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LEPTIN'E MARUZ BIRAKILAN PC-3 PROSTAT KANSERIi
HUCRELERINDE SINNAMALDEHIT ETKIiSININ PI3K/MAPK SINYAL
ILETIM YOLAKLARI UZERINDEN ARASTIRILMASI

OZET

Bu calismada, tar¢in kabugunun ana bileseni olan sinnamaldehitin PC-3 prostat
kanseri hiicrelerinde leptin ile olusturulan obezite modelinde, hiicre canliligi, hiicre
6liimii, hiicre morfolojisi ve PI3K/MAPK sinyal iletim yolaklar1 iizerindeki etkisinin in
vitro olarak incelenmesi amaglanmustir. Erkeklerde ikinci en sik 6liim nedeni olan prostat
kanserinin etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Obezitenin prostat kanseri de dahil
olmak tizere kolon, meme ve endometriyal kanser gibi ¢esitli kanser tiirleri ile iliskili
oldugu gosterilmistir. Leptin adipositlerden salgilanan ve istahi1 kontrol eden bir
proteindir. Aglik durumunda plazma leptin seviyeleri diiser. Ancak obezlerde kan leptin
seviyeleri yiiksek oldugu halde istahlarinin azalmadigi, leptin sinyaline Kkarsi
duyarsizlastiklari, leptin direnci gelistigi gézlenmistir. Sinnamaldehit tar¢inin kabugunda
bulunan bir fitokimyasaldir. Insan saglig: iizerinde antienflamatuar, antimikrobiyal ve
antioksidan etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Pek ¢ok kanserin tedavisinde kanser
hiicrelerini hedef alan akilli ilag tedavilerini gelistirmek i¢in arastirmalar yapilmaktadir.
Kanser gelisimi sirasinda aktive olan sinyal yolaklarmin inhibe edilmesi durumunda
hedefe yonelik tedavi protokolleri gelistirilebilir. PI3K (phosphatidylinositol-3-kinases)
yolagi hiicre canliligi, farklilagmasi ve proliferasyonunda rol oynamaktadir. MAPK
(mitogen-activated protein kinases) bazi transkripsiyon faktorlerini aktive ederek hiicre
siklusunu etkiler. Bu ¢alismada PC-3 insan prostat kanser hiicre hatt1 kullanildi. Kontrol,
leptin, sinnamaldehit, leptin+sinnamaldehit ve leptin+ ¢oziicli olmak iizere bes ¢alisma
grubu olusturuldu. H-E boyama ile hiicre morfolojisi incelemesi, anneksin V ile apoptoz
analizi ve PI3K/MAPK sinyal yolagi analizi yapildi. Calismamizda sinnamaldehitin PC-
3 hiicrelerinde, hiicre morfolojisini degistirdigini, apoptozu indiikledigini ve ozellikle
PI3K sinyal yolagi inhibisyonu yaptigini; leptin ile obezite modeli olusturulmus
hiicrelerde ise hiicre morfolojisinde degisiklik ve apoptotik etkiyi aymi sekilde
gosterdigini ancak PI3K sinyal yolagi inhibisyonu iizerindeki etkisini kaybettigini
gozledik.

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, Leptin, Sinnamaldehit, PI3K, MAPK
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CINNAMALDEHYDE ON LEPTIN-
EXPOSED PC-3 PROSTATE CANCER CELLS VIA PI3BK/MAPK SIGNAL
TRANSDUCTION PATHWAYS

ABSTRACT

In this study, we examined the effect of cinnamaldehyde, the main component of
cinnamon bark, on cell viability, cell death, cell morphology, and PI3BK/MAPK signal
transduction pathways in PC-3 prostate cancer cells by inducing obesity in vitro. The
etiology of prostate cancer, which is the second leading cause of death in men, is not fully
understood. Obesity has been shown to be associated with various types of cancer such
as colon, breast and endometrial, including prostate cancer. Leptin is a protein secreted
from adipocytes and it controls appetite. In the fasting state, plasma leptin levels decrease.
However, it has been observed that obese people have high levels of leptin in their blood,
but their appetite is not suppressed. They become insensitive to the leptin signal and leptin
resistance develops. Cinnamaldehyde is a phytochemical found in the bark of cinnamon
and its anti-inflammatory, antimicrobial and antioxidant effects on human health has been
shown. Researches was conducted in order to develop smart drug therapies that target
cancer cells in the treatment of many cancers. Targeted therapy protocols that inhibit
signaling pathways which activated during cancer development can be developed. The
PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase) pathway plays a role in cell viability, differentiation
and proliferation. The MAPK (mitogen-activated protein kinase) induces the activation
of some transcription factors and affects the cell cycle. The PC-3 cell line of human
prostate cancer was used in the study. Five study groups were formed as control, leptin,
cinnamaldehyde, leptin+cinnamaldehyde and leptin+solvent. Cell morphology analysis
with H-E staining, apoptosis analysis with annexin V and PI3K/MAPK signal pathway
analysis were performed. In our study, we observed that cinnamaldehyde alters the
morphology of the PC-3 prostate cancer cells, induces apoptosis and inhibits PI3K
signaling pathways in particular. When administered with leptin, cinnamaldehyde
showed the same morphologic and apoptotic effect but lost its effect on inhibition of PI3K

signaling pathway.

Keywords: Prostate cancer, Leptin, Cinnamaldehyde, PI3K, MAPK
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1. GIRIS

Prostat kanseri 6zellikle 50 yasindan sonra goriilme siklig1 artan ve erkeklerde
akciger kanserinden sonra en fazla goriilen ikinci kanserdir. Prostat kanserinin etiyolojisi
tam olarak bilinmemekle birlikte yas, 1rk, aile hikayesi, hormon seviyeleri ve ¢evresel
etkilerin rolii oldugu kabul edilmektedir. Prostat kanserine yakalanan pek ¢ok hasta
prostatektomi, radyoterapi, kemoterapi ve hormon terapisi gibi tedavilere iyi yanit
vermektedir. Ancak bazilar1 ise bu tedavilere direng gostermekte lokal invazyon ve
Mmetastatik lezyonlarla kotii prognoz gostermektedir (Fujita vd, 2019). Obezite viicut kitle
indeksinin 30kg/m? den biiyiik olmas1 durumudur ve kanser gelisimi i¢in 6nemli bir risk
faktoriidiir. Fazla miktarda bulunan yag doku metabolik ve endokrin aktivitelerin
bozulmasina neden olmaktadir (Renehan vd, 2008). Adipositlerin sentezleyip salgiladigi
cesitli mediatérler immiin sistemi aktive ederek sistemik inflamasyona neden olur.
Kronik inflamasyon kanser olusumunda majér etiyolojik faktorlerdendir. Inflamatuvar
hiicreler, normal hiicrelerde DNA mutasyonlarina yol agan reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumuna yol agmaktadir. Prostatektomi 6rneklerinin histolojik incelemelerinde
hem benign hem de malign dokularda kronik inflamasyon goriilmiistiir (Fujita vd, 2019).
Adipositlerle birlikte kiiltiire edilen prostat kanseri hiicrelerinde proliferasyon,
farklilagsma, biiyliime ve sitokin ekspresyonu gozlenmistir. Adipositlerden salgilanan
cesitli faktorlerin prostat kanser hiicre davranisini degistirmesi s6z konusu olmaktadir.
Leptin de bunlardan birisidir. Leptin 16kDa agirhiginda bir adipokindir. Leptin
adipositlerden salgilanan bir proteindir ve en Onemli islevi istah kontroliidiir.
Hipotalamusa etki ederek besin alinimini baskilayan bir hormondur. A¢lik durumunda
plazma leptin diizeyleri diiser. Yemekten sonra ise artarak istahi azaltir. Ancak pek cok
obez kiside kan leptin diizeyleri yiiksek oldugu halde istahlarinin baskilanmadigi
goriilmiistiir. Bunun nedeni beyinin leptin sinyaline karsi duyarsizlagsmasi ve leptin
reziztansinin gelismesidir (lzquierdo vd, 2019). Yiiksek leptin seviyeleri ile prostat
kanseri iligkisini arastiran ¢esitli ¢aligmalar bulunmaktadir. Leptinin anjiogenezi artirdigi,
bunun da kanserin ilerlemesine, invazyonuna ve metastazina neden oldugu anlagilmistir.
Ayrica leptin-bagimli  biiyiime faktorii sekresyonu prostat kanser hiicrelerinin
migrasyonuna neden olmaktadir. Prostat kanser hiicrelerinin leptine verdikleri
proliferasyon yanitinda PI3-K sinyal yolaginin rol aldigi gosterilmistir. Bu sinyal

yolaklarinda olusabilecek degisiklikler hem obezite, diabet ve insiilin reziztansi



gelismesinde hem de prostat kanseri gelisiminde kritik dneme sahiptir (Fantuzzi vd, 2005,
Mistry vd, 2007).

Gilinimiizde pek ¢ok kanser ¢esidinin tedavisinde oldugu gibi prostat kanseri i¢in
de fitokimyasallarin etkileri arastirilmakta ve kanser hiicrelerini hedef alan akilli ilag
tedavilerini gelistirmek i¢in arastirmalar yapilmaktadir. Bu yaklagimlar i¢inde kanser
sinyal yolaklarmin hedeflenmesi vardir. C-Met, PI3K/AKT/MTOR, hedgehog, Src kinaz
yolagi bunlardandir. PI3K (phosphatidylinositol 3-kinases) hiicre siklusunun
diizenlenmesinde rol oynayan 6dnemli bir hiicre i¢i sinyal iletim yolagidir ve farkli kanser
tiplerinin gelismesinde Onemli oldugu gosterilmistir. Bu yolak hiicre canlilii,
farklilasmasi, proliferasyonu, biiyiimesi, metabolizmasi, migrasyon ve anjiogenesisde rol
oynamaktadir. Apopitozun azalmasina ve proliferasyon artisina neden olur. Bunu ¢esitli
mekanizmalarla yapar. Bunlar i¢inde Bcl-2 ailesi tiyeleri BAD ve BAX, NF-kappa-B ve
p53 antagonisti Mdm2 vardir. PI3K inhibitorlerinin kanser tedavisi amactyla kullanilmast
giindemdedir. Idealalisib FDA onay1 alan ilk PI3K inhibitérii olmustur. Ozellikle kronik
lenfositik 16semi ve bazi lenfomalarda kullanilmaktadir. MAPK (mitogen-activated
protein kinases) yolagi hiicre yiizeyinden ¢ekirdege sinyal iletimi yapan ana yolaklardan
birisidir. MAPK bazi transkripsiyon faktorlerinin aktive olmasina neden olur ve hiicre

siklusunu etkiler (Antonarakis, Wozney ve ES, 2014).

Tar¢in pek cok kiiltiirde baharat olarak kullanilan bir bitkidir. Ayrica sifa verici
etkileri ile de kullanilmaktadir. Targinin kabugundan yapragindan ve koklerinden ugucu
yaglar elde edilmektedir. Bu yaglar monoterpen hidrokarbonlar igerir. Kabugunda
sinnamaldehit, yapraklarinda eugenol ve koklerinde camphor yogun olarak
bulunmaktadir. Cinnamomum Zeylanicum kabugunda icerigin %49.9’unu sinnamaldehit
olusturur. Sinnamaldehitin, fitokimyasal dzellikleri yaygin olarak arastirilmistir. Insan
saglig1 lizerinde anti-inflamatuvar, antimikrobiyal, antioksidan etkileri, kan basinci, kan
kolesterol, lipid ve glukoz seviyelerini diisiiriicli etkileri, antitiimdr ve antikanser etkileri
gosterilmistir. Sinnamaldehitin prostoglandinlerin olusumunu saglayan siklooksijenaz-2
(COX-2) enzimini kuvvetli olarak inhibe ettikleri gosterilmistir. Ayrica proinflamatuvar
transkripsiyon faktorii olan NF-kappa B inhibisyonu ve lipopolisakkarite bagl nitrik oksit
inhibisyonu ile antiinflamatuvar etki gosterdigi ortaya konmustur. Antitimor ve
antikanser etkilerinin antiinflamatuvar etkileri yaninda antioksidan etkileri ile de

yakindan 1ilgisi bulunmaktadir. Lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir.



Sinnamaldehitin retikiiloendotelyal sistemi aktive ettigi, tiimor nekrosis faktor alpha
(TNF-alpha) ve interferon gamma (IFN,) gibi sitolitik mediatdrlerin iiretimini
indiikledigi, perforin ve granzyme B ve C seviyelerini artirarak apopitoza neden oldugu
gosterilmistir. Cesitli biiytime faktorlerini baskiladigi da gosterilmistir (Gruenwald vd,
2010, Sadeghi vd, 2019).

Bu ¢alismanin amact; tar¢in kabugunun ana bileseni olan sinnamaldehitin, in vitro
ortamda leptine maruz birakilan PC-3 prostat kanseri hiicreleri {izerindeki etkisinin, hiicre
canliligi, apoptoz ve hiicre morfolojisi ile PI3K/MAPK yolaklarinda olusacak olan

degisiklikler iizerinden arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

Canlilarin neslini devam ettirmesine lireme adi verilir. Bu amacgla disi ve
erkeklerde 6zellesmis organlar genital sistemleri olusturur. Erkek genital sistemi bir ¢ift
gonad, genital kanallar, eklenti bezleri ve penisten olusur ve temel islevleri sperm iiretimi,
transferi ve disar1 atilmasidir. Erkek genital sistemi i¢ ve dis genital organlar olarak iki
gruba ayrilir; testis, epididimis, duktus deferens, vesicula seminalis, duktus ejaculatorius
ve prostati (glandula prostatica) i¢eren i¢ genital organlar ve skrotum ile penisi iceren dis
genital organlar olarak (Ak Giiven, 2019). Erkek genital sisteminin eslesmemis bir
aksesuar yapist olan insan prostati, pelvik diyafram ile periton boslugu arasindaki
subperitoneal bolmede yer alan en biiyiik erkek aksesuar bezidir. (McNeal vd, 1986).
Erkek genital organlarmin en biiyiikk eklenti bezidir. Kestane seklinde, boyu 3 cm,
genisligi 4 cm, kalinlig1 2 cm ve ortalama agirligr 20 gr’dir. Prostat salgisi, ejakiilatin
biiylik bir boliimiinii olusturur. Prostat salgisinin alkali yapist ovumun uygun pH
degerinde fertilizasyonu i¢in onemlidir. Prostatin degerlendirilmesi ve incelenmesi
amaciyla tanimlanmasinda, anatomik, embriyolojik, fizyolojik, histolojik ve patolojik

ozelliklerini incelemek gerekmektedir (Ak Giiven, 2019).
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Sekil 2.1. Erkek genital sistemi



2.1. Prostat Anatomisi

Prostat embryonal hayatta Wollf kanalinin alt ucunda meydana gelen ¢ikintilardan
mengeini alir. Sekil bakimindan bir kestaneye benzer. Biiyiikliigii sahsa gore ¢ok degisik
olmakla beraber, ortalama olarak ytiksekligi 2.5-3 cm genisligi 4 cm ve kalinlig1 (6nden
arkaya) 2.5 cm. kadardir. Prostat urogenital diafragma’nin istiinde, mesanenin altinda,
pubis simfizinin arkasinda ve rektumun oniinde bulunur. Basis denilen genis kismi
yukariya bakar ve mesanenin arka alt ylizii ile komsudur. Tepesi asagiya bakar ve
iirogenital diyafragma ile komsudur. Tepenin biraz 6niinde iiretra, prostattan ¢ikar. Arka
yiiz rektumla komsudur. On yiiz pubis simfizinden 1-1.5 cm kadar arkada bulunur ve
burada musculus puboprostaticus ve ligamentum puboprostaticum ile pubis kemigine
baglidir. Yanlarda prostat, musculus levator ani ile komsudur. Bu komsuluklardan da
anlasildig1 gibi, prostat pelvisin i¢inde ve en alt kisminda bulunur ve tamamiyle periton
boslugunun disinda kalir. Periton genellikle prostata kadar inmez. Yalniz nadiren
mesanenin arka-alt yiiziiniin yukart kismin1 6rten periton ductus deferensler arasinda

asagiya dogru uzanir ve prostata kadar inebilir.

Prostat dort kisma ayrilir. Partes laterales veya lobus dexter et sinister denilen
yan pargalar, bezin yan ve arka kisimlarini yapar. Arkada iki yan parga isthmus prostatae
denilen dar bir parca ile birlesirler. Bu parcaya lobus medius da derler. Uretranin 6niinde
On parga (pars praeurethralis) dar ve genellikle yan pargalara nisbeten kiigiiktiir (Sekil
2.1.). Prostatin ¢esitli parcalar1 disaridan az-¢ok belli olmakla beraber, bezin iginde

bunlar1 birbirinden ayiran bariz Sinirlar yoktur.

Prostat distan saglam bag dokusundan yapilmis bir kapsiille sarilmistir. Arkada
kapsiille rektum arasinda, yukarida gevsek, asag1 kistmda siki bag dokusu bulunur. Onde
pubis kemiginden uzanan musculus puboprostaticus ve ligementum puboprostaticum
kapsiiliin 6n kismina yapigir. Kapsiiliin 6n kismi, arka ve yan kisimlara nisbeten daha
gevsektir. Prostat kismen tubuloalveolar bezlerden (substantia glanularis), kismen bu
bezlerin arasin1 dolduran ara dokudan yapilmistir. Bezlerin sayis1 30-40 tane olup,
kanallar1 kismen birleserek, kismen ayr1 ayri olarak bazilari colliculus seminalis tizerinde,
bazilar1 bu kabartinin yanlarinda bulunan oluklarda goriilen 15-20 tane delikle agilirlar.
Prostat bezleri, kanallarinda bir miktar salgiy1 depo ederler ve eyakulasiyon sirasinda ara

dokuda bulunan kaslarin kasilmasiyla buradaki salgi iiretraya akitilir. Prostat salgisi



hacim bakimindan ejakulatin en biiylik kismini yapar. Bazik reaksiyon gdsterir ve iginde
bulunan spermin denilen bir maddeden ileri gelen spesifik keskin bir kokusu vardir.
Prostat salgisinda yuvarlak konsantrik ¢izgiler gosteren ve nisasta graniillerine benzer
yuvarlak cisimler bulunurlar. Prostat cisimleri adi verilen bu graniiller 2-2.5 mm.

kutrunda olup yash erkeklerde daha fazla goriiliirler.

Prostatin ara dokusu, substantia muscularis ¢ok sayda diiz kas lifleri ve elastiki
lifler bulundurur. Bez dokusu ile ara doku arasindaki oran sahsa ve yasa gore degisir ve
5:1ile 2:1 arasindadir. Pars prostatica urethrae ‘de mukoza altinda bulunan diiz kas lifleri
bosaltict kanallarin son kisimlarini sararlar ve bunlarin tonusu kanallari sikistirarak
salginin akmasina engel olur. Ejakiilasyon sirasinda ara dokuda bulunan kas lifleri kasilir,
iretra mukozasi altinda bulunan ve bosaltict kanallarin agizlarini saran lifler gevser. Bu
sekilde ayn1 zamanda bezler sikigtirilmis ve bosaltici kanallar agilmis olur. Prostat arter
dallarin1 arteria vesicalis inferior ve arteria rectalis inferiordan alir. Venleri plexus

vesicopudendalise dokiiliirler (Odar, 1979).
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Sekil 2.2. Prostat anatomisi

2.2. Prostat Embriyolojisi

Erkek iireme sisteminin ii¢ aksesuar bezi- seminal vezikiiller, prostat ve
bulboiiretral bezler, renal tiibiiller ve iiretra arasindaki baglanti yakininda gelisir. Prostat
10. Haftada tiiretranin prostatik kismindan endodermal evajinasyon kiimesi olarak
bliylimeye baslar ve cevreleyen mezenkime dogru biiyilir. Bu prostat biiyiimesinin,

testosteronun dihidrotestosterona doniisiimiine bagli olarak c¢evredeki mezenkim



tarafindan indiiklendigi diistintilmektedir. Prostat kiimesi baglangicta en az bes bagimsiz
prostatik kordon olusturur. 11. haftada bu kordonlar geliserek asiniisleri olusturur ve
limen kazanir. Testosteron seviyelerinin yiikseldigi 13.- 15. Haftalarda prostat salgi
iiretmeye baslar. Prostatin endodermden gelisen kismini ¢evreleyen mezenkimden

prostatin diiz kaslar1 ve bag dokusu gelisir (Sekil 2.3)
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Sekil 2.3. Seminal vezikiiller, prostat ve bulboiiretral bezlerin gelisimi.

Prostat biiylidiikce, prostatin hemen altindaki iiretradan bir ¢ift bulboiiretralbez (veya

Cowper bezi) gelisir (Schoenwolf, 2021).

2.3. Prostat Histolojisi

Pelviste mesanenin altinda yer alan en biiyiik yardimct genital bez olan prostat
tiretranin ilk bolimiinii ¢evreler. Kiiciik drenaj kanallari prostatik tiretraya agilan 30-50
adet birlesik tubuloalveoler bezden olusur. Prostat, diiz kas lifleri bakimindan zengin bir
fibroelastik bag dokusu kapsiilii ile ¢evrilidir. Kapsiilden ayrilan bag dokusu septalar
organin i¢ine dogru ilerleyerek loblar1 olusturur. Bezleri ¢evreleyen stroma da kapsiil gibi
¢ok sayida diiz kas lifi igeren fibroelastik bir bag dokusudur. Prostatin ana islevi, seminal
stvinin igerigine eklenen seffaf, hafif alkali bir s1v1 salgilamaktir. Prostat salgis1 ejakiilatin
bir pargasidir, bu salgi serdz lipidler agisindan zengindir, ayrica proteolitik enzimler, asit

fosfataz, fibrinolizin, ¢inko, amilaz ve sitrik asit igerir (Esrefoglu, 2016).

Prostat sekresyonu, ejakulatin disi genital sistemine ulasmasindan sonra

icerigindeki fibrinolizin sayesinde likefiye (sivilagsma) olmasini saglar. Prostattaki salgi



islemini iistlenen prostatik bez epitelinin biiyiimesi ve salgilamasi dihidrotestosteron
(DHT) hormonu ile diizenlenir. Igerigini bosaltim kanallar1 araciligiyla prostatik iiretraya
iletir. Prostatik iiretra organin merkezinde olduk¢a gevsek bir bag dokusu igine
yerlesiktir. Prostat i¢indeki bezlerin 15-30 adet uzun kanalla agildig1 prostatik iiretra, cok
katli degisici epitele sahiptir ve genellikle yarim ay seklindedir.

Bezler 3 konsantrik tabaka halinde diizenlenmistir. icte bir mukozal tabaka, arada
submukozal tabaka ve esas prostatik bezleri igeren bir periferik tabaka bulunur. Mukozal
tabaka bezleri direkt iiretraya salgilama yaparken, diger iki tabaka ise prostatik sinuslere
acilan kanallara sahiptir. Prostat bezlerinin epiteli genellikle tek katli prizmatiktir ancak
aktiflik durumuna gore gok katli yass1 ya da yalanci ¢ok katli prizmatik yamalar olabilir.

e Mukozal zon: Periliretral mukoza bezlerini igerir. Bezler kanallar
olmaksizin direkt liretraya agilir.

e Submukozal zon: Periiiretral submukozal bezleri igerir. Periiiretral
submukozal bezler kisa kanallarla iiretranin posterior duvarinda iiretral
yarimay1n her bir kenarinda yerlesmis prostatik siniislere agilirlar. Benign
prostat hipertrofisinin (BPH) ¢ogunlukla gozlendigi bolge burasidir.

e Periferal zon: Prostat bezlerinin ¢ogunlugunu periferal olarak bu zona
yerlesmis ve esas bezler olarak adlandirilan dallanmis birlesik bezler

olusturur.

Esas bezler, iiretranin posterior duvarinda iiretral yarimayin kenarlarina yerlesmis
olan prostatik kanallara agilan uzun kanallara sahiptirler (Resim 2.1,2.2.,2.3.) Burasi
prostat kanserinin koken aldig1 baslica bolgedir. Hiicreler salgi hiicrelerinin karakteristigi
olan bol graniiler ER, iyi gelismis Golgi kompleksi, ¢ok sayida lizozom ve salg1 graniilleri
icerir. Epitelden asit fosfataz, fibrinolizin, sitrik asit, serin proteaz ve prostata 6zel antijen
salgilanir. Bezlerin liimeninde kalsifiye glikoprotein yapilardan olusan korpora amylecea
(prostat tast = konkretion) goriilebilir. Kesitlerde i¢ ige konsantrik lameller olarak
gortiliirler ve salgi materyalinin hiicresel fragmanlarin etrafinda ¢okmesiyle olustuklarina
inanilir. Kismen kalsifiye olabilirler (Esrefoglu, 2016; Ross ve Pawlina, 2006). Iki mm
capa kadar ulasir ve yaslanmayla birlikte artis gosterirler. Yetiskin prostat parankimi,

anatomik ve klinik olarak farkli dort merkezi bolgeden olusur (Sekil 2.4.).

. Merkezi bolge,



. Periferal bolge,
. Transizyonel bolge,
. Periiiretral bolge

Merkezi bélge: Santral bolge, glandiiler dokunun % 25'ini olusturur. Ejakulatuar
kanali gevreler. Inflamasyon ve kanser orani diisiiktiir. Diger zonlardan farkli olarak
epitel hiicreler hafif bazofilik sitoplazmali ve biiyiik niikleusludur, niikleus seviyeleri

farklilik gosterir.

Periferal bolge: Prostat bez yapisinin %70'ini olusturan bu bolge merkezi bolgeyi
de cevreler. Bezin posteriyor ve lateral parcasinda yerlesiktir. Enflamasyona en yatkin
olan bolge burasidir. Ayrica prostatik kanserlerin ¢ogu bu bélgeden kaynaklanir.

Transizyonel bolge: Prostatik lretray1r ¢evreler. Prostatik iiretrayr gevreler.
Prostatik bez dokusunun %5'ini olusturur. Buradaki bezler mukozal bezlerdir.
Yaslanmayla birlikte parankimal hiicrelerinin asir1 bolinmesi (hiperplazi), epitelyal
hiicrelerde nodiiler kitleler olusumuna yol agar. Bu nodiillerin prostatik {iretray1

baskilamasi idrar akiginin azalmasina sebep olur. Bu durum BPH olarak bilinmektedir.

Periiiretral bélge: Mukozal ve submukozal bezler iceren kisimdir. Transisyonel
bolgede yaslanmaya bagli hipetrofi goriildiigiinde bu bolgede de stromal alanda artis
goriilebilir. Benign prostat hipertrofisinin ileri evrelerinde bu zonda stromal dokunun
patolojik biiyiimesi gozlenebilir. Tranzisyonel zonun glandiiler nodiilleriyle birlikte bu
biiylime {iretral basinin artigina ve mesanede fazla idrar retansiyonuna neden olur. Bez
epiteli, testosteron ve adrenal androjenler gibi seks hormonlarindan etkilenir. Baslica
prostatin stroma hiicrelerinde bulunan 5-alfa rediiktaz enzimi testosteronu, DHT na
cevirir. DHT prostatin stromal ve bez epitel hiicreleri i¢in mitojenik olan biiyiime
faktorlerinin ekspresyonunu indiiklemek {izere sitozole ve g¢ekirdekteki androjen
reseptorlerine baglanir. DHT nin etkisi testosterondan 30 kat daha fazladir ve androjen
reseptoriintin  etkinligini de arttirir. Ayn1 zamanda DHT normal prostat epitelinin
biiyiimesini ve BPH'de ve androjen bagimli prostat kanserinde proliferasyonu ve

biiyiimeyi stimiile eder (Kurus, 2020).
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Sekil 2.4. Prostatin histolojik zonlari.

MSKU Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali arsivi. Prof. Dr. Yelda DERE’nin izniyle
Resim 2.1. Prostat histolojisi. H-E, insan, X10



MSKU Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali arsivi. Prof. Dr. Yelda DERE’nin izniyle
Resim 2.2 Prostat histolojisi. H-E, insan, X40
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MSKU Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali arsivi. Prof. Dr. Yelda DERE’nin izniyle
Resim 2.3. Prostat histolojisi. H-E, insan, X20

Prostattan salgilanan maddeler:
* Prostatik asit fosfataz (PAP),
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« Fibrinolizin,
» Sitrik asit
« Prostat spesifik antijen (PSA).

Prostatin epitel hiicreleri, enzimler, 6zellikle PAP, fibrinolizin ve sitrik asit {iretir.
Ayrica PSA olarak bilinen bir serin proteaz salgilarlar. Enzimler asinuslara salgilanir.
Asinusa verilen salgi, prostatin fibromiiskiiler dokusunun kasilmasi ile ejakulasyon
sirasinda prostat {iretrasina pompalanir. Salgidaki fibrinolizin, semeni sivilastirmaya
yarar (Pawlina ve Ross, 2006) Saglikli insanlar diisiik serum PSA konsantrasyonuna

sahiptir.

Kan dolagiminda bulunan PSA karaciger tarafindan {iretilir. Prostat tarafindan
tiretilen sadece prostat sekresyonunda bulunur. PCa’da serum PSA konsantrasyonu arttigi
goriiliir. Bu prostat bezi tarafindan iretilen fazla miktardaki PSA’nin dolasima
gecmesiyle olusur. Yiiksek PSA seviyeleri, PCa hiicrelerinin artan aktivitesi ile dogrudan
iligkilidir. Kandaki artan PAP ve PSA seviyeleri, PCa varligmin ve ilerlemesinin

belirtegleri olarak kabul edilir. (Pawlina ve Ross, 2006).

2.4. Prostat Fizyolojisi

Prostat bezi kalsiyum, sitrat iyonu, fosfat iyonu, pthtilasma enzimi ve fibrinolizin
igeren ince, slite benzer bir s1v1 salgilar. Emisyon sirasinda, prostat bezinin kapsiilii, vas
deferensin kasilmalariyla es zamanli olarak kasilir. Boylece ince siitlimsii prostat sivist,
semen kiitlesine eklenir. Prostat sivisinin hafif alkali 6zelligi, ovumun basarili bir sekilde
dollenmesi i¢in ¢ok Onemli olabilir. Ciinkii vas deferens sivisi, spermin metabolik
iirlinleri ve sitrik asit varliginda goreceli olarak asit 6zelliktedir. Bu nedenle spermin
fertilite 6zelligi baskilanabilir. Ayrica kadinlarin vajinal salgilar1 da asittir (pH=3.5-4)
Sperm, ortam pH’1 6.0 ila 6.5’a ulasana kadar uygun bir sekilde hareketlilik gostermez.
Sonug olarak prostat sivisinin, diger ejakulat sivilarini nétralize etmesi ve bu yolla
spermin hareket ve fertilizasyon yetenegini artirmasi olasidir Prostat salgist pH’in
yaklagitk 7.5’a ulasmasim1 saglar. Prostat salgisi semenin yaklasik %30’unu
olusturmaktadir. Prostat salgisinda bulunan bir pihtilagma enzimi, seminal vezikiilden
gelen fibrinojeni etkileyerek zayif bir fibrin pihtist olusturur. Bu olay uterus serviksinde,
vajinanin derinliklerinde semenin tutunmasina yardim eder. Piht1 sonraki 15-30 dakika

icinde, prostattan gelen profibrinolizinden olusan fibrinolizinlerle ¢oziiniir ve eritilir.
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Pihtinin ¢6ziilmesiyle birlikte, spermlerin yeniden yiiksek hareketlilik kazandig1 goriiliir.

(Guyton ve Hall, 2013)

Prostat stromasi, yapisal onemine ek olarak, glandiiler gelisim ve hiicre
fonksiyonunun diizenlenmesinde de rol oynar ve prostat icindeki prostat inflamatuar
yanitinda da onemli bir rol oynadigi goriilmektedir. Prostat yiiksek ¢inko igerigine
sahiptir ve spermi enfeksiyondan koruyabilir. Cinko basta infertilite olmak {izere bir¢ok

nedenden dolay1 6nemlidir (Terlecki ve Ryan, 2020).

2.4.1. Hormon Kontroli

Kanda bulunan testosteronun biiyiik bir kismi albiimin ve seks hormonu baglayici
globulin gibi proteinlere bagli haldedir ve ancak %2'si prostata difiize olabilmekte ve
biiytik bir kism1 DHT’ye donistiiriilmektedir. Dihidrotestosteronun prostata baglanma

afinitesi, androjen reseptorii i¢in testosterondan daha yiiksektir (Terlecki ve Ryan, 2020).

2.4.2. Prostatin immiinolojik Ozelligi

Prostat, immiinolojik olarak yetkin bir organ olarak akcigerlere ve bagirsaklara
benzer sekilde lenfositler, makrofajlar ve mast hiicreleri igerir. Prostat dokusundaki
bagisiklik reaksiyonlar1 bilyiik olasilikla seks hormonlarindan etkilenir ve inflamasyon
duyarliligini etkileyebilir. Lenfositler sitokin salgilar ve hem stromada hem de epitelde

biiylimeyi diizenleyebilir (Terlecki ve Ryan, 2020).

2.5. Prostat Histofizyolojisi

Epitelyal aktivite androjen stimiilasyonuna baglidir. Stromanin fibromiiskiiler
hiicreleri i¢inde testosteronun (T) aktif formu olan DHT nin rolii 6zellikle onemlidir.
Yalnizca stromal hiicreler, T'yi DHT'ye dontistiiren bir enzime (5-alfa-rediiktaz) sahiptir.
DHT, sitoplazmadaki reseptdriine baglanir ve genleri aktive ettigi ve mitojenik biiyiime
faktorlerinin (MGF) sentez siirecini uyardigi niikleusa gider. Stromal hiicrelerden gelen
DHT komsu epitel hiicrelerinde MGF sentezini uyarir. MGF daha sonra epitelyal ve
stromal hiicrelerin hiicre membraninin yiizeyinde bulunan reseptoérlerine etki ederek

biiyiime ve proliferasyona neden olur (Samija vd, 2009).
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2.6. Prostat Patolojisi

Prostat, en onemlileri periferik ve metastatik kistmlar olmak iizere birka¢ kisma
ayrilabilir. Proliferatif lezyon tipleri de her bolge icin farklidir. Ornegin, hiperplastik
lezyonlar birincil olarak dahili metastatik alanlarda meydana gelirken, karsinomlar (%70-
80) periferik alanlarda meydana gelir. Normal bir prostatin iki hiicre tabakasina sahip bir
bezi vardir. Kalin epitelyumun bazal tabakasinin {izerinde siitunlu bir salgi epitel hiicreleri

tabakasi bulunur. Prostati ¢evreleyen stroma, diiz kas ve fibr6z dokudan olusur.

Prostatin patolojik lezyonlart ii¢ grup altinda incelenebilir; Enflamatuar,
hiperplazi ve neoplastik hastaliklar. Her tigli de prostatin bir miktar biiyiimesine neden
olur. Prostat iiretray1 ¢evrelediginden, 6nemli prostat biiylimesine neden olan herhangi
bir lezyon iiretra liimenini kolayca daraltabilir. Bu nedenle prostat hastaliklar1 kendilerini
tiriner semptomlarla gosterir. Bu semptomlar ¢esitlidir. Genellikler sik idrara ¢ikma,

noktiiri ve idrara yapmakta zorluk sayilabilir (Robbins, 2014).

2.6.1. Prostatit

Prostat inflamasyonlar1 akut veya kronik olabilir. Bakteriyolojik incelemeler ve
transrektal prostat mesaji sonucu elde edilen prostat sekresyonlarinin incelenmesine gore
daha ileri bir siniflama yapilabilir. Bakteriyel prostatitin en sik sebebi E. Coli’dir.

Prostatit dort kategoriye ayrilir:

I.  Akut bakteriyel prostatit (%2-5). Akut idrar yolu enfeksiyonlariyla benzer
mikroorganizmalar neden olur.

Il.  Kronik bakteriyel prostatit (%2-5). Siklikla idrar yollar1 enfeksiyonlarina neden
olan patojenlerden kaynaklanir.

I1l.  Kronik non-bakteriyel prostatit veya kronik pelvik agri sendromu (%90-95).

Lokal semptomlara ragmen idrar yolu patojenlerinin saptanmadigi bir durumdur.

IV.  Asemptomatik enflamatuar prostatit (insidans1 bilinmiyor). Idrar yolu patojenleri

bulunmamasina ragmen prostat salgilarinda tesadiifen l6kositler tespit edilir

(Robbins, 2014).

Prostatit klinik ozellikleri

Klinik olarak, akut bakteriyel prostatitte ates, titreme ve idrar yapma zorlugu

(diztir) goriliir ve bir komplikasyon olarak sepsis ortaya cikabilir. Rektal muayenede
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prostat hassastir. Kronik bakteriyel prostatit genellikle tekrarlayan asemptomatik
epizodlarla tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlar ile iliskilidir. Sirt agrisi, diziiri, perine
ve suprapubik bolgede rahatsizlik ile kendini gosterir. Hem akut hem de kronik bakteriyel
prostatit antibiyotiklerle tedavi edilir. Kronik bakteriyel olmayan prostatitin (kronik
pelvik agri sendromu) tanisi zordur. Bu hastalarda, Ulusal Saglik Enstitiileri Kronik
Prostatit Semptom Indeksi (NIH-CPSI) ¢alismasina gore, rektal muayene, idrar tahlili ve
idrar ile prostat sivisi toplama islemi tamamlanmalidir. Bu 6rnekleme yontemi, mesane
ve iretranin kirlenmesini O6nlemek ve enfeksiyon yokken (beyaz kan hiicrelerinin

varliginda) prostattaki iltihabi belirlemek i¢in kullanilir (Robbins, 2014).

2.6.2. Benign Prostat Hiperplazisi (Nodiiler Hiperplazi)

Iyi huylu prostat hiperplazisi (BPH) ¢ok yaygin bir durumdur ve prostat icinde
biiylik, belirgin nodiillerin gelismesi ile karakterizedir. 40 yasin tizerindeki bir¢cok erkekte
goriiliir. Siklik yasla birlikte artar ve 80'lerde %90'a ulasir. BPH, hem epitelyal hem de
stromal elementlerin proliferasyonu ile karakterize edilir ve bazi vakalarda idrar yolu
obstriiksiyonuna yol acan glandiiler genisleme vardir. BPH'nin nedenleri tam olarak
anlagilamamis olsa da, androjene bagli olarak epitel ve stromal elemanlarin asiri
cogalmasmin BPH gelisiminde dnemli bir rol oynadig: goriiliir. BPH ergenlikten once
testisleri alinmig erkeklerde ve androjenik aktiviteyi bloke eden kalitsal bir bozuklugu
olan erkeklerde goriilmez. Prostatta testosterondan Sa-rediiktaz tip 2'min etkisiyle
sentezlenen dihidrotestosteron (DHT), BPH'nin ana aracisidir. DHT, prostat epitelyal ve
stromal hiicrelerin biiylimesini ve hayatta kalmasini destekleyen genlerin ekspresyonunu
diizenleyen niikleer androjen reseptdriine baglanir. Testosteron ayrica androjen
reseptOrlerine baglanir ve biiylimeyi uyarir, ancak DHT on kat daha giicliidiir. Prostat
bliylimesine bagl alt {iriner sistem obstriiksiyonu semptomlari, prostat diiz kasinin a-

adrenerjik reseptor aracili kasilmasi ile siddetlenebilir (Robbins, 2014).

Prostat nodiilleri yaklasik 60-100g arasindadir. Nodiiller karakteristik olarak
iiretra ¢evresinden kaynaklanir. Bu dagilim periferik bolgeleri tutan prostat kanseri ile
zittir. Nodiillerin gercek bir kapsiili olmamasina ragmen ¢evresindeki parankimin
kompresyonu nedeniyle kesitte 1yi sinirlidir. Hiperplazinin mikroskopta primer olarak

glandiiler proliferasyon sonucu olustugu goriiliir.
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2.7. Prostat Kanseri

Prostat kanseri (PCa), 6zellikle yaslanan niifusa sahip gelismis lilkelerde diinya
capinda yaygin bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Erkeklerdeki kansere bagl
oliimlerde akciger kanserinden sonra ikinci siray1 alir. 50 yasin lizerinde goriiliir ve 75

yas civari en yiiksek sikliga ulagir.

Son yillarda PCa insidansindaki hizli artis, kismen erken teshis i¢in tani
prosediirlerinin gerekli kilmaktadir (rektal muayene- prostat spesifik antijen (PSA) testi,
transrektal ultrason, manyetik rezonans ve Gleason skoru). Gizli prostat kanserinin
yaygin oldugu ve c¢ok sayida teshis edilmemis vakanin oliimden sonra kesfedildigi

goriilmektedir.

Prostat kanseri teshisi kolay olmayabilir. Ug farkl: sekilde karsimiza ¢ikabilir:

1) Klinik prostat kanseri (klinik teshisin miimkiin oldugu semptomatik vakalar),

2) Gizli prostat kanseri (birincil lezyon kiiciik veya gizli kalir, ancak metastazlar
klinik olarak kendini gosterir),

3) Latent prostat kanseri (belirti ve semptomlarla klinik olarak taninmaz). Latent
form genellikle benign prostat hiperplazisi nedeniyle prostatin transiiretral
rezeksiyonunda beklenmedik bir bulgu olarak veya asemptomatik hastalarda

tarama ile tespit edilir (Boyle, Maisonneuve ve Napalkov, 2005).

Semptomlar tlimoriin anatomik biiyiikliigii ve yayilimina dayanir. En sik goriilen
sikayetler idrar yapmada giigliik, sik idrara ¢ikma ve noktiiridir ve tiim bu belirtiler prostat
hipertrofisinden de kaynaklanabilir. Hastaligin ileri evresi, tiriner retansiyon ve sirt agrisi
ile kendini gosterebilir, ¢linkii aksiyal iskelet kemik metastatik hastaliginin en yaygin
bolgesidir (Rawla, 2019). Evre A: timor asemptomatiktir ve ancak prostatektomi
materyalinin histolojik incelenmesi sirasinda tespit edilir. Evre A1 yavas progresyon hizi
nedeniyle hastalarin ¢ok azinda ¢ok kiigiik bir oranda oldiiriictidiir. Evre A2 lezyonlar
daha kotiidiir ve tedavi edilmemis hastalarin %20’sinde uzak metastazla 6liime yol agar.
Evre B’de rektal muayene ile tan1 koyulabilir. Hastalarin yaklasik %80’1 evre C veya D
olarak basvurur. Genellikle diziiri, idrar akiminda yavaslama ya da idrar retansiyonu gibi
sikayetleri vardir. Perine ve rektumda agr1 ge¢ semptomlar olarak goriiliir. Evre D de ise

kemik metastazina bagli kemik agris1 ile bagvurabilir (Robbins, 2014).
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Kaynak: Prostate Cancer Prevention (PDQ®): Patient Version. 2022

Sekil 2.5. Prostat biiyiimesi

Prostat kanseri dogrudan, lenfatikler ve venler yoluyla yayilir. Lokal yayilimi
siklikla vezikiila seminalisleri ve mesane tabanini tutar. Rektum duvarina uzanimi
nadirdir. Bolgesel lenf nodlarina metastaz erken olur ve ¢ogunlukla vaskiiler yayilimdan
oncedir. En sik goriilen hematojen metastaz sekli kemik metastazidir. Kemiklerdeki
metastatik lezyonlar osteoplastik (destriiktif) ya da daha siklikla osteoblastik (kemik
olusturan) olabilir (Robbins, 2014).

Prostat kanseri insidansi yasla birlikte artar (Ferlay vd, 2019). Her ne kadar 50
yasin altindaki 350 erkekten sadece 1'i prostat kanseri tanisi alacak olsa da (Perdana vd,
2016) 50 ile 59 yas arasindaki her 52 erkekte goriilme sikligi artmaktadir. 65 yas tistii
erkeklerde insidans orani yaklasik %60'dir (NCI, Bethesda, MD, 2016).

2.7.1 Gleason Puanlama Sistemi

PCa tan1 ve tedavisinde biyokimyasal iki marker, prostatik asit fosfataz (PAP) ve
prostat spesifik antijen (PSA) degerlidir. ikisi de hem normal hem de neoplastik prostat
epiteli tarafindan yapilir. PAP serum diizeyleri, tiimorleri kapsiilii agsmis ya da metastaz
yapmis hastalarda yiikselir, fakat lokalize hastaligin tanisinda faydasi yoktur. PSA
yiiksekligi ise hem lokalize hem de ilerlemis PCa da goriiliir. Serum seviyeleri BPH’ de

de yiikselir ama daha az orandadir.
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PCa’nin yayilimimi belirleyebilmek igin evreleme yapilir. PCa da evreleme
amaciyla;

1) Primer timdriin boyutu,

2) Yakin lenf diigiimii tutulumu,

3) Metastaz olup olmadig,

4) Tan1 sirasindaki PSA degeri ve

5) Gleason puanlamasina bakilir.

Gleason puanlamasi (skoru) kanserin hizli biiyiime ve yayilma olasiligina gore
smifin1 - gostermektedir. Gleason skoru, giivenilir ve Ongoriilebilir histolojik
derecelendirme sistemidir ve ilk olarak patolog Dr. Donald Gleason tarafindan 1960'larda
tanimlanmistir.  Prostat kanserinin tiim patolojik tanimlar1 i¢in evrensel olarak kabul
edilir (Montironi vd, 2016). 2016 yilinda, Diinya Saglhk Orgiitii (WHO), eski Gleason
skorlama sistemi ile klinik deneyime dayanan ve Gleason skorlari daha diisiik olan
hastalarda klinik sonuglarda ¢ok az fark oldugunu, ancak daha yiiksek derecelerde daha
farkl1 oldugunu one siirerek yeni bir smniflandirma sistemi onerdi. Boylece Gleason

skorlamast giincellendi (Chen ve Zhou, 2016).

Gleason skoru, diger kanserlerin ¢ogunu tanimlayan hiicre 6zelliklerinden daha

cok prostattaki bezlerin mikroskobik diizenine veya modeline dayanir.

Gleason paterninde;

1) Bezin hemen hemen normal bir mikroskopik goriiniimde izlenmesi, normal
salg1 goriiniimiinde tiimoral doku goriilmesi,

2) Salg1 bezleri arasinda artmis bag doku goriilmesi,

3)Belirgin olarak bezin kenarlarina infiltrasyon goriilmesi,

4) Malign salg1 bezlerine ait diizensiz kiitlelerin goriilmesi,

5) Salg1 bezi goriintiisiiniin nadiren goriilmesidir (Gleason ve Mellinger, 1974,
Evans vd, 2016).

Gleason skoru her zaman sayilar seklinde iki skor ve ardindan bir toplam skor
icerir. Gleason derecelendirmesinde 6ncelik her zaman 1'den 5'e kadar olan ilk sayidir ve
ikinci sayi, ikincil bi¢imde de 1'den 5'e derecelendirilir. Bu nedenle, Gleason'a gore

mutlak en 1yi ve en diisiik risk, Gleason 1 + 1 =2 olsun ve en kétii yiiksek dereceli patoloji
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Gleason 5 + 5 = 10 olacaktir. Gergek hayatta, bu histolojik u¢ noktalar neredeyse hig
goriilmez (Pierorazio vd, 2013). Sadece bir Gleason skoru veya paterni goriiliirse,
Gleason skoru, Gleason 3 + 3 = 6'daki gibi tekrarlanan ve toplanan ayni Gleason
skorundan olusacaktir; en sik bulunan Gleason skorudur (Epstein vd, 2017). Diisiik
dereceli tiimorler, 3 + 3 = 6 veya daha diisiik herhangi bir Gleason skoru olacaktir
(Pierorazio vd, 2013). Orta dereceli kanser, Gleason skoru 3 + 4 = 7 olacaktir. (Pan vd,
2000). 4 + 3 =7 veya daha yiiksek bir Gleason skoru, yiiksek dereceli kanser olarak kabul
edilir (Pierorazio vd, 2013).

Prostat kanserinin diger 6nemli mikroskobik histolojik 6zellikleri ve gostergeleri

sunlar1 igerir: (Shen ve Abate-Shen, 2010). Glandiiler biiyiimenin infiltratif paterni;

. Bazal hiicre tabakasinin olmamasi

o Biiylik niikleoluslara sahip atipik olarak biiytimiis hiicre ¢ekirdekleri

J Artan mitotik figtirler

. Intraluminal ince mavi miisin

o Pembe amorf salg1

o Intraluminal kristaloidler

. Bitisik yiiksek dereceli prostat intraepitelyal neoplazisi (yliksek dereceli
PIN)

2.7.2. Risk Faktorleri

Prostat kanserinin kesin nedeni bilinmemektedir. Siklig1 yas ile artmaktadir.
Yaslanmayla ortaya ¢ikan endokrin degisikliklerden kaynaklandigi one siirtilmektedir.
Prostat kanseri geng erkeklerde nadirdir ve risk yasla birlikte artar. Hastaliga yakalanma
ihtimali 50 yasindan sonra keskin bir sekilde artar. 45 yasindan 6nce kanser nadirdir ve
hastalarin dortte ti¢ii 65 yas ve tizerindedir (Jha vd, 2014). Orsiektomi ile bu tiimdorlerin

baskilanmasi endokrin degisikliklerin 6nemini desteklemektedir.

Hastaliga yakalanma ihtimalini artiran baska risk faktorleri de vardir. Bunlardan
bazilar1 kontrol edilebilir, ancak aile dykiisii gibi bazilari ise degistirilemez. Bir veya daha
fazla risk faktoriine sahip bircok erkekte hastalik gelismezken, herhangi bir risk faktorii
olmasa da PCa gelisebilir (Robbins, 2014).
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Irk ve etnik koken

Prostat kanseri bolgesel ve ulusal farkliliklara gore, ayrica irk ve etnik gruplarina

gore farkliliklar gostermektedir.

Afrikali Amerikalilar en yiiksek insidansa sahipken, Dogu Asyalilar en diisiik
oranlara sahiptir. Yerli Amerikalilarda da nadir goriilmektedir. PCa siyah irkta tiim yas
gruplarinda beyaz irktan daha yiiksek bir insidans oranina sahiptir ve ayn1 zamanda daha
agresif seyretmektedir. Afrika kokenli erkeklerde PCa riski iki kat fazladir. Etnik gruplar
arasindaki risk farkliliklari, testosteron metabolizmasinda yer alan enzimlerden sorumlu
genlerin alellerindeki farkliliklardan kaynaklanabilir. PCa orsiektomi gecirmis erkeklerde
ozellikle de puberte Oncesi orsiektomi gegirmis erkeklerde goriilmemesi, androjenlerin
prostat kanseri etiyolojisinde rol oynayabilecegini gostermektedir. Androjenler, prostat
biiyiimesi ve islevi i¢in gereklidir ve deney hayvanlarinda PCa’ya neden olabilirken,
androjen ablasyonu genellikle PCa remisyonu ile iligkilidir. Ekolojik ¢alismalar, serum
testosteron seviyeleri, 6zellikle DHT ile Afrikali Amerikalilar, Kafkasyalilar ve Japon

erkekler arasinda PCa riski arasinda bir iliski bulmustur (Gann, 2002).

Genetik

Herhangi bir hastaligin ¢ogunlukla genetikten kaynaklanma olasilig1 yiiksektir.
Bazen PCa’nin nedeninin belirsiz oldugunun ve genetik arka planin, etnik koken ve aile
gecmisinin PCa riskine katkida bulunabilir. Birinci derece akrabasinda (baba veya erkek

kardes) PCa olan erkekler, genel popiilasyona gore iki kat daha fazla risk tasir.

Etkilenen erkek kardeste risk, etkilenen babadan daha fazla artar. Birinci derecede
etkilenen iki akrabasi olan erkeklerin riski 5 kat daha fazladir. Ailede PCa Gykiisii yiiksek
olan hastalar, daha geng yasta ve daha lokal olarak ilerlemis hastaligi olan kansere sahip
olma egilimindedir. Ayrica radikal prostatektomiden sonra daha yiiksek biyokimyasal
niiks riskine sahiptirler. BRCA1 ve BRCAZ2'deki mutasyonlar prostat kanseri ile iligkilidir
(Barfeld, East, Mills ve Zuber, 2014; Benafif ve Eeles, 2016; Bruner vd, 2003; Petrovics,
Srivastava ve Tan, 2018).

Diyet

Birgok vitamin takviyesi PCa riskini artirabilir veya azaltabilir. Bazi aragtirmalar,

batil1 bir diyet yemenin PCa’ya neden olabilecegini kanitlamigtir. Trans yag asitleri,
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doymus yag veya karbonhidrat alimi ile PCa arasindaki iliski {izerine ¢ok sayida aragtirma
yapilmistir. Bazi arastirmalar, ekstra kalsiyum aliminin ilerlemis PCa ile iligkili oldugunu
gostermistir. Ayrica doymus yag ve siit tirlinlerinden zengin bir diyet de riski artirir. PCa
teshisi konduktan sonra tam yagl siit tiiketimi, 6zellikle asir1 kilolu erkeklerde, niiks
riskinin artirabilir (Freedland vd, 2008; Aronson, Lin ve Freedland, 2015; Pettersson vd,
2012; Song vd, 2013).

Diisiik D vitamini seviyeleri de PCa gelisme riskini artirabilir. Balik tiiketiminin
PCa’dan 6liimii azaltabilecegi, ancak insidans oranini etkilemedigi yoniinde ¢aligmalar
vardir. Bazi ¢aligmalarda, vejetaryen bir diyetin PCa oranlarini azalttigini1 desteklemekle
birlikte, kesinlik gostermemektedir. Folik asit takviyeleri de arastirilmis ancak PCa
gelisme riskini etkiledigi gosterilememistir (Schenk vd, 2014; Catsburg vd, 2012;
Tantamango-Bartley vd, 2016; Vollset vd, 2013).

Enfeksiyon

Bir¢ok enfeksiyon, PCa gelisimi ile iligskilendirilebilir. Klamidya, gonore veya
sfiliz enfeksiyonlarmin PCa gelistirme riski bulunmaktadir (Hayes vd, 2000; Sfanos vd.
2012).

Enflamasyon

Kotii huylu veya iyl huylu tiim siireglere ek olarak, viicudun savunma
mekanizmasinin bir parcasi olarak enflamasyon gelisir ve iyilesme siirecinde 6nemli bir
rol oynar. Viicut bir davetsiz misafir algiladiginda, ondan kurtulmak i¢in biyolojik bir
tepki verir. Patojenler; bakterileri, viriisleri ve enfeksiyonlara neden olan diger
organizmalari igerir. Bazen viicut yanliglikla kendi hiicrelerini veya dokularimi zararli
olarak algilar, ¢iinkii boyle bir reaksiyon tip 1 diyabet gibi otoimmiin hastaliklara yol
acabilir ve enflamasyon bazi metabolik sendromlar gibi ¢ok ¢esitli kronik hastaliklara da
neden olabilir. Bu kronik hastaliklar iginde Tip 1 ve 2 diyabet, kalp hastaliklar1 ve obezite
sayilabilir. Bu kisilerin viicutlarinda genellikle daha yiliksek diizeyde inflamatuar

belirtecler bulunur.

Enflamasyon esasinda koruyucu bir yanittir. Temel amaci organizmay1 hem hiicre
hasarmin nedenlerinden (mikroorganizma ve toksinler gibi), ve sonuglarindan

korumaktir.
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Akut ve kronik olmak tizere iki tip enflamasyon vardir.

Akut inflamasyon, akut veya kisa siireli inflamasyonu igeren bir yaralanma veya
hastalig1 ifade eder. Organizmada patojen tespit edildiginde, bagisiklik sistemi bir dizi
reaksiyon baslatir; dokular plazmada protein biriktirir, bu da sivi birikmesine ve sismeye

yol acar. Akut inflamasyonun bes temel belirtisi vardir:

1. Agri; siirekli veya yalnizca bir kisi etkilenen bolgeye dokundugunda
ortaya ¢ikabilir.

2. Kizariklik; bolgede sikisan kan akisinin artmasi nedeniyle olusur.

3. Islev kaybi; eklem hareketlerinde, nefes almada, koku alma duyusunda

vb. olas1 zorluklar.
4, Siv1 birikirse, siglik gelisebilir.
5. Is1; Artan kan akisi, etkilenen bolgede sicaklik artisina neden olabilir.,

Bu belirtilerin her zaman mevcut olmadigi, bazen iltithabin semptomsuz "sessiz"
oldugu belirtilmelidir. Kisi ayrica yorgun hissedebilir, genellikle iyi olmayabilir ve atesi
olabilir. Akut inflamasyon belirtileri, nedene bagli olarak saatler veya giinler ig¢inde
ortaya cikabilir. Bazi durumlarda, ciddi iltihaplanma meydana gelebilir. Nasil gelistigi ve
ne kadar siirdiigii, nedene, viicudun hangi boliimiiniin etkilendigine ve bireysel faktorlere
baghdir. Akut inflamasyon durumuna yol acabilecek bazi faktorler ve enfeksiyonlar
sunlardir; akut bronsit, apandisit ve "-itis" ile biten diger hastaliklar, tirnak batmasi, soguk

alginlig1 veya gripten kaynaklanan bogaz agrisi, fiziksel travma veya yara.

Akut inflamasyon belirtileri birka¢ giin, subakut inflamasyon ise 2-6 hafta stirer.
Kronik inflamasyon aylar hatta yillar siirebilir veya diyabet, kardiyovaskiiler hastalik
(CVD), romatoid artrit ve diger eklem hastaliklari, alerjiler, kronik obstriiktif akciger
hastalig1 (KOAH), psoriasis gibi ¢esitli hastaliklarla iliskili olabilir. Semptomlar hastaliga
bagli olarak degisiklik gosterir, agr1 ve yorgunluk da igerebilir.

Viicutta enflamasyon olup olmadigimi belirlemek i¢in biyobelirtegler olarak
bilinen maddelerin seviyeleri tetkik edilir. C reaktif protein (CRP) gibi. CRP seviyeleri
yaslilarda ve kanser ve obezite gibi rahatsizliklar1 olanlarda daha yliksek olma

egilimindedir. Enflamasyon, fiziksel bir faktdr bir bagisiklik tepkisini tetiklediginde
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ortaya c¢ikar, ancak bu mutlaka bir enfeksiyon oldugu anlamina gelmez, ancak bir
enfeksiyon iltihaplanmaya neden olabilir. Akut iltihaplanma, ar1 sokmasi veya toz,

yaralanmalar, enfeksiyonlar gibi maddelere maruz kalmayla olusabilir.

Bir kisi asagidakilere sahipse kronik inflamasyon gelisebilir:

J Asirt duyarlilik ve alerjik durumlarda goriilebilir

J Maruz kalma; bazen endiistriyel bir kimyasal gibi tahris edici bir
maddeye diisiik seviyede uzun siire maruz kalmak kronik enflamasyona
neden olabilir.

. Otoimmiin bozukluklar; Bagisiklik sistemi, psoriyasisde oldugu gibi
normal saglikli dokuya saldirir.

° Otoenflamatuar hastaliklar; Genetik bir faktor, Behget hastaliginda
oldugu gibi bagisiklik sisteminin ¢alismasini etkiler.

o Kalict akut inflamasyon — Bazi durumlarda, insanlar akut
inflamasyondan tam olarak kurtulamayabilir ve bazen kronik

inflamasyona yol agabilir.

Kronik inflamasyon riskini artirabilecek kisiye bagli faktorlerde bulunabilir.
Bunlar: yas, obezite, sagliksiz yaglar ve ilave seker agisindan zengin bir diyet, sigara
kullanimi, diisiik seks hormonlari, stres, uyku sorunlari. Enflamasyon ile iligkili uzun
stireli hastaliklar ise, astim, kronik peptik iilser, tiiberkiiloz, romatoid artrit, periodontitis,

tilseratif kolit ve Crohn hastaligi, siniizit vb dir.

Kronik veya tekrarlayan enflamasyon, karaciger, 6zofagus, mide, kolon ve
mesane kanserleri dahil olmak iizere insanlarda bircok kanserin gelisiminde 6nemli bir
rol oynar. Prostat dokularinda uzun yillardir enflamatuar degisiklikler fark edilmekte ve
inflamasyonun PCa gelisimine katkida bulunup bulunmayacagi konusu arastirilmistir.
Son yillarda yapilan c¢alismalar PCa patogenezinde prostat enflamasyonunun roli
oldugunu gostermektedir (Nelson vd, William, 2020). PCa’li erkeklerde radikal
prostatektomi ile ve BPH icin prostat igne biyopsisi ve transiiretral rezeksiyon
numunelerinin ¢ogunda enflamatuar degisiklikler mevcuttur. Prostatit genellikle
semptomlarla iligkili olmadig1 i¢in prostatit prevalansi bilinmemektedir ve PCa ile olan

iligkisini ortaya koymak zordur. 40 ila 79 yas arasindaki erkeklerin yaklasik %9'u veya
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daha fazlasi, prostat iiretra yakinindaki enfeksiyona atfedilebilecek pelvik kizariklik ve
agrt (klinik/semptomatik prostatit sendromu olarak adlandirilir) semptomlar1 bildirir
(Roberts vd, 1998). Semptomatik prostatit ataklarmin ¢ogunda, spesifik enfeksiyoz
ajanlar tespit edilemeyebilir. Bununla birlikte, cinsel yolla bulasan enfeksiyonlarin

prostat kanseri riskini artirdig1 goriilmektedir (Sutcliffe, 2010).

Mevcut hipotezler, enflamasyonun PCa gelisimini hizlandirabilecegi tizerine de
yogunlagmustir. Prostat kanserinin epidemiyolojisi, PCa’nin molekiiler patogenezinde rol
alan genlerin arastirilmasini1 da zorunlu kilmaktadir. Diinyada PCa riskinin yiiksek
oldugu ve diisiik oldugu bdlgelerde prostat enflamasyonunun yaygin olup olmadiginin
arastirtlmasi bu konuda kesin sonug¢ vermemistir. Buna karsin, proliferatif enflamatuar
atrofi (PIA) lezyonlarinin, yiiksek riskli PCa bolgelerindeki erkeklerde disiik riskli
bolgelerdeki erkeklere gore daha yaygin oldugunu gostermektedir (Sutcliffe, 2010).

2.8. Obezite

Diinya ¢apinda, erkek popiilasyonda obeziteye bagli gelisen kronik inflamasyon
durumunun neden oldugu agresif bir PCa mortalitesi riski vardir. Obezite, viicut kitle
indeksi (BMI1)>30kg/m? asir1 viicut yag1 olarak tanimlanir. Meme, endometriyal, kolon,
pankreas ve prostat kanseri dahil olmak iizere bir¢ok kanser tiiriiniin baslangici ve

ilerlemesi i¢in bilinen bir risk faktoriidiir (Tchio Mantho vd, 2017).

Bircok kanserin insidansi ve mortalitesi, obezite de dahil olmak {izere baslica
katkida bulunan faktorlerle birlikte giderek artmaktadir. Son on yilda, ¢ok sayida
epidemiyolojik calisma, obezitenin prostat kanseri de dahil olmak {izere bir¢ok kanser
tirtinden kaynaklanan artan risk ve oliim ile iligkili oldugunu ileri stirmiistiir (Renehan
vd, 2008).

Obezitede fazla miktarda bulunan yag doku metabolik ve endokrin aktivitelerin
bozulmasina neden olur. Adipositlerin sentezleyip salgiladig: ¢esitli mediatorler, immiin
sistemi aktive ederek sistemik ienflamasyona neden olur. Yag dokusundan salgilanan ana
hormonlardan biri, yaglanma seviyeleri ve BMI ile iliskili oldugu gosterilen leptindir
(Faroogi ve O'Rahilly, 2009; Havel, 2000).
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PC ve obezite arasindaki baglanti ¢ok yonliidiir. Adipositlerle birlikte kiiltiire
edilen PCa hiicrelerinde proliferasyon, farklilasma, biliylime ve sitokin ekpresyonu
gozlenmistir. Bircok calisma, obezitenin hastaligin ilerlemesine de neden olabilecegini
ve PC'nin artmasi ve yayilmasindaki ana faktorlerin leptin hormonunun yani sira insiilin,
seks hormonlart ve biiylime hormonu oldugunu ileri siirmektedir (Banks, DiPalma ve
Farrell, 1999; Cioffi vd,1996).

Insan viicudunda, hasarli dokular1 onarmak icin siirekli olarak yeni hiicreler
olusturulur. Normalde hiicre cogalmasi ve 6liimii dengeli bir sekilde gergeklesir. Kanserli
kosullarda biiyiime, bolinme ve 6liim diizensizdir. Bunun sonucunda, viicutta anormal
bir kitle olusabilir. Apoptoz, patolojik veya normal kosullarda arastirilan bir siirectir
(Wong, 2011). Bu siirecin gesitli patolojik durumlardaki énemli rolii nedeniyle, yeni
tedavilerin kesfi i¢in ilgili mekanizmalarini anlamak Onemlidir. Kanserde hiicre
boliinmesi ile 6liim arasinda bir dengesizlik vardir. Aslinda, 6liim sinyallerinin eksikligi

nedeniyle kesin hiicre 6limii gergeklesmez (Begley ve Ellis, 2012; Simonian vd, 2018).

2.9. Leptin

Leptin, yag dokusu tarafindan salgilanan bir protein hormonudur. Leptin
reseptoriine (LEPR) ligand olarak baglanarak istahi ve enerji titkketimini diizenler (Hsiao
ve Lin, 2021). Leptin, hormon sentezinin yani sira kan basinci, {ireme, osteogenez,
hematopoez, anjiyogenez ve bagisiklig igeren siirecleri modiile etmede 6nemli bir rol
oynar (Charchour vd, 2020). Ayrica leptinin, enerji metabolizmasi, noérovaskiiler
hastaliklar veya obezite gibi bircok endokrin hastalik ve metabolizma ile ilgili
hastaliklarin patofizyolojisinde rol aldigi bulunmustur (Garcia-Castano vd, 2019; Pham
ve Park, 2020). LEPR tarafindan kodlanan leptin reseptord, tip 1 sitokin reseptor ailesinin
bir lyesidir ve bir¢ok malign kanser tiirlinlin patogenezinde anahtar rol oynadigi
gosterilmistir (Hsiao ve Lin, 2021). Leptin sinyal yolaklarindaki degisiklikler, kanser
hiicrelerinde spesifik sinyal yollarinin aktivasyonu yoluyla maligniteleri indiikleyebilir
(Gonzalez-Perez, Mullen ve R, 2016). Son arastirmalar, leptin reseptorlerinin prostat
kanseri, over kanseri, meme kanseri, karaciger kanseri, akciger kanseri ve diger bir¢ok
kanser tiiriinde yiiksek oranda eksprese edildigini gostermektedir (Howard, Pidgeon ve
Reynolds, 2010). Cesitli deneysel arastirmalar, leptin-leptin reseptor sinyallesmesinin,

hiicre proliferasyonu, metastaz, anjiyogenez ve kemorezistans dahil olmak iizere kanser
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progresyonu ile iligkili cesitli siirecleri tesvik etmedeki onemli roliinii vurgulamistir

(Saxena vd, 2007; Chen, 2007).

Leptin en yiiksek seviyede salgilanan ve en iyi karakterize edilen adipokindir.
Adipositler tarafindan visseral yag birikimi ve adiposit kitlesi ile dogru orantili olarak
salgilanir. En 6nemli islevi istah kontroliidiir. Hipotalamusa etki ederek besin alinimini
baskilayan bir hormondur. Ag¢lik durumunda plazma leptin diizeyleri diiser. Yemekten
sonra ise leptin seviyeleri artarak, istah1 azaltir. Ancak pekg¢ok obez kisinin normal veya
zay1f insanlara gore daha yiiksek serum leptin seviyelerine sahip olduklar1 gosterilmistir.
Kan leptin diizeyleri yiiksek oldugu halde istahlarinin baskilanmadigi  goriilmiistiir.
Bunun nedeni beyinin leptin sinyaline karsi duyarsizlagmasi ve leptin reziztansinin
gelismesidir (Izquierdo vd, 2019). Yiiksek leptin seviyeleri ile PCa iliskisini arastiran
cesitli calismalar bulunmaktadir. Tlerlemis ve yiiksek dereceli prostat kanserli hastalarda
dolasimdaki serum leptin diizeyleri anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (Al Refai,
Kamel ve Nassir, 2020). Leptinin anjiogenezi artirdigi, bunun da kanserin ilerlemesine,
invazyonuna ve metastazina neden oldugu anlagilmistir. Ayrica leptin-bagimli biiyltime
faktorii sekresyonu PCa hiicrelerinin migrasyonuna neden olmaktadir. Prostat kanser
hiicrelerinin leptine verdikleri proliferasyon yanitinda PI3-K sinyal yolagimin rol aldig1
gosterilmistir. Bu sinyal yolaklarinda olusabilecek degisiklikler hem obezite, diabet ve
insiilin reziztans1 gelismesinde hem de prostat kanseri gelisiminde kritik 6neme sahiptir

(Mistry vd, 2007, Fantuzzi, 2005).

Leptin transmembran reseptorleri (Ob-R) yaklasik alt1 izoforma sahiptir; uzun
leptin reseptorii (Ob-Rb) en baskin olanidir. Leptin baglanmasi, mitojenle aktive olan
protein kinaz (MAPK) sinyal iletim zincirini uyarir (Banks, vd, 2000). In vitro ¢aligmalar,
prostat kanseri hiicre dizilerinde leptinin mitojenik roliinii gostermistir (Somasundar vd,
2003). Leptinin, androjene direngli PCa hiicre hatlarinda (DU145 ve PC-3) endotel hiicre
proliferasyonunu tesvik ettigi gosterilmistir ve bu bulgu da leptinin PCa'da anjiyogenez,
ilerleme ve metastaz indiiksiyonunda anahtar rolii olabilecegini gdstermektedir. Bu
nedenle, obez hastalarda oldugu gibi yiiksek leptin seviyelerine uzun siireli maruz kalma,
artan PCa riskinin ve/veya PCa agresifliginin olasi bir nedenidir (Noda vd, 2015). Yiiksek
leptin ve Ob-R (tip 1 sitokin reseptorii) ekspresyon seviyeleri rapor edilmistir. Leptin,
PCa'da benign prostat hiperplazisi (BPH) dokusuna gore anlamli derecede yliksek
bulunmustur (Hoon Kim vd, 2008).
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2.10. Tar¢in

Gilinimiizde pek ¢ok kanser ¢esidinin tedavisinde oldugu gibi prostat kanseri i¢in
de fitokimyasallarin etkileri arastirilmakta ve kanser hiicrelerini hedef alan akilli ilag
tedavilerini gelistirmek i¢in aragtirmalar yapilmaktadir. Bu yaklasimlar icinde kanser
sinyal yolaklarmin hedeflenmesi vardir. C-Met, PI3K/AKT/MTOR, hedgehog, Src kinaz
yolagi bunlardandir. PI3K (phosphatidylinositol 3-kinases) hiicre siklusunun
diizenlenmesinde rol oynayan énemli bir hiicre igi sinyal iletim yolagidir ve farkli kanser
tiplerinin gelismesinde Onemli oldugu gosterilmistir. Bu yolak hiicre canliligi,
farklilagmasi, proliferasyonu, biiyiimesi, metabolizmasi, migrasyon ve anjiogenesisde rol
oynamaktadir. Apopitozun azalmasina ve proliferasyon artisina neden olur. Bunu ¢esitli
mekanizmalarla yapar. Bunlar iginde Bcl-2 ailesi tiyeleri BAD ve BAX, NF-kappa-B ve
p53 antagonisti Mdm?2 vardir. PI3K inhibitorlerinin kanser tedavisi amaciyla kullanilmast
giindemdedir. Idealalisib, FDA onay1 alan ilk PI3K inhibitorii olmustur. Ozellikle kronik
lenfositik 16semi ve bazi lenfomalarda kullanilmaktadir. MAPK (mitogen-activated
protein kinases) yolagi hiicre yiizeyinden ¢ekirdege sinyal iletimi yapan ana yolaklardan
birisidir. MAPK bazi transkripsiyon faktorlerinin aktive olmasina neden olur ve hiicre

siklusunu etkiler (Antonarakis ve Wozney, 2014).

Fitokimyasallarin ~ antikanser  potansiyelinin  incelenmesi,  giliniimiiz
arastirmalariin 6nemli alanlarindan biridir (Chakraborty ve Dutta, 2018). Herhangi bir
potansiyel antikanser bilesiginin en belirgin sonucu, kanser hiicresi canliligindaki
degisikliklerdir. Bazi calismalar, tar¢inin gesitli kanser hiicrelerine karsi giiglii
antiproliferatif potansiyelini gostermistir (Schoene vd, 2005). Targin, farmasotik
miistahzarlar, kozmetikler, aromatik baharatlar ve tatlandiricilar (yiyecek ve igeceklerde)
ve kimya endiistrisinde yaygin olarak kullanilan 6nemli bir geleneksel bitkisel ilagtir ve

onemli bir ekonomik degere sahiptir (Kong ve Wu, 2013).
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Sekil 2.6. Tar¢inin insan saghgina etkileri

Cok eski zamanlardan beri baharat olarak yemeklerde ve geleneksel olarak
bitkisel ilaglarda kullanilan tar¢in bilesiklerinin biyoaktivitesi, bu bilesikler ile ilgili
biyolojik ve tibbi arastirmalar igin genis bir alan agmistir (Hoskins, 1984). Son
zamanlarda, tar¢inin malignite gelisimi ile ilgili molekiiler yoniine dahil olan karmagsik

mekanizmalarin aydinlatilmasi, 6énemli bir arastirma alani haline geldi (Schoene vd,

2005).

2.10.1 Sinnamaldehit

Tar¢inin kabugundan yapragindan ve koklerinden ugucu yaglar elde edilmektedir.
Bu yaglar monoterpen hidrokarbonlar igerir. Kabugunda sinnamaldehit, yapraklarinda
eugenol ve koklerinde camphor yogun olarak bulunmaktadir. Cinnamomum Zeylanicum

kabugunda icerigin %49.9’unu sinnamaldehit olusturur.

Sinnamaldehitin, fitokimyasal 6zellikleri yaygmn olarak arastirilmistir. Insan
saglig1 lizerinde anti-inflamatuvar, antimikrobiyal, antioksidan etkileri, kan basinci, kan
kolesterol, lipid ve glukoz seviyelerini diisiiriicii etkileri, antitiimor ve antikanser etkileri
gosterilmistir. Sinnamaldehitin prostoglandinlerin olusumunu saglayan siklooksijenaz-2
(COX-2) enzimini kuvvetli olarak inhibe ettigi gdsterilmistir. Ayrica proinflamatuvar
transkripsiyon faktorii olan NF-kappa B inhibisyonu ve lipopolisakkarid induced nitrik
oksit inhibisyonu ile antiinflamatuvar etki gosterdigi ortaya konmustur. Antitimor ve

antikanser etkilerinin antiinflamatuvar etkileri yaninda antioksidan etkileri ile de
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yakindan ilgisi bulunmaktadir. Lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir.
Sinnamaldehitin retikiiloendotelyal sistemi aktive ettigi, tiimor nekrosis faktor alpha
(TNF-alpha) ve interferon gamma (IFN,) gibi sitolitik mediat6rlerin {iretimini
indiikledigi, perforin ve granzyme B ve C seviyelerini artirarak apopitoza neden oldugu

gosterilmistir. Cesitli biiylime faktorlerini baskiladigi da gosterilmistir (Li vd, 2008).

Sinnamaldehitin en ekonomik iiretim yoOntemi tar¢in kabugunun buharla

damitilmasidir (NCBI, 2022).

H

AN

Kaynak: Usai F, Di Sotto A.,2023
Sekil 2.7. Sinnamaldehitin kimyasal yapisi

Sinnamaldehit (C9H80) ve tiirevleri, Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa
tarafindan aroma verici maddeler olarak onaylanmistir. Ayrica, Birlesmis Milletler Gida
ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) Gida Katki1 Maddeleri Uzman
Komitesi (JECFA, 2000) ciddi giivenlik endiseleri bulunmadigini tespit etmistir (WHO,
2001).

Sinnamaldehit, s-cis ve s-trans olmak tizere iki konformasyonel izomerde bulunur.
Sinnamik asidin s-trans izomeri, tatlandiricilarda kullanilmaktadir (Burdock ve
Fenaroli’s, 2019).

2.10.2. Trans-Sinnamaldehit

S-trans izomeri (trans-sinnamaldehit), feslegen, targin, melaleuca bracteata,
alpinina galanga, peru balzami, storax ve kakao yapraklari, meyveler (¢ilek) gibi dogal

kaynaklardan sentezlenebilir ve izole edilebilir. (Kong vd, 2013).

S-trans sinnamaldehit, aga¢ kabugu yagi ekstraktinin en bol bulunan bilesenidir

(Liu, 2013). "Cis" karsiligi dogada bulunmaz; bu nedenle "trans" genellikle adindan
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cikarilir. Sinnamaldehit, kimyasal allerjendir. Sinnamaldehitin allerjen etkisi, artan

histamin salinimi ve hiicre aracili bagisiklik yoluyladir (NCBI, 2022).

Trans-sinnamik asit tlirevlerinin, akciger kanseri hiicrelerinin (A549), meme
kanseri hiicrelerinin (MCF-7), MCF-10A ve prostat kanseri hiicrelerinin (PC3) ve
melanoma proliferasyonunu ile timor biiyiimesini inhibe edebilecegini gdsteren
calismalar vardir (Bair Cabello ve Lamore, 2009; Liu vd, 2020). Sinnamaldehit ayrica,
anti-apoptotik protein Bcl-XL'nin ekspresyonunu azaltarak HepG2 hepatoma hiicreleri
tizerinde 6nemli bir antikanser etkisine sahiptir (Ng ve Wu, 2011). Trans sinnamaldehit,
anormal PC3 hiicrelerinde PI3K/MAPK sinyal yolagmi indiikleyerek, hiicre
proliferasyonunu inhibe etmektedir (Warsito vd, 2021).
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3. YONTEM

3.1. Arastirma Modeli

Bu galisma “in vitro” bir arastirma olarak gerceklestirilmistir. Arastirmada PC-3
insan prostat kanseri hiicre hatt1 kullanilmistir. PC-3 hiicrelerinde leptin ile obezite modeli

olusturulmus ve sinnamaldehitin etkileri arastirilmastir.

3.2. Arastirma Evren ve Orneklemi/Arastirma Materyali

Deneyler Mugla Sitk1 Kogman Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Ana Bilim Dali hiicre kiiltiirii laboratuvarinda gergeklestirildi. Bu aragtirmada kullanilan
PC-3 insan prostat kanseri hiicresi Amerikan Hiicre Kiiltiir Kolleksiyonu (American Type
Culture Collection, ATCC, Manassas, VA, USA)’den temin edildi.

PC-3 prostat kanseri hiicreleri deney siiresince 37 °C ve %5 CO: kosullarinm
saglayan bir inkiibatérde (MCO-18AC-PE, Panasonic) tutuldu. Deneylerde obesite
modeli olusturmak igin leptin (L4146, Sigma-Aldrich, USA) ve olasi etkilerini arastirmak
icin sinnamaldehit (C80687, Sigma-Aldrich, USA) kullanildi.

3.2.1 Hiicre Hattimin Uretilmesi

PC3 prostat kanseri hiicre hatt1 %10 fetal bovin serum (FBS) ve %1 antibiyotik
(penisilin 100 U/ml streptomisin 100 pg/ul) iceren RPMI-1640 (CP22-5029, Capricorn
Scientific) mediumla, steril 75 cm? flaska (SPL-Life sciences Co.Ltd,Korea) ekilerek, 37

°C'de % 5 CO2’li inkiibatorde kiilture edildi.

3.2.2. Hiicrelerin pasajlanmasi

Cogalan hiicreler %90 doygunluga ulastiktan sonra pasajlama yapildi. Hiicrelere
37°C'de 3 ml %0.05 Tripsin-EDTA (CP21-4265, Capricorn Scientific) soliisyonu
uygulanarak yiizeyden ayrilmalari saglandi. Inverted mikroskop altinda inceleme
yapilarak hiicrelerin tabandan ayrildigir gozlendi. Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile slispanse
edilen hiicreler, 15 ml'lik bir falcon tiipiine aktarildi. Tripsini inhibe etmek i¢in ortamdaki
tripsin miktarmnin 4 kati besiyeri ilave edildi, homojen dagilim i¢in hiicreler pipetlendi ve

300 g'de 5 dk santrifiij edildi (Nuve, NF 800R). Santrifiij sonrasi siipernatant atildi. Hiicre
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pelleti lizerine. 15 ml taze besiyeri ilave edildi ve yavas pipetleme ile pelet ¢oziindiiriildii.

Hiicreler 75 cm? flaska ekilerek 37 °C'de %5 CO2’li inkiibatorde kiiltiire edildi.

3.2.3.Sinnamaldehit Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

On pl sinnamaldehit (C80687, Sigma-Aldrich, USA) (d=1,05g/mL, 132.16g/mol)
1000 pl %60 etanol igerisinde ¢oziilerek sinnamaldehit stok soliisyonu hazirlandi. Etanol
solisyonu PBS ile dilue edildi Calismada kullanilan farkli konsantrasyondaki
sinnamaldehit soliisyonlari, stok soliisyondan RPMI-1640 besiyeri ile seyreltilerek
hazirlandi. Stok ¢ozeltisinden uygun diliisyonlar yapilarak 5, 10, 20, 40, 80 pg/ul

konsantrasyonlarda dozlar hazirlandi.

3.2.4. Deney gruplarinin olusturulmasi

Calismada 5 deney grubu olusturuldu. Bunlar;

Grup 1: Kontrol grubu: PC-3 hiicreleri 72 saat RPMI 1640 iginde kiiltiire edildi.

Grup 2: Sinnamaldehit grubu: PC-3 hiicreleri 48 saat RPMI 1640 i¢inde kiiltiire
edildikten sonra 42pg/ml (IC50) sinnamaldehit eklenerek 24 saat daha kiiltiire edildi ve
72 saate tamamlandi.

Grup 3: Leptin grubu: 100 ng/ul leptin iceren RPMI 1640 igerisinde PC3
hiicreleri 72 saat kiiltiire edildi.

Grup 4: Leptin + coziicii grubu: RPMI 1640 icerisinde PC-3 hiicrelerine 100
ng/ml leptin uygulandi. 48 saat kiiltiire edildikten sonra 150ul ¢oziicii(etanol) eklendi. 24
saat daha kiiltiire edilerek 72 saate tamamlanda.

Grup 5: Leptin+sinnamaldehit grubu: RPMI 1640 iginde PC-3 hiicrelerine 100
ng/ml leptin uygulandi. 48 saat kiiltiire edildikten sonra 42pug/ml sinnamaldehit eklendi

ve 24 saat daha kulture edilerek 72 saate tamamlandi.

Sinnamaldehit dozuna hiicre canlilik analizi ile tespit edilen ICso dozuna gore

karar verildi. Leptin dozu, Yigittiirk vd, (2022)’ye gore belirlendi.

3.3. Veri Toplama Araclar
3.3.1. WST-1 Hiicre Canhhlik Analizi

WST-1 hiicre canlilik analizi, canli hiicrelerden tetrazolyum tuzlarinin

salinmasina bagli renk degisimini 6lgen ve hiicresel sitotoksisiteyi 6lgmek i¢in kullanilan
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bir testtir. Calismamizda WST-1 testi sinnamaldehitin PC3 prostat kanseri hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek i¢in kullanildi. Doksan alt1 kuyucuklu plakalarin,
her kuyucuguna 100 pl besiyeri icinde yaklasik 6x102 hiicre ekildi ve CO2’ i inkiibatorde
37 °C'de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra eski besiyeri pipetle uzaklastirildi.
Kuyucuklara 5, 10, 20, 40 ve 80 pg/ul sinnamaldehit konsantrasyonu igeren 100 ul
besiyeri eklendi ve 37 °C'de 24 saat inkiibe edildi. (Resim 3.1.) Sonrasinda her bir
kuyucuga 10 ul WST-1 soliisyonu (Abbkine, China) eklenerek 3 saat 37 °C’ de bekletildi.
Absorbans degerleri mikroplaka okuyucuda (SpectraMax i3, Molecular Devices) 450
nm'de 6l¢iildii. Sinnamaldehit uygulama gruplarinin absorbans degerleri kontrol grubu ile
karsilagtirilarak canlilik yiizdesi hesaplandi. Inhibitér konsantrasyonu (ICso) degeri
graﬁg1 glzﬂerek hesapland1
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Sekil 3.1. WST-1 testi icin 96 kuyulu plakalar icerisinde hazirlanan PC3 hiicreleri
3.3.2. Morfolojik Analiz

Yirmi dort kuyucuklu kiiltiir kabiin her bir kuyucuguna steril yuvarlak 12 mm
capinda lameller yerlestirildi Kiiltiir ortaminda cogaltilan PC-3 hiicreleri 4x103
hiicre/kuyu olacak sekilde lameller tizerine ekildi ve deney gruplarinda belirtildigi sekilde
ve dozlarda ila¢ uygulamalar1 yapilarak, inkiibasyon siiresi 72 saate tamamlandi. Deney
sonunda kiiltiirdeki besiyeri uzaklastirilarak, PBS ile yikandi ve %4’liik paraformaldehit
ile 30 dakika fikse edildi. Fiksasyondan sonra 3 kez distile su ile yikanan kuyulara 2

dakika hematoksilen uygulandi. Cesme suyu ile yikanan hiicrelere eozin eklenerek 3 dk
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bekletildi. Sonrasinda kuyucuklar distile su ile yikanarak lameller kiiltiir kabindan alinip
lam lizerine ak6z kapatma maddesi (Invitrogen, USA) ile kapatildi (Resim 3.2). Lameller
Nikon Eclipse 80i (Nikon Instruments, Tokyo, Japan) arastirma mikroskobu ile

incelenerek fotograflandi.

Resim 3.2. PC3 hiicrelerinin Hematoksilen-Eozin boyanmasi
3.3.3 Anneksin V Analizi

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in Anneksin V analizi uygulandi. Bu
yontemle propidium iyodiir ve Annexin V-FITC kullanilarak canli, apoptotik ve nekrotik
hiicreler belirlenmektedir. 6 kuyucuklu plakalara yaklasik 15x10* hiicre/kuyu ekildi ve
deney gruplarinda belirtildigi sekilde ve dozlarda ilag uygulamalari yapilarak, inkiibasyon
sliresi 72 saate tamamlandi. Gruplara grup 6 olarak pozitif kontrol grubu eklendi. Bu
grupta analizden 6 saat dnce bir kuyucuga 10 pl staurosporin eklendi ve analiz saatine
kadar inkiibatorde bekletildi. Tiim gruplarin besiyerleri uzaklastirldiktan sonra hiicreleri
tabandan kaldirmak i¢in 100 pl tripsin eklendi ve ardindan 5 dakika etiive yerlestirildi.
Daha sonra kuyulara 1 ml besiyeri eklendi ve plaklardaki hiicre karisimlar1 ependorf
tiiplerine alinarak 300g'de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicre peletine 100ul PBS eklenerek
yeniden siispanse edildi. Bu hiicre siispansiyonunun tizerine 100ul Muse™ Anneksin V
hiicre reaktif soliisyonu eklendi ve 15 dk karanlikta beklemeye birakildi. Anneksin V
prosediiriine gére Muse™ Cell Analyser cihazinda ol¢timler yapildi (Resim 3.3.). Muse

analysis software ile hiicre ylizdeleri analiz edildi.

3.3.4. PIBK/MAPK Analizi

PISK/MAPK Dual sinyal yolaklarinin analizi i¢in Muse PI3K Activation Dual
Detection Assay Kit (MCH2000104, Merck, Germany) kullanildi. 6 kuyucuklu plakalara
yaklasik 15x10* hiicre/kuyu ekildi ve deney gruplarinda belirtildigi sekilde ve dozlarda
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ilag uygulamalar1 yapilarak, inkiibasyon siiresi 72 saate tamamlandi. Tiim gruplarin
inkiibasyondan sonra besiyeri ortamdan uzaklastirilarak hiicreleri tabandan kaldirmak
i¢in kuyucuklara 100 ul tripsin eklendi ve ardindan 5 dakika 37 °C’ de bekletildi. Hiicreler
eppendorflara alinarak 300g°de 5 dakika santrifiij edildi. Daha sonra siipernantant atilarak
pellet iizerine 50ul test tamponu ve 50ul fiksasyon tamponu eklendi. Eppendorflar 10 dk
buz tizerinde inkiibe edildi. Ardindan 300g’de 5 dk santrifiij yapildi. Siipernatant dokiildii
ve pellet tizerine 100 pl permabilizasyon soliisyonu eklendi. On dakika buz tizerinde
inkiibe edilip tekrar 300g de 5 dk santrifiij islemi yapildi. Olusan siipernatant dokiildii ve
pellet iizerine 90 pl test tamponu ve 10 pl antikor kokteyl karigimi (5 pl anti-phospho-
Akt Alexa Fluor 555 konjuge antikor ve 5ul Anti-Akt/PKB, PECy5 konjuge antikor)
eklendi. Eppendorflar 30 dk karanlik ortamda oda sicakliginda bekletildi ve iizerine 100
ul daha test tamponu ilave edildi. Sonrasinda tekrar 300g de 5 dk santrifiij yapildi. Son
olarak siipernatant dokiildii ve pellet iizerine 200 pl test tamponu eklendi.
ArdindaMuse™ Cell Analyzer cihazinda 6l¢iim gergeklestirildi (Resim 3.3.). Muse

analysis software ile hiicre yiizdeleri analiz edildi.
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Resim 3.3. Muse™ Cell Analyzer
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3.4. Veri Toplama Siireci

Calisma, Mugla Sitk1 Kogman Universitesi T1p Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji

Ana Bilim Dal1 hiicre kiiltiirii laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Calismanin laboratuvar deneyleri 15 i giinii siirmiistiir. Veriler, morfolojik analiz

Anneksin-V apoptoz analizi ve PI3K/MAPK analizi ile toplanmis ve degerlendirilmistir.

3.5. Deneysel Kurgu

| PC-3 hacrelerinin gogaltilmas: "

l

‘ Leptinile obezite modeli olusturulmasi ‘ Deney gruplannin
) l i olusturulmas

| SinnamaldehitIC50 dozunun belirlenmesi ‘

l

| Sinnamaldehituygulanmasi ‘—

I

,| 72 saat sonra analizlerin yapilmasi ‘\
z// . I J \
) e § ) . )
M‘;r::::;“k Apoptozanalizi ‘ PI3K/MAPK analizi

., / - I ) ., J

‘I SONUG

Sekil 3.1. Calisma planinin sema ile gosterimi
3.6. Istatiksel Analiz
Bu caligmada istatiksel analiz ¢alismas1 yapilmamistir.
3.7. Etik Onay

Tez calismamiz, Mugla Sitki Kogman Universitesi Saglik Bilimleri Etik
Kurulu’nun 25.06.2021 tarih ve 210124/143 sayili karari ile uygun bulunmustur (Protokol
no:210124, Karar no:143) (Ek 1).

3.8. Arastirmanin Simirhliklar

Bu calismada in vitro ortamda PC-3 prostat kanseri hiicreleri, leptine maruz
birakilarak obezite modeli olusturulmustur. Bu model iizerine sinnamaldehit etkisi

arastirilmastir.



Bu ¢aligmanin sinirhiliklari;
1) obezite modelinin farkli bir metotla karsilagtirilamamis olmasi

i) ileri analizlerin yapilamamis olmasidir.
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4. BULGULAR

4.1. WST analizi ile Sinnamaldehit 1Cso Bulgulari

WST-1 testi ile sinnamaldehit  sitotoksitesi  absorbans  sonuglari
degerlendirilmistir.  PC3 hiicrelerine 5, 10, 20, 40, 80 pg/ul sinnamaldehit
uygulamasindan 24 saat sonra WST-1 analizi yapildi ve ICso dozu belirlendi (Sekil 4.1
ve 4.2).

K 100
5 94
10 92
20 93
40 66
80 11
_ Max ~ Min 93.012 - 108505
Y=Min + mm Y =108505 + MT'M

Sekil 4.1. Sinnamaldehit artan dozlarinin hiicre canlilig iizerine 24 saat
sonundaki etkileri ve 1Cso dozu hesaplamasi

Sinnamaldehit ICsg dozu 42 pg/ul olarak hesaplandi.
Sekil 4.2. Sinnamaldehit dozlarinin canliik konsantrasyon grafigi
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4.2. Morfolojik Analiz Bulgulari

H-E ile yapilan boyama sonrasinda mikrosKontrol, Leptin ve Leptint+Coziicii
gruplarindaki PC-3 hiicreleri epitelyal morfolojide, esit boyutlarda ve biiyiik niikleuslu
olarak izlendi (Sekil 4.2.).

Sinnamaldehit grubunda hiicre morfolojileri yildizs1 ve ig sekillidir. Dentrit

benzeri ince ve ¢ok sayida uzant1 goriilmektedir.

Sinnamaldehit ve Leptin+Sinnamaldehit gruplarinda hiicre sayis1 belirgin sekilde
az ve hiicre nukleuslar: heterokromatik yapidadir. Hiicre ve nukleus boyutlar1 azalmigstir.
Yogunlasmis genetik materyale sahip ve piknoid niikleuslu apoptotik hiicreler

goriilmektedir.
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Siyah ok: epitelyal morfolojiye sahip hiicreler, Egri ok: yildiz sekilli hiicre, Noktali ok: ig sekilli hiicre,
ok basi: dentrit benzeri kisa ve ¢ok sayida uzanti, yildiz: piknoid nukleuslu apoptotik hiicreler.

Sekil 4.3. Calisma gruplarina ait PC-3 hiicrelerinin H-E boyama fotograflari. 20X
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4.3. Anneksin VV Apoptoz Analizi Bulgular:

Calisma gruplarinda erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve 6lii hiicrelerin tespiti i¢in
uygulanan Anneksin-V apoptoz analizi bulgular1 Sekil 4.3’de sunulmaktadir. Kontrol,
leptin ve leptin+Coziicli grubunda erken veya geg apoptoza rastlanmadi. Sinnamaldehitin
ise apoptozu belirgin bigimde artirdigi gozlendi. Sinnamaldehit grubunda %50.19 canli
hiicre, % 28.99 erken apoptoz, % 18.39 ge¢ apoptoz ve % 2.43 O6lii hiicre saptandi.
Leptin+Sinnamaldehit grubunda ise %50.08 canli hiicre, % 31.02 erken apoptoz, % 17.56

gec apoptoz ve % 1.34 6lii hiicre gézlendi.

Kontrol grubu Sinnamaldehit grubu Leptin grubu
APOPTOSIS PROFILE A APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
0.51% 0.00 % 2.43% 18.39 % 0.48 % 0.00 %
©
3 34 * 3
£ B e
52 3 5 2
> <
s s s
1A »
99.49 %" 0.00 % 28.99 % 99.52 % -* 0.00%
oltive , Early Apop. 5 Early Apop. o Live Early Apop.
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic L ANNEXIN V Apoptotic

Sekil 4.4. Calisma gruplarina ait PC-3 hiicrelerinin Anneksin-V apoptoz analizleri

VIABILITY

Leptin+Coziicli grubu

i APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead
0.47 % 0.00 %
34
24
Y. 0.00 %
0 Live Early Apop.
0 1 2 3 4
Live ANNEXIN V Apaptotic

Leptin+Sinnamaldehit grubu

APOPTOSIS PROFILE

4
Dead
1.34 %

VIABILITY
~n

Late Apop./Dead
17.56 %

50.08 % 31.02%

0 Live Early Apop.
0 1 2 3 4
ANNEXIN V Apoptotic
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4.4. PIBK/MAPK Aktivasyon Analizi Bulgular:

Calisma gruplarinda PC-3 hiicrelerinin PI3K/MAPK aktivasyon analizi bulgulari
Sekil 4.4. ve Tablo 4.1.’de goriilmektedir. MAPK aktivasyonu goésteren hiicrelerin leptin
grubunda (%3.50) kontrol grubuna (%4.90) gore azaldigi, sinnamaldehit (%4.50) ve
leptin+sinnamaldehit grubunda (%4.50) degismedigi goézlendi. PI3K aktivasyonu
gosteren hiicrelerin Leptin  (%15.40), sinnamaldehit(%15.50) gruplarinda kontrol
grubuna(%21.70) gore azaldigi, leptintsinnamaldehit grubunda(%20.60) bu azalmanin
siirli kaldigi izlendi. Dual analizde ise degerlerin leptin(%78) ve sinnamaldehit(%76.7)
gruplarinda kontrol grubuna(%69.70) gore artis gosterdigi, leptin+sinnamaldehit
grubunda(%71.10) bu artisin sinirh kaldigr gézlendi.

Kontrol grubu Sinnamaldehit grubu Leptin grubu
4 Pathway Activation PROFILE 4 Pathway Activation PROFILE 4 Pathway Activation PROFILE
< L 3
® o
3 34 34
£ 5 £ :
S *— 12 R *— %> *—
1 14 1
' 0 : . 5 0 y - — 0
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
nact PI3K Act nact PI3K Act Inact PI3K Act
Leptin+Coziicii grubu Leptin+Sinnamaldehit grubu
4 Pathway Activation PROFILE - _Pathway Activation PROFILE
2 F:
° ®
34 34
X % s
a o P
1 1
0 0
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Inact PI3K Act Inact PI3K Act

Sekil 4.4. Calisma gruplarina ait PC-3 hiicrelerinin PI3K/MAPK aktivasyon
analizi



Tablo 4.1. PC-3 hiicrelerinin PI3K/MAPK aktivasyon analizi.
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Kontrol Sinnemaldehit Leptin Leptin+ Leptin+
grubu grubu grubu coziicii Sinnemaldehit
grubu grubu
Negatif Hiicreler 3.70 3.30 3.10 2.69 3.80
MAPK aktivasyonu 4.90 4.50 3.50 4.59 4.50
Dualpathway 69.70 76.70 78 74.35 71.10
aktivasyonu
PI3K aktivasyonu 21.70 15.50 15.40 18.36 20.60

Tabloda goriilen de degerler hiicre yiizdesi % olarak verilmistir.
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5. TARTISMA

Obezite ¢agimizin en 6nemli sorunlarindan birisidir ve neden oldugu inflamasyon
nedeniyle pekg¢ok hastaligin etiyopatogenezinde rol oynamaktadir. Adipoz doku
giiniimiizde aktif sekresyon yapan bir doku olarak kabul edilmekte ve sekresyonlari
araciligi ile viicudun istah kontrolii, enerji kullanimi, insiilin duyarliligi, kemik
metabolizmasi vb fizyolojik ve patolojik olaylar1 kontrol eden etkenlerden biri olarak
goriilmektedir (Fantuzzi, 2005). Kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet gibi kanser
gelisiminin de obezite ile iligkili olabilecegine dair ¢aligmalar vardir ve prostat kanserin
de de obezitenin rolii lizerinde durulmaktadir. Prostat kanserinin diyetle alinan yag ve
kalori miktari ile iliskili oldugu ve ayrica yiiksek grade prostat tiimérlerinde obezitenin
onemli oldugu tlizerinde durulmaktadir (Cannarella vd, 2021; Mistry vd, 2007; Ribeiro
vd, 2006).

Leptin, adipoz doku tarafindan salgilanan bir proteindir ve oncelikle istah ile
enerji tiiketimini diizenlemek icin leptin reseptoriiniin (LEPR) bir ligand:1 olarak islev
gortir (Hsiao ve Lin, 2021). Son arastirmalar, leptin reseptdrlerinin prostat kanseri, over
kanseri, meme kanseri, karaciger kanseri, akciger kanseri gibi bir¢ok kanser tiiriinde
yiiksek oranda eksprese edildigini gostermektedir (Garofalo vd, 2006; Howard, 2010;
Ishikawa vd, 2004). Obez insanlarin normal veya zay1f insanlara gére daha yiiksek serum
leptin seviyelerine sahip olduklar1 gosterilmistir. Ilerlemis ve yiiksek dereceli prostat
kanserli hastalarda dolasimdaki serum leptin diizeyleri anlamli olarak daha yiiksek

bulunmustur (Al Refai, Kamel ve Nassir, 2020).

Arastirmamizda PC-3 prostat kanseri hiicrelerine leptin vererek obez kisilerdeki
yiiksek leptin seviyelerini model olarak kullandik. Arastirmamizda kullandigimiz PC-3
hiicreleri androjen reseptdrii igermez androjenden bagimsiz olarak biiyiirler. Agresif
ozellik gosterirler. Obezite modeli olusturmak amaciyla PC-3 hiicrelerine 100 ng/ml

leptin uygulamas1 yapildi.

Biitiin diinyada baharat ve ¢esni olarak kullanilan tar¢inin saglik tizerinde yararh
etkileri oldugu kabul edilmektedir. Insan saglhigi iizerinde anti-inflamatuvar,

antimikrobiyal, antioksidan etkileri, antitimér ve antikanser etkileri gosterilmistir
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(Gruenwald vd, 2010). Tar¢in yagmin ana aktif bileseni olan sinnamaldehit, farkli
alanlarda kamitlanan bircok biyolojik etkiye sahiptir. Ornegin sinnamaldehit, kanser
hiicrelerinin apoptozunu indiikleyerek insan oral skuamdéz hiicreli karsinomun
ilerlemesini inhibe etmektedir (Chang vd, 2017). Ek olarak sinnamaldehit, kanserli
dokularda vaskiiler endotelyal biiylime faktorii ve hipoksi ile indiiklenebilir faktor-o
seviyelerini azaltarak melanomun ilerlemesini azaltmakta ve bdylece yeni kan

damarlarinin olusumunu engellemektedir (Zhou vd, 2014).

Glinlimiizde kanser tedavisi i¢in fitokimyasallarin etkileri arastirilmaktadir.
Kanser hiicrelerini hedef alan akilli ilag tedavilerini gelistirmek igin aragtirmalar
yapilmaktadir. Bu yaklasimlar i¢inde kanser sinyal yolaklarinin hedeflenmesi vardir. Biz
de arastirmamizda PI3K/MAPK sinyal yolagini inceledik. PI3K (phosphatidylinositol 3-
kinases) hiicre siklusunun diizenlenmesinde rol oynayan 6nemli bir hiicre i¢i sinyal iletim
yolagidir ve farkli kanser tiplerinin gelismesinde dnemli oldugu gosterilmistir. Bu yolak
hiicre canliligi, farklilasmasi, proliferasyonu, biiylimesi, metabolizmasi, migrasyon ve
anjiogenesisde rol oynamaktadir. Apopitozun azalmasina ve proliferasyon artisina neden
olur. PI3K inhibitorlerinin kanser tedavisi amaciyla kullanilmasi hedeflenmis ve
idealalisib FDA onay1 alan ilk PI3K inhibitorii olmustur. MAPK (mitogen-activated
protein kinases) yolagi hiicre yiizeyinden ¢ekirdege sinyal iletimi yapan ana yolaklardan
birisidir. MAPK bazi transkripsiyon faktorlerinin aktive olmasina neden olur ve hiicre

siklusunu etkiler (Antonarakis ve Wozney, 2014).

Calismamizda leptin ile obezite modeli olusturarak, bu model {izerine
sinnamaldehit etkisini arastirdik. Sinnamaldehitin etki dozunu belirlemek i¢in WST-1

analizini kullandik ve sinnamaldehit ICso dozunu 42 pg/ul olarak hesapladik.

Hiicrelerin morfolojisini inceledigimizde leptinin H-E ile boyanmis hiicrelerde
kontrol grubunda benzer hiicre morfolojisi gosterdigini gordiik. Leptinin apoptoz lizerine
bir etkisi de gozlenmedi. Leptin grubunda MAPK aktivasyonu ve PI3K aktivasyonu
gosteren hiicrelerin azaldigi, gozlendi. Dual analizde ise aktivasyon gosteren hiicrelerin
arttig1 gorildii. Banks vd, 2000’ne gore leptin baglanmasi, MAPK sinyal iletim zincirini
uyarmaktadir In vitro ¢alismalar, PCa hiicrelerinde leptinin mitojenik roliinii
belgelemistir (Miyazaki vd, 2008; Onuma vd, 2003; Somasundar vd, 2003). Literatiir

incelendiginde leptinin, DU-145 ve PC-3 gibi hiicre hatlarinda proliferasyon, invazyon



47

ve metastaz ile ilgili bir dizi bliylime faktoriiniin ekspresyonunu arttirdig1 goriilmektedir
(Frankenberry vd,2004). Garofalo vd, (2006) leptinin kanserli olmayan meme epiteli ile
karsilastirildiginda meme kanserinde onemli Ol¢iide eksprese edildigini gostermistir
(Garofalo vd, 2006) Benzer bulgular gesitli yayinlarla gosterilmistir (Ishikawa vd, 2004;
Revillion vd, 2006).

Calismamizda sinnamaldehitin PC-3 hiicre morfolojisini degistirdigi ve hiicre
sayisini azalttigi gézlendi. Kontrol grubunda biiyiik ¢ekirdekli, biiyiik ve yuvarlak sekilli
hiicreler olarak izlenirken, sinnamaldehit grubunda hiicre morfolojileri yildizst ve ig
seklinde goriildii. Dentrit benzeri ince ve ¢ok sayida uzanti gorildi ki hiicre
morfolojisinin degismesine ve 6liime gitmesine neden oldugu sonucuna varildi. Ayrica

piknoid cekirdekli apoptotik hiicreler goriildii.

Sinnamaldehit uygulamasinin apoptozu artirdigi gézlendi. Anneksin V ile kontrol
grubunda %99.49 bulunan canlilik oraninin, sinnamaldehit grubunda %50.19’a diistiigii
gozlendi. Leptin + sinnamaldehit grubunda da bu oran %50.08 olarak tespit edildi.
Sinnamaldehitin kanser hiicrelerinde apoptoza neden oldugu g¢esitli caligsmalarda
gosterilmistir.  Yufei vd, (2020), Li vd, (2020) sinnamaldehidin meme kanseri
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigini, sitoplazmik morfolojiyi degistirdigini,
MDA-MB-231 hiicrelerinin apoptozunu destekledigini ve MDA-231 hiicrelerinde
apoptotik etkilerini gostermistir (Li vd, 2020; Yufei vd, 2020) Bizim ¢alismamizda bu
caligmalarla uyumlu sonuglar vermistir. Bozic vd, (2006), 2009’ne gore sinnamaldehit,
seks hormonu biyosentezinin son asamasinda yer alan 17-beta-hidroksisteroid
dehidrojenaz tip 5'i inhibe ederek androjen ve Ostrojen sentezini inhibe etmekte ve
sinnamik asitler umut verici kanser terapileri olabilecegi lizerinde durmuslardir (Bozic
vd, 2006).

MAPK aktivasyonu gosteren hiicrelerin yiizdesi sinnamaldehit grubunda (4.5)
kontrol grubuna (4.9) gore hafif bir azalma gosterdi. PI3K aktivasyonu gdsteren
hiicrelerin yilizdesi sinnamaldehit grubunda (15.50) kontrol grubuna (21.7) gore belirgin
azalmis bulundu. Sinnamaldehitin PI3K aktivitesi gOsteren hiicrelerin yiizdesinde
azalmaya neden olmasi c¢alismamiz agisindan Onemli bir bulgudur. Ciinkii PI3K
inhibitorleri kanser tedavisi amaciyla kullanilmaktadir. Wang vd, (2022), over kanseri

progresyonunu PI3K/AKT yolag tizerinden baskiladigini raporlamistir (Wang vd, 2022).
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Hueng vd, (2020), sinnamaldehitin osteosarkomu Wnt/B-Catenin ve PI3K/Akt sinyal
yolaklari iizerinden baskiladigini bildirmistir. Biz de ¢alismamizda benzer bulguyu PC-3

hiicrelerinde gbzledik. Calismamiz bu ¢alismalarla uyumluluk géstermektedir (Hueng vd,
2020).

Calismamizda leptin + sinnamaldehit grubunda, PC-3 hiicre morfolojisi
sinnamaldehit grubuna benzer sekilde izlendi. Hiicre sayisini azaldigi hem hiicre hem de
¢ekirdek boyutlariin kiigtildigii gozlendi. Sinnamaldehit grubuna benzer sekilde piknoid
cekirdekli apoptotik hiicreler goriildii. Sadece sinnamaldehit uygulanmis grupla leptin +
sinnamaldehit grubunda benzer degisiklikler gozlendi. Leptin + sinnamaldehit grubunda
(canl1 hiicre %50,08) Anneksin V ile kontrol grubuna (canli hiicre %99.49) gore belirgin
apoptoz gozlendi. Leptin + sinnamaldehit grubunda MAPK ve PI3K aktivasyonun
kontrol grubunda gore degismedigi, dual yolak aktivasyonununda kontrol grubu ile
farklilik gostermedigi gézlendi.

Calismamiz PC-3 hiicrelerinde sinnamaldehitin leptin ile birlikte uygulanmig
olmasi nedeniyle 6zgiin bir ¢alisma olarak planlanmisti. Hiicre morfolojileri agisindan ve
apoptoz agisindan degerlendirdigimizde leptin tek basma hiicre morfolojisini
degistirmedigini ve apoptoza neden olamadigini gozledik. Sinnamldehit belgin apoptoz

olusturdu ve sinnamaldehitin etkisi leptine bagli olarak degismedi.

PI3K ve MAPK kinaz yolaklar1 iizerinde leptin ve sinnamaldehit ayri ayrn
baskilayic1 etki gostermekle birlikte, beraber verildiklerinde leptinin sinnamaldehitin

etkisini engelledigini gozledik.

Calismamizda sinnamaldehitin androjen reseptorii igcermeyen agresif karakter
gosteren PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikledigi ve 6zellikle PI3K sinyal
yolag1 inhibisyonu yaptig1 sonucuna vardik. Leptin ile obezite modeli olustulmus
hiicrelerde apoptotik etkiyi ayn1 sekilde gosterdigi ancak PI3K sinyal yolagi inhibisyonu
tizerindeki etkisini ise kaybettigini gozledik. Calismamizin verileri incelendiginde farkl
leptin doz ve stireleri ile ve ayrica, proinflamatuvar ve antiinflamatuvar mediatorlerin de

aragtirtlacagi yeni arastirmalar planlanmasinin gerekli oldugu sonucuna varilmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuclar

Calismamizda leptin ile obezite modeli olusturarak, bu model {izerine

sinnamaldehit etkisini arastirdik.

Leptinin H-E ile boyanmis hiicrelerde hiicre morfolojisinde bir farklilik
olusturmadi. Leptinin apoptoz iizerine bir etkisi de gozlenmedi. Leptin grubunda MAPK
aktivasyonu ve PI3K aktivasyonu gosteren hiicrelerin azaldigi, gozlendi. Dual analizde

ise aktivasyon gosteren hiicrelerin arttig1 goriildii.

Calismamizda sinnamaldehitin PC-3 hiicre morfolojisini degistirdigi ve hiicre
sayisini azalttigl gézlendi. Kontrol grubunda biiyiik ¢ekirdekli, biiyiik ve yuvarlak sekilli
hiicreler olarak izlenirken, sinnamaldehit grubunda hiicre morfolojileri yildizs1 ve ig
seklinde goriildii. Dentrit benzeri ince ve ¢ok sayida uzanti goriildi ki hiicre
morfolojisinin degismesine ve dliime gitmesine neden oldugu sonucuna varildi. Ayrica

piknoid cekirdekli apoptotik hiicreler goriildii.

Sinnamaldehit uygulamasinin apoptozu artirdigi gézlendi. Anneksin V ile kontrol
grubunda %99.49 bulunan canlilik oraninin, sinnamaldehit grubunda %50.19’a diistiigii

gozlendi. Leptin + sinnamaldehit grubunda da bu oran %50.08 olarak tespit edildi.

Sinnamaldehit MAPK aktivasyonu gosteren hiicrelerin yiizdesinde hafif bir
azalma gosterdi. PI3K aktivasyonu gosteren hiicrelerin yiizdesi ise sinnamaldehit
grubunda belirgin olarak azalmis bulundu. Sinnamaldehitin PI3K aktivitesi gdsteren
hiicrelerin yiizdesinde azalmaya neden olmasi ¢galismamiz agisindan énemli bir bulgudur.

Ciinkii PI3K inhibitorleri kanser tedavisi amactyla kullanilmaktadir.

Leptin+sinnamaldehit grubunda, PC-3 hiicre morfolojisi sadece sinnamaldehit
uygulanmig gruba benzer degisiklikler gosterdi. Leptin + sinnamaldehit grubunda

Anneksin V ile belirgin apoptoz gozlendi. Leptin + sinnamaldehit grubunda MAPK ve
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PI3K aktivasyonun kontrol grubunda gore degismedigi, dual yolak aktivasyonunda

kontrol grubu ile farklilik gdstermedigi gozlendi.

Calismamizda sinnamaldehitin androjen reseptorii igcermeyen agresif karakter
gosteren PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikledigi ve 6zellikle PI3K sinyal
yolag1 inhibisyonu yaptig1 sonucuna vardik. Leptin ile obezite modeli olusturulmus
hiicrelerde apoptotik etkiyi ayni sekilde gosterdigi ancak PI3K sinyal yolagi inhibisyonu

tizerindeki etkisini ise kaybettigini gozledik.

6.2. Oneriler

Calismamizin verileri incelendiginde farkli leptin doz ve siireleri ile ve ayrica,
proinflamatuvar ve antiinflamatuvar mediatorlerin de arastirilacagi yeni aragtirmalar

planlanabilir.
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