyi



huylu patolojileri gosterebilir, ancak prostat kanserini gosteremez. PSA tarama
sonucuyla, daha ileri inceleme i¢in biyopsi yapilip yapilmayacagina karar verilir (Ilic
vd. 2018). PSA testi tek basina prostat kanserini teshis etmek i¢in yeterli degildir;
genellikle kanser varligini dogrulamak igin prostat dokusu biyopsisi yapilir
(Anamthathmakula ve Winuthayanon, 2020). Prostat kanseri olan hastalar i¢in mevcut
geleneksel tan1 yontemlerinin birka¢ dezavantaji vardir. PSA 6nemli sayida yanlis
pozitif sonug iiretebilir, bu da testin giivenilirligi hakkinda sorular ortaya ¢ikarir. PSA
ile ayn1 anda yapilan DRE taramasi, prostat bezinin durumunu, dokusunu ve boyutunu
belirlemek icin kullanilir, ancak muayeneye Oznellik katabilir. DRE, prostat
timorlerinin erken tespiti icin yeterli degildir, ¢linkii dokunulamayan bdlgelerde
bulunabilirler. Bezdeki tiimor dokusunun gorsel goriintiisiinii alan baska bir yontem
olan TRUS'un dezavantaji, ¢ogu durumda biyopsilerin rektumdan yapilmasi ve

potansiyel enfeksiyon riski tagimasidir (Gravestock vd. 2022).

DRE TRUS

and biopsy

Biochemical assay
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Sekil 2.4 Prostat Kanseri Tanmisina Giincel Geleneksel Yaklagim (Kang ve
digerleri, 2015)

2.2.4. Prostat Kanserinin Belirtiler

Prostat  kanseri, erken evrelerde genellikle belirgin semptomlar
gostermeyebilir. Hastalik ilerledikce, tiimoriin blyiikligli ve c¢evre dokulara
yayilimina bagh olarak ¢esitli lirolojik ve sistemik belirtiler ortaya cikabilir. En sik
rastlanan lokal semptomlar arasinda idrar akisinda zorluk, zayif veya kesintili idrar
akisi, sik idrara ¢ikma (6zellikle geceleri), mesanenin tam bosalmamasi hissi ve idrar
yaparken agri1 veya yanma sayilabilir. Ilerleyen evrelerde ise idrarda veya menide kan,
erektil disfonksiyon, pelvik bolgede rahatsizlik veya agr, sirt, kalca veya uyluklarda

aciklanamayan kemik agrilar1 gibi sistemik belirtiler goriilebilir. Bu semptomlar



spesifik olmayip, benign prostat hiperplazisi (BPH) gibi diger prostat hastaliklariyla

da ortiisebileceginden, kesin tan1 i¢in detayli tibbi degerlendirme gereklidir.

2.2.5. Prostat Kanseri Risk Faktorleri

Prostat kanserinin goriilme siklig1 ve ilerlemesi artan yas, irk/etnik koken, aile
geemisi, diyet, yasam tarzi ve davranig faktorleri dahil olmak iizere gesitli risk
faktorleriyle baglantilidir (Rawla, 2019) (Sekil 2.5). Prostat kanserine yakalanma riski,
yas ile yakindan baglantilidir. Prostat kanseri 40 yasin altindaki erkeklerde nadir
goriiliir, ancak 55 yasindan sonra artar (Vickers vd, 2013). Prostat kanseri riski
calismalarinda, prostat kanseri aile Oykiisii bir risk faktoriidiir. Prostat kanseri aile
Oykiisii bulunmayan erkeklerle kiyaslandiginda, bu hastaligin teshis edildigi bir babasi
veya erkek kardesi olan bireylerin tan1 alma riski daha fazladir (Barber vd, 2018). Bu
veriler, prostat kanseri ilerlemesinin aileler i¢inde paylasilan genetik veya cevresel
faktorlerden kaynaklandigini gostermektedir (Giri ve Beebe-Dimmer, 2016). Prostat
kanseri aile 0ykiisii bulunmayan erkeklere kiyasla, birinci derece akrabalarinda (baba
veya erkek kardes) bu hastaligin teshis edildigi bireylerde prostat kanseri gelistirme
riski artmaktadir. Titlin kullaniminin, prostat kanserine bagli oliim riskini ve
hastaligin ilerlemis evreye gecis riskini artirmada etkili oldugu bilinmektedir. Hig
sigara igmemis bireylerle sigara igen bireyler karsilastirildiginda, sigara igenlerde

prostat kanserinden 6liim riski %60 daha yiiksektir (Watters vd, 2009).

HORMONLAR
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Sekil 2.5 Prostat Kanseri Risk Faktorleri (WHO,2019)



2.2.6. Prostat Kanserinin Evreleri

Prostat kanseri teshis edildikten sonra, hastaligin yayilip yayilmadigint ve
yayillma derecesini belirleme siireci evreleme olarak adlandirilirProstat kanserinin
evrelendirilmesi, hastaligin siddetini ve uygulanacak tedavi yontemini belirlemede
onemli bir rol oynamaktadir. Prostat kanseri i¢in en sik tercih edilen evreleme sistemi,
en son 2018 yilinda giincellenen AJCC (Amerikan Ortak Kanser Komitesi) sistemidir
(American Cancer Society) (Sekil 2.6).

Prostat kanserinin evrelendirilmesinde TNM sistemi bes ana bilgiye dayanir:
T kategorisi: Tiimdriin birincil (ana) bliytikligi ve yayilima,
N kategorisi: Kanserin ¢evredeki lenf diiglimlerine ulasmis olup olmadig,

M kategorisi: Hastaligin viicudun uzak noktalarina yayilim gdosterip

gostermedigi (metastaz durumu),
Teshis anindaki PSA degeri,

Hastaligin agresiflik derecesi ve yayilma potansiyelinin belirlenmesi (Gleason
skoru araciligiyla tespit edilir). Gleason skoru, prostat biyopsisi bulgularina dayali

olarak saptanir (Turkish Medical Oncology Association).
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T - PRIMER TUMOR (Dijital Rektal Muayeneye [DRE] Dayah Evre )

X - Binncil timér degerlendirilemez.

T0- Primer tiitmér kamti vok.

T1- Klinik olarak gériinmez titmér; elle hissedilmez veya goriintitleme ile gériinmez.
# Tla: Parca alinan dokunun %:5'1ine esit veya daha azninda titmér tesadiifi histolojik bulgu.
* T1b: Tiunér, par¢a alinan dokunun %5 inden fazlasinda rastlantisal bir histolojik bulgudur
* Tlc: Yitksek PSA sevives: nedemuyle 1gne bivopsisi ile tammlanan tiimérler.

T2- Prostat icinde siurls titmér,
e T2a: Timor, tek bir prostat lobunun vansum veya daha azm kaplar,
s T2b: Timor bir lobun yansindan fazlasym kaplar, ancak her iki lobu da kaplamaz.
s T2c: Tumor prostatin her ki lobunu da kaplar.

T3- Timédr prostat kapsili boyunca uvzanr,
» T3a: Ekstrakapsiler gemigleme (tek tarafli veya iki taraflr).
s T3b: Tumor seminal vezikillen invaze edivor.

T4 Timdr sabit veya seminal vezikiiller disindaki komsu yapilan invaze etnustir; dis sfinkter,
rektum, levator kaslan ve/'veya pelvik duvar

N BOLGESEL LENF NODLARI

NX Bolgesel lenf dugimleri degerlendirilemez.

N0 Baolgesel lenf nodu metastazi vok.

N1 Bbolgesel lenf nodlaninda metastazlar var,

M UZAK METASTAZ

MX Uzak metastaz degerlendilemez.

M0 Uzak metastaz vok.

M1 Uzak metastaz var,
» Mla: Bélgesel olmayan lenf nodlanina metastaz.
* Mlb: Kenuklere metastaz,
s Milc: Kemiklere metastaz olsun veya olmasin bagka bélgelerde metastaz var.

Not: TNM (, Tomdr Node/ Metastaz

Sekil 2.6 TNM Swniflandirmast (Amerikan Kanser Dernegi, 2021)

Prostat kanseri evre I'den evre IV'e dogru ilerledikce, kanser hiicreleri prostatin

icinden, prostatin dis tabakasina yakin dokuya ve daha sonra lenf diiglimlerine veya

viicudun diger bolgelerine yayilir (PDQ Yetiskin Tedavi Editor Kurulu, 2015).

Evrel: Kanser, prostat beziyle smirli olup, glandin yalnizca belirli bir

boliimiine yayilmistir. Gleason skoru ve PSA degerleri oldukca diistiktiir.

Evre2: Hastalik, Evre 1'den daha ileri bir seviyededir, fakat hala prostat bezi

icinde kalmistir.
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Evre3: Kanser, prostati ¢evreleyen doku kapsiiliine ulagsmistir. Bu yayilim,

ayrica sperm tlireten bezlerin hemen bitisigindeki seminal vezikiilleri de kapsayabilir.

Evre4: Kanser, lenf diiglimlerine ve/veya diger organlara ya da prostat

disindaki seminal vezikiil gibi yapilara yayilim gostermistir (Bakar, 2019).

} — Ureter
4

( e ~—t—Lenf nodu

- Vas deferens —§
Mesane |

. Seminal vezikul
~—t———1—Prostat bezi

Rektum

+— Uretra —

Sekil 2.7 Erkek Ureme ve Uriner Sisteminin Anatomisi; Prostat, Testisler,
Mesane ve Diger Organlar (Board, 2023)

2.2.7. Prostat Kanserinde Sa-rediiktaz Metabolizmasi

Androjenler prostatin gelisimi ve farklilagmig fonksiyonu, ayrica prostat
hiicrelerinin ¢ogalmasi ve hayatta kalmasi i¢in gereklidir (Banerjee vd.2018). Prostatin
stromal ve bazal hiicrelerinde, testosteron, A4, 3 ketosteroid SAR enzimi araciligryla
dihidrotestosterona (DHT) doniistiiriiliir. Bu DHT, esasen prostat gelisiminden ve iyi
huylu prostat hiperplazisinin (BPH) patogenezinden sorumludur. SAR enziminin iki
ana izoformu (tip 1 ve tip 2) bulunmaktadir; prostat dokusunda baskin olarak tip-2
izoformu eksprese edilirken, karaciger ve ciltte daha c¢ok tip-1 izoformu goriiliir

(Steers, 2001) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. 5-alfa Rediiktaz Tarafindan Katalize Edilen Testosteronun
Dihidrotestosterona Dontistimii (Lawrentschuk ve ark. 2021)

Androjen yoksunlugu tedavisi, lokal olarak niikseden veya ilerlemis PCa i¢in
birincil tedavi yaklasimi olmay1 siirdiirmektedir. Ancak, hastalar zamanla kastrasyona
direngli prostat kanseri (CRPC) olarak bilinen, 6liimciil bir hastalik formuyla niiks
etme egilimindedir. Onemlisi, kastrasyon androjenleri prostat timorii
mikrocevresinden ortadan kaldirmaz; bu mikrogevre, androjen reseptoriinii (AR)
aktive etme kapasitesi araliginda olan yliksek doku androjenleri ile karakterizedir

(Zhang vd, 2016).

5AR enzimleri, kemopreventif ajanlar olarak potansiyelleri nedeniyle PCa
yonetiminde Onemli klinik O6neme sahiptir. Caligmalar, 5AR inhibitorlerinin
kullanimiyla cesitli itk gruplari, yas gruplart (65 yas ve lzeri olanlar ile geng yas
gruplari) ve ailesinde prostat kanseri 6ykiisii olan veya olmayan kisilerde PCa riskinde

benzer bir azalma oldugunu gostermistir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9 54R inhibitorii olan finasteridin yapisi ve etki mekanizmast (Oh, vd,
2019)

Kenevir (Cannabis sativa L.), biinyesinde aktif bilesenler olan kannabinoidleri
(6rnegin THC ve CBD) barindiran, genis bir terap6tik potansiyele sahip bir bitkidir.
Cannabis sativa, 2n = 20 kromozom sayisina sahip olup, esas olarak iki evcikli bir
bitkidir (erkek ve disi ¢igekler ayr1 bitkilerde bulunur). Bununla birlikte, genetik
varyasyonlara veya 1slah ¢alismalarina bagli olarak tek evcikli varyeteleri de (erkek ve
disi ciceklerin ayn1 bitkide bulunmasi) gézlemlenebilmektedir (Baek & Vergara, in
press). Kenevir bitkisinin tiir sayisiyla ilgili olarak taksonomistler tarafindan bir¢cok
farkli goriis dile getirilmistir. Baz1 taksonomistler kenevir bitkisini tek bir tiir ve
Cannabis sativa subsp (McPartland, 2018) olarak siniflandirir. Bazi taksonomistler
keneviri iki tiir olarak belirlemisken, Cannabis sativa L. ve Cannabis indica Lam., bazi
botanikg¢iler ise keneviri ii¢ ayri tiir olarak belirlemistir, Cannabis sativa L., Cannabis

indica Lam. ve Cannabis ruderalis J (Sekil 2.10) (Richter vd., 2021).
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Sekil 2.10 Farkli Morfolojik Ozelliklere Sahip Olan Ug¢ Kenevir Tiiriiniin
(Cannabis Indica, Cannabis Sativa ve Cannabis ruderalis) Yaprak
Goriiniimleri (Adhikary vd,2021)

Kenevir bitkisinde 560'tan fazla kimyasal tanimlanmistir; bu bilesiklerin
yaklagik 120'si terpenofenolik kannabinoidler veya fitokannabinoidler olarak
tanimlanmistir  (Schurman vd, 2020). Kannabinoidler 3 kategoriye ayrilir:
fitokannabinoidler (bitki bazli), sentetik kannabinoidler ve endokannabinoidler (viicut
tarafindan {retilen kannabinoidler). Fitokannabinoidler, farkli yapilara ve
farmakolojik etkilere sahip biiyiikk bir kimyasal grubudur. A9-tetrahidrokannabinol
(THC) ve kannabidiol (CBD), en yaygmn olarak taninan fitokannabinoidlerdir
(Duczmal vd. 2024). Kannabigerol (CBG), kannabikromen (CBC) ve
tetrahidrokannabivarin (THCV) de diger fitokannabinoidler arasinda yer almaktadir
(Blebea vd. 2024). Sentetik kannabinoidler (SC), endojen kannabinoid sistemini
arastirmak veya potansiyel terapotikleri ortaya ¢ikarmak icin gelistirilen heterojen bir
bilesik grubudur. SC, kannabinoid reseptorii 1 (CB1) ve kannabinoid reseptorii 2
(CB2) ile etkilesime girerek, kannabisteki birincil biyoaktif bilesen olan THC'ye
benzer kannabimimetik etkiler uygular (Castaneto vd. 2014). Endokannabinoidler,
CBI1 ve CB2 reseptorleri araciligiyla fizyolojik ve patolojik kosullarda etki eden ¢esitli
organ sistemleri tarafindan iretilen endojen kannabinoid ligandlaridir. Temel

endokannabinoidler arasinda anandamid (AEA) ve 2-Arasidonoilgliserol (2-AG) yer
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almaktadir (Lu & Mackie, 2021). Kannabinoid reseptorlerinin (CB1 ve CB2) viicuttaki
genis dagilimi, ¢esitli kannabinoidlerin ¢esitli farmakolojik etkileriyle birlestiginde,
cok sayida fizyolojik ve patolojik kosulda terapotik uygulamalarina yonelik 6nemli
bilimsel ilgiye yol agmistir. Ozellikle, giderek artan bir arastirma grubu, anti-
proliferatif ve pro-apoptotik etkilerden anti-metastatik 6zelliklere kadar uzanan kanser
tedavisinde kannabinoidlerin potansiyelini vurgulamaktadir. Bu genis potansiyel,
hedefli terapotik stratejiler icin KM-233 gibi yeni kannabinoid analoglarinin

arastirilmasinin 6nemini vurgulamaktadir (Ferro vd. 2023).

2.2.8. Kannabinoidler ve Kanser

Kannabinoidler, kanser hastalarinda kronik agri, mide bulantisi, kusma ve
istahsizlik gibi hastalik ve tedavileriyle siklikla iligkilendirilen semptomlari
yonetmeye yardimei olan palyatif etkileriyle uzun zamandir bilinmektedir (Hatfield
vd.2024). Semptom yoOnetiminin Otesinde, bu bilesiklerin dogrudan tiimor karsiti

yeteneklerine yonelik 6nemli bilimsel ilgi ortaya ¢ikmistir (Anand vd. 2022).

Arastirmalar, kannabinoidlerin ¢esitli 6nemli hiicresel ve molekiiler yollari
diizenleyerek cesitli kanser karsiti etkiler gosterebilecegini gdstermektedir.
Caligsmalar, kanser hiicresi ¢cogalmasini engelleme, ¢esitli kanser tiirlerinde apoptozu
(programlanmuis hiicre 6liimii) baglatma ve anjiyogenezi (timor biiyiimesi i¢in gerekli
olan yeni kan damarlarinin olusumu) baskilama yeteneklerini gostermistir (Velasco
vd. 2016). Dahasi, bu bilesikler kanser hiicresi gd¢iinii ve istilasin1 engellemede umut

verici sonuclar gostererek metastatik potansiyeli azaltmistir (Gandalovicova vd. 2017).

Bu kanser karsit1 etkiler biiyiik Ol¢lide endokannabinoid sisteminin
modiilasyonu yoluyla, esas olarak c¢esitli kanser hiicrelerinde ve timor
mikrocevresinde ifade edilen kannabinoid reseptorleri 1 (CB1) ve 2 (CB2) ile
etkilesim yoluyla aracilik edilir (Salum vd. 2025). Endokannabinoid sisteminin ve
kannabinoid sinyallemesinin hiicre biiyiimesi, farklilagsma, metabolizma ve sagkalim
gibi temel hiicresel siireclere katilimi, kanser patofizyolojisindeki genis alakalarini
daha da vurgular (Skaper ve Di Marzo, 2012). Cesitli ¢calismalarda gdzlemlenen ¢ok
yonlii kanser karsit1 Ozellikler, hem dogal olarak olusan hem de sentetik
kannabinoidlerin tiimdr biiylimesini ve ilerlemesini modiile etmedeki 6nemli terapdtik

potansiyelinin altini ¢izer (Faiz vd. 2024).
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2.2.9. KM-233: Antikanser Etkileri ve Prostat Kanseri Tedavisindeki

Potansiyeli

Kimyasal olarak 6,6,9-trimetil-3-(2-fenilpropan-2-il)-6a,7,10,10a-
tetrahidrobenzo[c]kromen-1-ol olarak bilinen KM-233, AS8-tetrahidrokannabinoliin
(A8-THC) yeni bir sentetik analogunu temsil eder (Krishnamurthy vd, 2003) (Sekil
2.12) Bu bilesik, 6zellikle kanser tedavisi baglaminda belirgin farmakolojik profili ve
umut vadeden terapotik potansiyeli nedeniyle 6nemli bir arastirma ilgisi kazanmigtir

(Ladin vd. 2016).

KM-233'"lin temel bir 6zelligi, kannabinoid reseptorii tip 2 (CB2) i¢in segici
baglanma afinitesidir. Ozellikle, KM-233, CB1 reseptorii icin énemli dl¢iide daha
diistik bir afinite sergilerken, 0,91 nM'lik bir Ki degeriyle CB2 reseptortii i¢in giiclii bir
afinite gosterir. Bu CB2 seciciligi ¢ok Onemlidir, ¢iinkii CB2 reseptorlerinin
aktivasyonu genellikle terapdtik etkilerle, 6zellikle anti-inflamatuar ve anti-kanser
etkileriyle iliskilendirilir ve CB1 reseptor aktivasyonuyla yaygin olarak iliskilendirilen

psikotropik yan etkilere neden olmaz (Krishnamurthy vd. 2003).

KM-233"'iin kanser karsit1 etkinligi, bu calismanin konusu olan prostat
kanserine yonelik onemli bir odaklanma da dahil olmak iizere cesitli kanser
modellerinde arastirilmistir. KM-233 prostat kanseriyle ilgili in vitro c¢alismalarda
umut verici anti-neoplastik etkiler ve daha da 6nemlisi in vivo modellerde prostat
hiicre boyutunu 6nemli 6l¢iide azaltmistir (Singh vd. 2020). Prostat biyolojisiyle bu

dogrudan iliski, bu malignitede hedefli bir terapotik ajan olarak potansiyelini vurgular.

[lk ayrintili mekanistik calismalar yiiksek dereceli glioma (GBM) modellerinde
kapsamli bir sekilde gerceklestirilirken, genis anti-kanser potansiyelini sergilerken, bu
bulgular prostat kanserindeki etkisini anlamak i¢in bir temel saglar. GBM hiicrelerinde
KM-233 tedavisi, MEK, ERK1/2, Akt, BAD, STAT3 ve p70S6K (Pu vd, 2025) gibi
anahtar sinyal molekiillerinin fosforilasyon profillerinde zamana bagli degisikliklere
yol ac¢ti. Ayrica 6nemli mitokondriyal depolarizasyon, pargalanmis kaspaz-3'te hizli
bir artig (apoptozu gosterir) ve sitoskeletal kasilmalar (Pu vd, 2025) indiikledi. Dahasi,
GBM modellerinde KM-233 tedavisi Golgi-endoplazmik retikulum yapilarinin
yeniden dagilmasina ve ortotopik modellerde tiimor boyutunda %80'lik bir azalmaya

yol agt1 (Gurley vd,2012). GBM arastirmalarindan elde edilen bu goézlemler, KM-
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233'iin temel hiicresel siiregleri etkileyerek prostat kanserinde kanser karsit etkilerini

nasil uygulayabilecegine dair daha genis bir anlayisa katkida bulunmaktadir.

KM-233"%in farkli malignitelerdeki gozlemlenen kanser karsiti aktivitesi,
ozellikle prostat modelleri tizerindeki etkileri, 6zellikle prostat kanserinde ilgili yollar1
hedefleyerek tiimdr biiylimesini ve ilerlemesini diizenlemede potansiyel bir ajan olarak

terapotik ilgisini vurgulamaktadir (Chairez-Ramirez vd, 2021).

CHs

Sekil 2.11 KM-233  bilesiginin  kimyasal yapisi (U.S. Environmental
Protection Agency (EPA) CompTox Chemicals Dashboard)
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Caliymada kullamilan kimyasallar

Bu arasgtirmada kullanilan PC-3 insan prostat kanseri hiicre hatti, Ankara

Universitesi T1bbi biyoloji Anabilim Dali’ndan saglanmistir.

PC-3 hiicreleri i¢in besin ortami, %10 (v/v) 1s1yla inaktive edilmis Fetal Sigir
Serumu (FBS) (Gibco), 100 iinite/mL penisilin (Gibco), 100 pg/mL streptomisin
(Gibco) ve esansiyel olmayan amino asitler (L-glutamin) (Sigma-Aldrich) ile

desteklenmis DMEM ortami (Sigma-Aldrich) kullanilarak hazirlandi.

Hiicrelerin pasajlanmasi ve kriyoprezervasyonu i¢in Fosfat Tamponlu Tuzlu

Su (PBS) (Sigma-Aldrich) ve Tripsin-EDTA (Gibco) kullanildi.

Bu c¢alismada, KM-233 (6,6,9-trimetil-3-(2-fenilpropan-2-il)-6a,7,10,10a-
tetrahidrobenzo[c]kromon-1-ol) bilesigi kullanildi ve dimetil siilfoksit (DMSO)
(Sigma-Aldrich) icinde ¢6ziildii. Taninmis bir SAR inhibit6rii olan Finasterid (Sigma-
Aldrich), bu ¢alismada pozitif kontrol maddesi olarak kullanilmistir.

Deneysel analizler i¢in, hiicre canliligim1 belirlemek amaciyla Hiicre
Proliferasyon Reaktifi (Roche Diagnostics) kullanildi. SAR tip 1'in (SRD5A1) protein
ekspresyon seviyelerini incelemek icin bir Insan 5AR (SRD5A1) ELISA kiti
(ReedBiotech) kullanildi.

Calismada hiicre kiiltiiriinde kullanilan kimyasal maddeler, firma adi ve {iriin

kodu belirtilerek Tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Kimyasallar

KIMYASAL MADDE FIRMA/URUN KODU
High Glucose Dulbecco’s Modification of Eagles’s

Medium (DMEM) Serox/SLD-524-500
Fetal Bovin Serum (FBS) Gibco
Penisilin-Streptomisin Gibco

Tripsin-EDTA Sartorius

3.1.2. Arastirmada Kullanilan Hiicre Hatlar

Insan prostat adenokarsinomu epitel hiicre hatt1 olan PC-3 hiicre hatt1, prostat
adenokarsinomu olan 62 yasinda bir erkek hastanin kemik metastazindan tiiretilmistir
(ATCC Hiicre Hatlari, P3). Bu hiicre hatti, epitel morfolojisi ve normal prostat epitel
hiicrelerine, glukokortikoidlere ve epidermal veya fibroblast biiytime faktorlerine yanit
verememesi ile karakterizedir. PC-3 hiicrelerinin islevsel ve morfolojik o6zellikleri,
zayif sekilde farklilasmis adenokarsinom &zellikleriyle tutarlidir. Ozellikle, PC-3
hiicre hatt1 yiiksek bir metastatik potansiyel sergiler (CLS Hiicre Hatlar1, PC33).

ATCC Number: CRL-1435
Designation: PC-3

< s 3

- —
Scale Bar = 100pm

Low Density Scale Bar = 100pm High Densiiy

Sekil 3.1 Kiiltiirde Yetisen PC-3 Insan Prostat Kanseri Hiicrelerinin Temsili
Mikroskobik Gériiniimii
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3.1.3. Calismada Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Calismada kullanilan arag¢ ve gereglerin markalar1 Tablo 3.2'de gosterilmistir.

Tablo 3.2 Calismada Kullanilan Arag¢ ve Geregler

CIHAZ ADI MARKA
Buz Dolabi (+4) Klimasan
Derin Dondurucu (-20) Ugur
Derin Dondurucu (-80) Haier
Distile Su Cihaz1 Elga
Inverted Mikroskop Euromex
Santrifiij Hettich

Su Banyosu Memmert
Azot Tank1 Thermo
Otomatik Pipetler Eppendorf
Laminar Flow Kabin TelStar
Inkiibator Panasonic
Spektrofotometre BioTek/Epoch
Otomatik Pipet Tabancasi Eppendorf

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii ve Bakimi

Hiicre kiiltiirii ¢alismasindan 6nce ve sonra, hiicre kiiltiirii odas1 ve laminer akis

kabini UV 15181 ile sterilize edilerek ve %70 etanol ile temizlenmistir. Hiicre kiiltiirti

stirasinda inkiibasyon, %5 CO; iceren 37°C'lik bir inkiibatorde gerceklestirilmistir.

Hiicre Ortami Hazirlanmasi

Insan prostat kanseri PC-3 hiicreleri, %10 (v/v) Fetal Sigir Serumu (FBS)

(Gibco), %1 Penisilin-Streptomisin (Gibco) ve %1 esansiyel olmayan amino asitler
(L-Glutamin) (Sigma-Aldrich) ile desteklenmis yiiksek glukozlu DMEM ortami
(Sigma-Aldrich) kullanilarak 37°C'de %5 CO; ile kiiltlirlenmistir.
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Hiicrelerin Coziindiriilmesi ve Kiiltiire Alinmasi

PC-3 hiicre kriyotiipleri sivi nitrojen tankindan alinarak ve 37°C'lik bir su
banyosunda 2 dakika siireyle bekletilerek ¢oziindiiriilmiistiir. Coziilen hiicreler 50
mL'lik bir Falcon tlipiine aktarilip ve 7 mL yiiksek glukozZlu DMEM eklenmistir.
Ardindan, hiicreler 7 dakika siireyle 200 x g kuvvetinde santrifiij islemine tabi
tutulmustur. Siipernatant uzaklastirilarak ve hiicre peletinin lizerine taze besiyeri ilave
edilmistir. Hiicreler 25 cm?'lik (T25) flaska ekilerek ve konfuliiens olana kadar %5
COz ile 37°C'de inkiibe edilmistir.

Besiyeri degisimi

%10 FBS, %]1 Penisilin-Streptomisin ve %1 esansiyel olmayan amino asit (L-
Glutamin) ilavesiyle zenginlestirilmis yiiksek glukozlu DMEM ile taze besiyeri
hazirlanmistir. Hiicre canliligin1 korumak igin ortam iki giinde bir degistirilmistir.

Hiicreler %80-90 birlesmeye ulastiginda pasajlama yapilmaistir.

Hiicre pasaji

Hiicreler inkiibasyon siireleri boyunca canlilik, ¢cogalma ve hiicre yogunlugu
acisindan ters mikroskop altinda degerlendirilmistir. Hiicreler %80-90 birlesmeye
ulastiginda pasajlama gercgeklestirilmistir. Pasajlama ilk adiminda eski ortam T25 flask
den tamamen ¢ikarilarak ve hiicreler istenmeyen atiklar1 gidermek icin 4 mL PBS
(Sigma-Aldrich) ile yikanmistir. Yikama isleminin ardindan PBS uzaklastirilarak
hiicrelerin flask tabanindan kaldirilmasi i¢in 2 mL Trypsin-EDTA ¢d6zeltisi (Gibco)
ilave edilmistir. Ardindan, hiicreler 37°C'de 5 dakika siireyle inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyondan sonra hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadig: ters
mikroskop altinda kontrol edilerek hiicrelerin flask dibinden ayrildigi dogrulandiktan
sonra, tripsinin etkisini nétralize etmek icin flask icerisine 4 mL taze yiiksek glukozlu
DMEM ortami eklenmistir. Hiicreler 15 mL'lik steril bir falcon tiipline transfer
edilmistir; ardindan 7 dakika boyunca 2000 rpm'de santrifiij edilerek supernatant
uzaklastirilmistir. Hiicre peletine taze ortam eklenip ve hiicreler homojenlesene kadar
pipetaj yapilmistir. Daha sonra hiicreler yogunluklarina goére yeni flasklara
aktarilmistir. (Her flaskdaki son hacim taze ortamla 8-10 mL'ye ayarlandi.) Ardindan,
transfer edilen hiicreler 37°C sicaklikta ve %5 CO: iceren ortamda inkiibasyona

birakilmistir.
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Hiicre Dondurma

Hiicreler her aktarmadan sonra dondurularak ve stoklanmistir. Dondurma
isleminde Oncelikle flaskd igerisindeki besiyeri uzaklastirilarak ve hiicreler PBS ile
yikanmistir. Ardindan, hiicreleri flask ylizeyinden ayirmak amaciyla 2 mL Tripsin-
EDTA ilave edilmistir. Hiicreler 37°C ve %5 COz igeren inkiibatorde 3 dakika siireyle
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra, hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip
ayrilmadigi ters mikroskop altinda kontrol edildi. Tripsini nétralize etmek igin her
flaska 4 mL uygun ortam eklenerek ve pipetleme yapilmistir. Homojenize hiicreler
bir Falcon tiipiine toplanmistir ve 200 x g'de 7 dakika santrifiij edilerek ve siipernatant
atilmistir. Hiicre peleti daha sonra kiiltiir ortami1, %20 FBS ve %10 DMSO igeren 500
pL dondurma soliisyonu eklenerek ve kriyotiiplere aktarilmistir. Bu islem sirasinda
hiicrelerin hasar gérmesini 6nlemek i¢in, bir saat boyunca -20°C'de, ardindan bir gece

boyunca -80°C'de tutulup ertesi giin siv1 nitrojen tankina aktarilmislardir.

Hiicre Sayimi

Hiicre sayimi i¢in, dnce besiyeri uzaklastirilarak hiicreler PBS ile yikanmistir.
Ardindan tripsin eklenerek hiicrelerin flask yilizeyinden kaldirilmasi saglanmistir. Ters
mikroskop altinda kontrol edilen hiicreler kiiltiir ortamiyla nétralize edilip ve 15 mL'lik
bir santrifiij tliptine aktarilmistir. Hiicreler 200 x g hizda 10 dakika siireyle santrifiij
edilip ve silipernatant uzaklastirilmigtir. Hiicrelerin homojenize edilmesi amaciyla
pelete 10 mL besiyeri ilave edilmistir. Hiicre saymmi i¢in 10 pL hiicre soliisyonu
alimmustir ve 1:1 Trypan Blue soliisyonuyla homojenlestirilmistir. Boyali numunenin
10 pL'si bir Thoma hemositometresi ve lamel arasina yerlestirildi ve hiicreler

mikroskop altinda sayilmstir.

Trypan Blue, canli ve 6lii hiicreleri ayirt etmek igin kullanilan bir boyadir. Olii
hiicreler mavi boyanmaktadir. Canli hiicreler 16 kareden olusan 4 farkli sette
sayilmistir. Asagidaki formiil, hiicre siispansiyonunun mL'si basina canli hiicre

sayisini hesaplamak i¢in kullanilmistir:

Canli hiicreler / mL = Ortalama hiicre sayist x Seyreltme faktorii x 1074
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3.2.2. MTT Testi (Hiicre Canlihig1 ve Proliferasyon Tayini)

Hiicre canlilifi ve proliferasyonunun degerlendirilmesi amaciyla 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir (MTT) kolorimetrik  testi
kullanilmistir. Bu test, metabolik olarak aktif hiicrelerdeki mitokondriyal siiksinat
dehidrojenaz enziminin, sar1 renkli MTT tetrazolyum tuzunu mor renkli, suda
¢oziinmeyen formazan kristallerine doniistiirmesi prensibine dayanir. Olusan

formazan miktari, canli hiicre sayis1 ile dogru orantilidir.
Test prosediirii asagidaki adimlarla uygulanmaistir:

e Hiicre Ekim ve Tedavisi: PC-3 hiicreleri, 96 kuyucuklu plaklara belirli bir
yogunlukta (kuyucuk basma 5x10"3 hiicre) ekilmistir. Hiicrelerin plakalara
yapigmasi ve stabilize olmasi i¢in 24 saat inkiibasyona birakilmaistir.

e Bilesik Uygulamasi: Calismamizda, PC-3 hiicre canliliginda hem Finasterid
hem de KM-233'lin doza bagimli bir azalmaya yol agtig1 gézlemlenmistir. Bu
amagla, PC-3 hiicreleri 24 ve 48 saat boyunca Finasterid i¢in 0, 50, 100, 200
ve 400 uM, KM-233 i¢in ise 0, 25, 50, 100 ve 200 pM konsantrasyon
araliklarinda muamele edilmistir.

e MTT Reaktifinin Eklenmesi: Belirlenen tedavi siiresinin sonunda, her bir
kuyucuktaki medyum uzaklastirilmis ve tizerine [100 pL] MTT c¢ozeltist (5
mg/mL MTT, fosfat tamponlu tuzlu suda hazirlanmis) eklenmistir.

e Inkiibasyon: Plakalar, formazan kristallerinin olusumu igin karanlikta, 37°C'de
ve %5 COz igeren bir inkiibatorde [3-4 saat] inkiibe edilmistir.

e Formazan Coziindiirme: Inkiibasyon siiresinin ardindan, olusan mor renkli
formazan kristalleri, MTT c¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra [100 pL] DMSO
veya bagka bir formazan c¢oziindiiriicii (izopropanol + HCI) eklenerek
¢oziindiiriilmiistiir. Bu adimda, plakalar hafifce sallanarak kristallerin tamamen
¢Ozlinmesi saglanmistir.

e Absorbans Okuma: Coziindiiriilen formazan miktarinin belirlenmesi i¢in, bir
mikroplaka okuyucu (spektrofotometre) kullanilarak 570 nm dalga boyunda
absorbans degerleri okunmustur. Arka plan absorbansini diisiirmek i¢in 630

nm veya 690 nm referans dalga boyu da kullanilmistir.
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Elde edilen absorbans degerleri, tedavi gormeyen kontrol grubuna kiyasla her
bir deney grubundaki hiicre canlilig1 yilizdesini belirlemek i¢in kullanilmigtir. Diigiik
absorbans degerleri, hiicre canliliginda azalmayi veya hiicre proliferasyonunda

inhibisyonu gostermektedir.

3.2.3. 5a-rediiktaz (SRD5A1) Protein Seviyesi icin ELISA

PC-3 hiicre lizatlarindaki 5AR tip 1 (SRD5A1) protein seviyesi, REED
BIOTECH marka ticari olarak temin edilebilen bir Insan SAR (SRD5A1) ELISA kiti
kullanilarak iireticinin protokoliine uygun olarak olgiilmiistiir. Hiicre lizatlarinin ve
standartlarin uygun seyreltmelerinden 100 pL. 6ncedan antikor kaplanmis mikro plaka
kuyularma eklenmistir ve 90 dakika boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. inkiibasyon
siiresi tamamlandiktan sonra, kuyular yikama tamponuyla {i¢ defa yikama islemine
tabi tutulmustur. Daha sonra her kuyuya SRD5A1'e 6zgii 100 pL Biyotin-konjuge
antikor eklenmistir ve 37°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir. Bir diger yikama isleminin
ardindan, 100 pL. HRP-konjuge ¢alisma ¢ozeltisi ilave edilip ve 37°C'de 30 dakika
boyunca tekrar inkiibasyona birakilmistir. Son yikamadan sonra, 90 pL TMB
(Tetrametilbenzidin) substrat c¢ozeltisi eklendi ve renk gelisimi saglanmistir.
Reaksiyon, 15 dakika sonra 50 pL durdurma c¢ozeltisi (stlfiirik asit) eklenerek
durdurulmustur ve absorbans, bir mikro plaka okuyucu (BioTek/Epoch) kullanilarak
450 nm'de okunmustur. Her numunedeki SRDS5A1 proteininin konsantrasyonu,
absorbans degerlerinin saglanan standartlardan olusturulan bir standart egri ile

karsilastirilmasiyla belirlenmistir.

3.2.4. istatistiksel Analiz

Tiim deneyler iiclii olarak gergeklestirildi ve en az {li¢ kez bagimsiz olarak
tekrarlandi1. Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak sunulur. Istatistiksel
analizler GraphPad Prism yazilimi kullanilarak gerceklestirildi. Deney gruplari
arasindaki farklar, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak ve ardindan ¢oklu
karsilastirmalar i¢in Tukey'in post-hoc testi kullanilarak analiz edildi ve bireysel grup
ortalamalar1 arasindaki istatistiksel olarak anlamli farklar belirlendi. 0,05'ten kii¢iik bir

p degeri (p < 0,05) istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. KM-233 ve Finasterid'in PC-3 Hiicre Canhihg Uzerindeki Etkisi

KM-233 ve Finasterid'in insan prostat kanseri PC-3 hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkilerini arastirmak igin, hiicre canlilig1 24 ve 48 saatlik tedavilerden sonra

MTT testi kullanilarak degerlendirildi.

Sekil 4.1'de belirtildigi iizere, KM-233'"lin PC-3 hiicrelerinin canliligimi doza
bagimli olarak inhibe ettigi gézlenmistir. PC-3 hiicrelerinde KM-233 i¢in ICso degeri
24 saat 58,60 uM olarak belirlenmistir.

KM-233

% Hucre Canhligi
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—@—24H

Sekil 4.1 KM-233'iin PC-3 Hiicre Canliligi Uzerindeki Etkisi

Benzer sekilde, Sekil 4.2'de gosterildigi gibi, Finasterid ayrica PC-3
hiicrelerinin canliligin1 doza bagli bir sekilde, 24 saatte 380 uM'lik bir ICso degeriyle

inhibe etmistir.
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Sekil 4.2 Finasterid'in PC-3 Hiicre Canliigi Uzerindeki Etkisi

4.2. KM-233 ve Finasterid'in SRD5al Protein Diizeyi Uzerindeki Etkisi

KM-233 ve Finasterid'in PC-3 hiicrelerinde SRD5A1 protein ekspresyonu
tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla, ELISA yoOntemiyle protein miktar tayini

gerceklestirildi.

KM-233 ile muamele edilmemis PC-3 hiicrelerinde (kontrol grubu) SRD5A1
protein seviyesi 116.25 pg/mL olarak tespit edilirken, KM-233 ile muamele edilen
hiicrelerde bu seviye 89.4167 pg/mL diisiis gosterdi. Bu diisiis, kontrol grubuna kiyasla
onemli bir azalmaya isaret etmekte olup, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <

0,0001) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 KM-233"in SRD5A1 Protein Diizeyi Uzerindeki Etkisi

Finasterid ile muamele edilmemis PC-3 hiicrelerinde (kontrol grubu) SRD5A1
protein seviyesi 70.4167 pg/mL iken, Finasterid ile muamele edilen hiicrelerde bu
seviyenin 37.75 pg/mL geriledigi belirlendi. Bu sonuglar, her iki maddenin de PC-3
hiicrelerinde SRD5A1 protein ekspresyonunu diistiriicii etki gosterdigini ortaya

koymustur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Finasterid'in PC-3 Hiicrelerindeki SRD5AI Protein Diizeyi
Uzerindeki Etkisi
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5. TARTISMA

Bu ¢alismamizda, prostat kanseri tedavisinde potansiyel bir aday olan KM-
233'lin ve bilinen bir SAR inhibitorii olan Finasterid'in, insan prostat kanseri PC-3
hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerini ve SRD5A1 protein ekspresyonu iizerindeki
modiilator etkileri kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Baglica bulgularimiz, hem KM-
233%n hem de Finasterid'in PC-3 hiicrelerinin canliligin1 doza bagimh bir sekilde
azalttigini ve sitotoksik etkiler gosterdigini ortaya koymustur. Daha da 6nemlisi, her
iki bilesigin de SRD5A1 protein ekspresyon seviyelerini anlamli dl¢lide diistirdiigii
belirlenmistir. Bu bulgular, calismamizin temel hipotezlerini desteklemekte ve her iki
bilesigin de prostat kanseri hiicre biiyiimesi lizerinde modiilatoér etkilere sahip

oldugunu diisiindiirmektedir.

KM-233"lin sitotoksik etkileri ile ilgili yapilan 6nceki arastirmalar, bu bilesigin
glioblastoma, melanom ve kolorektal kanser hiicreleri dahil olmak tizere farkli kanser
hiicre hatlarinda hiicre canliligini 6nemli 6l¢iide azalttigini gostermistir. KM-233'lin in
vivo modellerde de giiclii antikanser etkinligi gosterdigi kanitlanmistir (Carkaci-Salli
vd. 2024). Gurley ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢calismada, US§7MG insan
glioblastoma multiforme (GBM) hiicreleri kullanilarak olusturulan ortotopik bir
modelde, KM-233 tedavisinin tiimdr boyutunda %80'lik bir azalmaya yol agtig1 rapor
edilmistir. KM-233'"lin etki mekanizmasina iliskin olarak, U87MG hiicrelerinde KM-
233 tedavisinin MEK, ERK1/2, Akt, BAD, STAT3 ve p70S6K gibi énemli sinyal
yollarindaki proteinlerin fosforilasyon profillerinde zamana bagh degisikliklere neden
oldugu gozlemlenmistir. Ayrica, mitokondriyal depolarizasyon, kaspaz-3
aktivasyonunda artis ve sitoiskelet kontraksiyonlari gibi apoptoza isaret eden hiicresel
olaylar da tespit edilmistir (Gurley vd. 2012). Bu bulgular, KM-233'lin antikanser
etkilerini ¢esitli hiicresel sinyal ve apoptoz mekanizmalar: araciligiyla gosterdigini
disiindiirmektedir. Bu caligmalar, KM-233 gibi klasik kannabinoidlerin giiclii
sitotoksik etkilere sahip olmakla kalmayip, ayni zamanda kan-beyin bariyeri gibi
biyolojik bariyerleri etkili bir sekilde gecebilme kapasitesine sahip oldugunu da ortaya
koymustur. Bu 6zellik, KM-233"i 6zellikle beyin tiimorleri gibi zorlu kanserler i¢in

umut vadeden bir kemoterap6tik aday haline getirmektedir (Duntsch vd, 2006).
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Caligmamizda, KM-233"tin PC-3 hiicre canliliginda doza bagimli bir azalmaya
yol actigr gozlemlenmistir. Bu bulgu, KM-233 bilesiginin prostat kanseri hiicreleri

tizerinde potansiyel sitotoksik etkilere sahip oldugunu gostermektedir.

Finasterid, temel etki mekanizmasi olarak SAR enzimini spesifik olarak inhibe
eder ve bu sayede testosteronun, prostat kanseri hiicre proliferasyonunda ve
gelisiminde kritik bir rol oynayan dihidrotestosterona (DHT) doniisiimiinii engeller.
Prostat Kanseri Onleme Denemesi (PCPT) gibi genis capli klinik ¢alismalar,
Finasterid'in prostat kanseri insidansini azaltma ve/veya hastaligin ortaya ¢ikigini
geciktirme potansiyelini agik¢a ortaya koyarak, anti-proliferatif yeteneklerini giiglii bir
sekilde desteklemistir (Thompson vd. 2003). Bu klinik gézlemler, PC-3 hiicreleri

tizerindeki in vitro sitotoksik etki bulgularimiz1 dogrulamaktadir.

Mevcut ¢calismamiz ayrica, hiicre canliligi iizerindeki etkilerine ek olarak, hem
KM-233'iin hem de Finasterid'in PC-3 insan prostat kanseri hiicrelerinde SRD5A1
protein ekspresyon seviyelerini anlamli dl¢lide azalttigin1 da ortaya koymustur. Bu
kritik bulgu, her iki bilesigin anti-proliferatif etkilerinin altinda yatan potansiyel

mekanizmalar hakkinda degerli bilgiler saglamaktadir.

Finasterid i¢in, SRD5A1 proteinindeki diisiise neden oldugu goézlemimiz,
ilacin 1yi bilinen farmakolojik etki mekanizmasiyla tamamen uyumludur. Finasterid,
5AR  enziminin giiclii ve segici bir inhibitoriidiir; 6zellikle prostat hiicrelerinde
testosteronu daha giiclii bir androjen olan dihidrotestosterona (DHT) doniistiirmekten
sorumlu olan tip 2 izoenzimini hedef alir (Thompson vd. 2003; Salisbury vd, 2024).
Bu enzimin inhibisyonu, hiicre i¢i DHT seviyelerini etkili bir sekilde azaltarak prostat
dokusu Ttzerindeki proliferatif etkileri hafifletir. Bu mekanizma, benign prostat
hiperplazisi (BPH) ve androjenik alopesi tedavisinde yaygin olarak kullanilan ve
klinik etkinligi kanitlanmis bir yaklasimdir (Salisbury vd. 2024). Finasterid'in bu
dogrudan enzimatik inhibisyonu, calismamizda gézlemlenen SRD5AT proteinindeki
anlamli azalmay1 dogrudan agiklamakta ve prostat kanseri hiicre biiylimesi i¢in kritik
olan androjen sinyal yollarii1 bozmadaki roliinli pekistirmektedir (Thompson vd.

2003).

SRDS5AT1'in prostat kanseri patogenezindeki artan 6nemi, son literatiirde gii¢lii

bir sekilde vurgulanmaktadir. Geleneksel olarak 5aR2min prostatta daha Onemli
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oldugu diisiliniilse de, Thomas ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan kapsamli bir
derleme, prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) ve prostat kanserinde SRD5A1
ekspresyonunun arttigini, buna karsilik SRD5A2 ekspresyonunun azaldigini
gostermektedir. Ayrica, her iki izoenzimin de yiiksek dereceli lokalize kanserlerde
diisiik derecelilere kiyasla arttig1 belirtilmistir (Thomas vd. 2008). Das ve arkadaglari
(2010) da benzer sekilde, prostat kanseri dokularinda niikleer SRDS5A1
ekspresyonunun daha yiiksek Gleason skorlari, daha ileri kanser evreleri ve daha
yuksek serum PSA seviyeleri ile gii¢lii bir sekilde iliskili oldugunu bulmuslardir (Das
vd.2010). Bu durum, SRD5A1'in 6zellikle ileri evre prostat kanserinde baskin hale

geldigini ve 6nemli bir rol oynadigini diistindiirmektedir.

Li ve arkadaslar1 (2011), SAR izoenzimlerinin androjen tarafindan hiicre tipi-
spesifik bir sekilde ve transkripsiyonel diizeyde diizenlendigini, bu diizenleme i¢in
androjen reseptoriiniin (AR) gerekli oldugunu gostermislerdir (Li vd, 2011). Bu
mekanizmalar, SRD5A1 ekspresyon seviyelerindeki farkliliklarin, SAR inhibitorlerine
kars1 yanit1 veya direnci etkileyebilecegini ve bu nedenle prostat kanseri dnlemede
Onem tastyabilecegini disiindiirmektedir (Li vd. 2011). Dahasi, Bamodu ve
arkadaslar1  (2021) tarafindan yapilan bir c¢alisma, SRDS5Al'in anormal
ekspresyonunun, testosteron metabolizmasint karakterize ettigini ve hastaligin
ilerlemesi, tedaviye yanit ve prognoz ile iligkili oldugunu ortaya koymustur. Ayni
calismada, SRD5A1 baskin yiiksek ekspresyonu olan hastalarin daha kotii genel
sagkalim ve belirgin sekilde daha kisa niiksetme siiresi sergiledigi belirtilmistir.
Ayrica, SRD5A1'in genetik olarak inhibisyonunun (SRD5AT1 knockout), PC-3 ve
LNCaP hiicrelerinin migrasyon ve invazyon yeteneklerini azalttig1 ve primer/sekonder
timor kiireleri olusturma yeteneklerini 6nemli olgiide baskiladigi gosterilmistir
(Bamodu vd .2021). Bu bulgular, ¢alisjmamizda go6zlemledigimiz SRDS5AI
proteinindeki azalmanin, anti-proliferatif ve potansiyel anti-metastatik etkilerle iliskili

olabilecegi hipotezini giiclendirmektedir.

Klasik bir kannabinoid olan KM-233 tarafindan SRDS5A1 protein
ekspresyonundaki azalma, ¢alismamizin en 6nemli ve yeni bulgularindan birini temsil
etmektedir. KM-233'in SRDS5A1"1 etkiledigi dogrudan molekiiller mekanizma
literatiirde daha Once agiklanmamis olsa da, mevcut literatiir kannabinoidler ve

androjen ekseni arasinda prostat kanseri hiicrelerinde bir etkilesim cercevesi
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sunmaktadir. Kannabinoidlerin, hem kannabinoid reseptorleri (CB1 ve CB2)
aracilifiyla hem de reseptorden bagimsiz yollarla PC-3 gibi prostat kanseri hiicre
hatlarinda c¢esitli hiicresel siiregleri etkiledigi bilinmektedir (Carkaci-Salli vd.2024;
Moreno vd.2016; Brown vd .2010). Ozellikle, kannabinoid sisteminin androjen sinyal
yolag1 ile 6nemli bir ¢apraz konusma iginde oldugu gosterilmistir. Ornegin, bazi
calismalar kannabinoidlerin androjen bagimli prostat kanseri hiicre hatlarinda
androjen reseptorii (AR) ekspresyonunu degistirdigini gostermistir (Sanchez vd.2003).
Ayrica, testosteron tarafindan diizenlenen androjen reseptér aktivasyonunun,
kannabinoid reseptorlerinin ekspresyonunu etkileyebilecegi ve bu iki sistem arasinda

karsilikl bir diizenleyici dongii oldugunu diisiindiirmektedir (Lee vd.2013).

SRD5ATl'in, AR araciligiyla sinyal veren dihidrotestosteron (DHT)
tiretiminden sorumlu androjenik yoldaki anahtar enzimlerden biri oldugu géz oniine
alindiginda, bulgularimiz KM-233 tarafindan SRD5A1 proteininde gozlemlenen
azalmanin, kannabinoidlerin androjen metabolizmasi veya sinyallemesi tizerindeki
daha genis bir modiilator etkisinden kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Bu etki,
muhtemelen kannabinoid reseptorleri ve daha once prostat hiicrelerinde kannabinoid
eyleminde rol oynayan asagi akis sinyalleme yollar1 (6rn. PI3K/MAPK) araciligiyla
aracilik ediliyor olabilir (Brown vd. 2010; Sanchez vd.2003). Bu durum, KM-233'iin
bu etkiyi ilettigi spesifik molekiiler hedefler ve yollarin daha fazla arastirilmasin

gerektiren yeni bir aragtirma alaninin kapilarin1 agmaktadir.

Mevcut ¢alisma, KM-233 ve Finasterid'in PC-3 insan prostat kanseri hiicreleri
tizerindeki hem anti-proliferatif etkileri hem de SRDS5A1 protein ekspresyonu
tizerindeki modiilator etkileri hakkinda degerli ve yeni bilgiler saglamistir. Bununla
birlikte, her bilimsel ¢alismada oldugu gibi, bu arastirmanin da belirli sinirliliklar
bulunmaktadir ve gelecekteki arastirmalar igin potansiyel yonleri belirlemek onem

tasimaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alisma, KM-233 ve Finasterid'in, insan prostat kanseri PC-3 hiicreleri
tizerindeki anti-proliferatif etkilerini ve SRD5A1 protein ekspresyonu iizerindeki
etkilerini aragtirllmigtir. Bulgularimiz, her iki bilesigin de PC-3 hiicreleri iizerinde
doza bagimli bir sekilde 6nemli sitotoksik etkiler gosterdmistir. Bulgularimiz,
Finasterid'in SRD5A 1 protein ekspresyonunu azaltma yetenegi, SAR inhibitorii olarak
iyi bilinen roliiyle tutarlidir. Daha da Onemlisi, bu arastirma yeni bir bulgu
sunmaktadir: Klasik bir kannabinoid olan KM-233’iin control ilact olan Finasteride
kiyasla daha diisiik dozlarda, PC-3 hiicrelerinde SRD5A1 protein seviyelerini 6nemli
Olciide azalttig1 gozlenmitir. Bu etkinin dogrudan mekanizmasi daha fazla arastirma
gerektirse de, sonuglarimiz kannabinoidler ve androjen ekseni arasinda olas1 dolayli
bir etkilesim oldugunu, bunun da potansiyel olarak kannabinoid reseptorleri ve

bunlarin asagi akis sinyal yollar1 araciligiyla gerceklestirilebilecegini gostermektedir.

Sonug olarak, ¢alismamiz hem KM-233"in hem de Finasterid'in PC-3 prostat
kanseri hiicre ¢ogalmasini engellemede ve SRDS5A1 ekspresyonunu diizenlemede
etkili olabilecegini gostermektedir. KM-233'e iliskin bulgular 6zellikle iimit vericidir
ve muhtemelen androjen metabolizmasini etkileyerek prostat kanseri i¢in yeni bir
terapotik ajan olma potansiyelini gostermektedir. Bu ¢alisma, kanser tedavisinde yeni
ilag kesifleri i¢in umut verici adaylar olarak kannabinoidlerin daha fazla

arastirilmasinin oniinli agmaktadir.

Bu calismanin bulgulari ¢ercevesinde, gelecek arastirmalar asagidaki alanlara

odaklanabilir:

e Gelecekteki calismalar, bu bulgularin dogrulugunu ve genel gegerliligini
artirmak amactyla, hem androjene bagimli (LNCaP) hem de diger androjen
bagimsiz (DU-145) prostat kanseri hiicre hatlar1 dahil olmak tizere ek hiicre
hatlarinda arastirilmasini gerektirmektedir. Ayrica, in vitro bulgularimizin
klinik 6ncesi dogrulamasini saglamak i¢in fare veya sican gibi uygun hayvan
modellerinde in vivo c¢aligmalar yiiriitiilmelidir. Bu hayvan modelleri, KM-
233'iin ve Finasterid'in etkinligini, farmakokinetik profilini (viicuttaki emilim,
dagilim, metabolizma ve atilimini) ve olas1 toksisite profillerini daha kapsamli

bir sekilde degerlendirme imkani sunacaktir.
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Bulgularimiz KM-233 tarafindan SRD5A1 proteininde 6nemli bir azalma
oldugunu gosterse de, bu etkinin altinda yatan kesin molekiiler mekanizma
heniiz tam olarak acikliga kavusturulmamistir. Gelecekteki arastirmalar, dahil
olan belirli kannabinoid reseptorlerini (CB1, CB2 veya digerleri) arastirmaya,
SRD5A1 ekspresyonunda degisiklige yol agan alt akis sinyal kaskadlarini
(6rnegin, PI3K/MAPK, adenilat siklaz, kalsiyum yollar1) belirlemeye ve KM-
233'tin  SRD5A1 proteininin  transkripsiyonunu, translasyonunu veya
bozunmasint dogrudan veya dolayli olarak etkileyip etkilemedigini
arastirmaya odaklanmalidir. Ek olarak, KM-233"in PC-3 hiicrelerindeki DHT
seviyeleri ve androjen reseptor aktivitesi lizerindeki etkisinin incelenmesi,
mekanizmasinin anlagilmasini daha da giiglendirecektir.

Gelecekteki calismalarda KM-233 ve Finasterid'in SAR  diger izoformlar1 ve
steroid metabolizmasinda yer alan diger enzimler {izerindeki etkilerinin
arastirilmasi ve genel olarak androjen biyosentezi ve steroidogenez tizerindeki
etkilerinin arastirilmasi, hormonal diizenleme yetenekleri hakkinda daha

kapsamli bir anlayis saglayabilir.
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