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OZET

KAPSAISIN UYGULANMIS INSAN PROSTAT KANSER HUCRE HATTINDA
(PC3) AGNOR PROTEIN DUZEYLERININ BELIRLENMESI

Emre Bugrahan OZMERDIVENLI
Diizce Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Tez Danismani; Dog. Dr. Recep EROZ
Agustos, 2017, 75 sayfa

Biz bu ¢alismada; kirmizi biberin bir kompanenti olan farkli dozlardaki kapsaisinin
insan prostat kanser hiicresi olan PC-3 hiicre hattinda (ATCC® CRL1435™) AgNOR
proteini sentezi {izerine etkisini tespit etmeyi planladik. Diizce Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Hiicre Kiiltiiri laboratuvarinda ticari olarak
alman PC-3 hiicre hatt1 kiiltiire edilerek, logaritmik tireme fazinda olan aktif hiicreler 5
gruba ayrildi. Bu hiicrelerden ilk gruba higbir madde uygulanmazken, aktif hiicrelerin
bulundugu diger 4 gruba farkli dozlarda (25up, 50 up, 100 up, 200 up) kapsaisin
uygulamasi yapilmistir. Bu gruplarin her biri icin preperatlar hazirlanip, Ag-NOR
boyama islemi uygulandi. Daha sonra; PC-3 hiicre hattindaki hiicrelerde ortalama
AgNOR sayis1 ile toplam AgNOR alani/Cekirdek (TAA/CA) alan1 degerleri
hesaplanmistir.Yapmis oldugumuz ¢alisma sonucunda, higbir madde uygulanmamis
PC-3 hiicre hatt1 ile farkli konsantrasyonlarda (25up, 50up, 100up ve 200 up) kapsaisin
uygulanmis PC-3 hiicre hatti karsilastirildiginda, hem TAA/CA hemde Ortalama
AgNOR sayis1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulundu (sirasiyla X2:
13,903 , p=0,009 ; X2: 83,716 , p=0,000). Farkli konsantrasyonlarda 25 up, 50 up, 100
up ve 200 up kapsisin uygulanmig PC-3 hiicre hatt1 gruplarinin kendi igerisinde ikili
kiyaslamas1 yapildiginda; 25 up konsantrasyonda kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre
hatti ile 50 up ve 100 up konsantrasyonda kapsaisin uygulanmig PC-3 hiicre hatt1 grubu
ortalama AgNOR sayis1 degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
variken, diger uygulama yapilmis gruplarin ortalama AgNOR sayilar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi. Buna ilaveten uygulama yapilmis
gruplarin TAA/CA degerleri arasinda doz artisina bagli bir azalma olmasina ragmen bu

artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Buda bize belli bir miktara kadar

1



kapsaisinin insan prostat kanserine karsi koruyucu etkisi oldugunu, bunun i¢in doz
konsantrasyonunun ve saflik derecesinin 6nemli oldugunu, ayni zamanda tedavi
stratejisi ve hastaligin prognozu hakkinda bilgi edinebilmek i¢cin AgNOR yonteminin

indirek bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: NOR, Kapsaisin, PC-3, Prostat Kanseri



ABSTRACT
DETERMINATION OF AgNOR PROTEIN LEVELS IN THE HUMAN
PROSTAT CANCER CELL LINE (PC3) APPLIED WITH CAPSAICIN

Emre Bugrahan OZMERDIVENLI
Duzce University Department of Medical Biology and Genetics
Thesis advisor; Assoc. Prof. Dr. Recep EROZ
August, 2017, 75 pages

In this study; we planned to determine the effect of different doses of capsaicin, a
component of red pepper, on AgNOR protein synthesis in the human prostate cancer
cell line PC-3 (ATCC® CRL1435 ™) The PC-3 cell line, which is commercially
available, is cultured in the Cell Culture Laboratory of Medical Faculty, Medical
Genetics Department in Diizce University and the active cells in the logarithmic growth
phase are divided into 5 groups. While no substance was applied to the first group of
these cells, the other 4 groups including active cells were exposed with capsaicin at
different doses (25up, 50up, 100up ve 200 up). Slides were prepared for each of these
groups and Ag-NOR staining were performed. Then mean AgNOR number and total
AgNOR area /nuclear area (TAA/NA) values were calculated in PC-3 cell line. As a
result of our study, there was a statistically significant difference between the PC-3 cell
line with no agent applied and the PC-3 cell line (25up, 50up, 100up ve 200 up) applied
with capsaicin at different concentrations for both TAA/NA and mean AgNOR number
(X% 13,903 , p=0,009 and X* 83,716 , p=0,000), respectively. When binary
comparisons of PC-3 cell line groups that have been applied with capsaicin at different
concentrations (25up, 50up, 100up ve 200 up) are performed, there was a statistically
significant difference between the PCN-3 cell line applied with 25 up concentration and
both of 50 up and 100 up concentration capsaicin for the mean AGNOR numbers but
there was not a statistically significant difference among mean AgNOR numbers of the
other treated groups. In addition, although there was a dose-related decrease among
TAA/NA values of the administered groups, this increase was not statistically
significant. This shows us that a certain amount of capsaicin has a protective effect
against human prostate cancer and the dose concentration and degree of purity are
important for this, also the AQNOR method can be used as an indirect marker to obtain
knowledge about the treatment strategy and the prognosis of the disease.

Key Words: NOR, Capsaicin, PC-3, Prostate Cancer



1. GIRIS ve AMAC

NOR (Nukleolus Organizer Region= Cekirdek¢ik Olusturan Bolgeler) insan ve diger
Okaryotlarin kromozomlarindaki ¢ekirdek¢ik olusturan DNA bolgeleridir. Bu bolgeler
ribozomal RNA’lar (rRNA) sentezledikleri i¢in ribozomal genlerin (rDNA) olarak da
bilinirler. NOR’lar insanda bes c¢esit akrosentrik kromozomun (13,14,15,21,22.
kromozomlar) ikincil bogumu olarak bilinen satellit koklerinde bulunurlar ve
¢ekirdekeigin olusumuna neden olurlar. Cekirdek¢igin aktif zonunda (fibrillar ve yogun
fibrillar merkez) NOR proteinleri bulunmaktadir ve bunlar formik asit varliginda giimiis
nitrat1 metalik giimiise indirgemektedir’ ™,

Hiicrenin  proliferatif  aktivitesinin  degerlendirilmesi  tlimorlerin  histolojik
siniflandirilmasma yardimer olmasi acisindan Snemlidir'. Histopatoloji’de, interfaz
AgNOR  (Argyrophilic Nukleolus Organizer Region) proteinlerinin analizleri
preneoplastik ve neoplastik lezyonlarin ayrilmasinda sik olarak kullanilmaktadir®.
AgNOR proteinleri birgok kanser tiiriinde hiicresel proliferasyonun bir indikatoriidiir®”.
Bu bolgelerin aktiviteleri direk olarak protein sentezi ile iliskilidir. Bu nedenle, aktif
NOR sayilari, artan hiicresel aktiviteyle artar. Burada bahsedilen metodu kullanarak
yapmis oldugumuz daha 6nceki ¢alismalarimizda, ortalama AgNOR sayis1 ve TAA/CA
(Total AgNOR Alani / Cekirdek Alani) oraninin papiller tiroid kanserinde benin tiroid
nodiillerine gore anlamh derecede arttigini tespit ettik®. Biz aym zamanda kullandigimiz
bu yeni yaklasimin (TAA/CA oraninin tespitinin) malin ve benin tiroid lezyonlarda
hiicrelerin proliferasyon aktivitesinin tespiti i¢in oldukca uygun bir metod oldugunu ve
rutin sitopatolojiye katki saglayabilecegini belirledik®®. Yaptigimiz diger bir ¢alismada

yeni yaklagimimizla elde ettigimiz cut-off degerlerinin Folikiiler Adenom ve Folikiiler



Tiroid Karsinomunun cerrahi Oncesi aymrimina yardim edebilecegini ve rutin
sitopatolojiye katki sunabileceginis, buna ilaveten ince igne aspirasyon biyopsisinde
ornegin dogru lokalizasyondan alinip alinmadigini tespit etmek amaciyla, normal tiroid
dokusundan benin nodiilleri ayirmak i¢in bir cut-off degeri elde ettik’.

Malin ve benin 6zellikteki ¢esitli lezyonlarin ayriminda kullanilabilecek yeni markir ve
yaklagimlarin tanimlanmasi tani1 basarisinin gii¢lendirilmesi ve giivenilirligi ig¢in
oldukca 6nemlidir. Yapilan diger caligmalarda benin ve malin lezyonlarin ayrimi igin
cekirdekteki AgNOR lekelerinin toplam alani1 hesaplanirken, bizim kullandigimiz metod
da her bir hiicre i¢in toplam AgNOR alaninin toplam ¢ekirdek alanina orani1 (TAA/CA)
hesaplanmaktadir. Kanser hiicrelerinde yalnizca gen ekspresyonu degil ayn1 zamanda
genin lriinii ve hiicrenin morfolojisi (¢ekirdegin hacmi, c¢ekirdek¢ik vb.) de
degismektedir. Bu nedenle hem ¢ekirdek icerisindeki AgNOR alaninin hem de ¢ekirdek
alaninin hesaplanmasi her bir hiicrenin protein sentez kapasitesi hakkinda daha iyi bilgi
verir. Biyomolekiillerin sayisi, hiicrenin boyutu ve hiicre ¢ekirdegi hiicresel metabolik
aktiviteye bagli olarak degismektedir. Bu nedenle TAA/CA oraninin tespit edilmesi ile
hiicrelerin metabolik ve proliferatif aktiviteleri hakkinda daha kesin bilgiler elde
edilebilmektedir. Bizim kullanmis oldugumuz teknik aym1 zamanda kolay ve ucuz bir
tekniktir.

Kanser giiniimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan biridir. Sik goriilmesi ve 6liimciil
olmasi nedeniyle de bir halk saghg sorunudur. Diinya Saglik Orgiitiiniin 2008 Kanser
Raporuna gore diinyada yilda 12.8 milyon yeni kanser vakasi goriilmiistiir. Kansere
yakalanan kisi sayisindaki artis hizi ayni sekilde devam ettigi stirece 2025 yilinda
kanser vakalarinin sayisnini diinya ¢apinda 25 milyonu asacagi goriilmektedir. Bundan
dolayr giinlimiizde kanser {izerine yapilan ¢alismalar giin gegtik¢e artmakta, daha etkin

ve daha az yan etkili tedavi arayislar sirmektedir®.



Kanser alaninda uygulanan tedaviler ge¢misten giinlimiize kadar farkli teknikler
kullanarak veya sistemli ila¢ uygulamalar ile gelisme kaydetmistir. Yalniz hangi metot
kullanilirsa  kullanilsin  ilag gelistirme arastirmalarinda hayvan modellerinden
yararlanmak bir yerde zorunluluk gostermektedir. Clinkii son yillarda 6n plana ¢ikan
hiicre kiiltlirii veya molekiiler biyoloji tekniklerine ragmen, uygulanan ajanlara karsi
metabolizma cevabinda yasanan eksiklikler, hayvan modellerinin kullanimin1 6nemli
kilmaktadir. Hayvan modelleri ilag dozuna bagimli toksisiteyi belirlemede, ilacin
metabolik 6zelliklerini veya doku ile hiicreleraras1 dagilimii gozlemede, doz siddetini
ayarlamada ve tiimor ilerleme durumunu ortaya koymada artan bir 6neme sahiptir.
Gilinlimiizde tedavide basarili olmak ve kansere kars1 yeni yontemler gelistirmek iizere
yapilan ¢alismalar deney hayvanlarinda olusturulan deneysel hayvan tiimérleri tizerinde
sirdliriilmektedir. Daha oOnceki yapmis oldugumuz caligmalarda Ehrlich Ascites
Tiimori olusturulmus olan farelerde Rhamnetin ve curcumin’in antitiimoral etkisini
AgNOR proteinlerinin sentezini tespit ederek belirledik™***.

Prostat kanseri Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’de erkeklerde ikinci siklikta
goriilmekte olup, her yil kanser tanist konulan ii¢ erkekten biri prostat kanseridir.
Prostat kanseri hastanin hem kendi hayatin1 hem de yakinlarininkini etkileyen ve bas
edilmesi zor bir hastaliktir. Hastalar ailelerini kaybetmekten, i ve giinliik aktivitelerini
sirdiirememekten korkmaktadirlar. Tedaviler, yan etkiler, hastanede yatma siireleri de
bu korku ve endiseye katkida bulunmaktadir*?.

Insan hiicre hatlari, endiistriyel amagl iiretiminden itibaren pek ¢ok arastirmaya konu
olan deneysel calismalarda kullanilmaya baslanmis ve halende yogun bir sekilde
kullanimima devam etmektedir. Biz su anki ¢alismada bu hiicre hatlarindan insan Prostat
Kanseri Hiicre hattinda farkli dozlarda kapsaisinin AgNOR proteini sentezi iizerine

etkisini tespit etmeyi planladik. Hedefledigimiz arastirmamizin konusu olan Kapsaisin,



(8-methyl-N-vanillyl-6-nonenamide) ((CH3)2CHCH=CH(CH2)4CONHCH2C6H3-4-
(OH)-3-(OCH3)), ac1 biberin ac1 olmasimi saglayan maddedir. insan dilinde bulunan
kapsaisin reseptorleri (algiliyicilar1), bu maddeden etkilenerek aci veya sicak hissine
neden olur. Kuslar ve yilanlar gibi bazi1 hayvanlarda bu algilayicilar olmadigindan aciy1
hissetmezler. Kapsaisin maddesi saglik alaninda hem lokal bir analjezik olarak
kullanilmakta hem de Tiirkiye'de Yaki adi verilen ve tiim diinyada siklikla kullanilan
eski bir tedavi yontemi olan ve agrilar1 gidermeye yarayan, sicak flasterler alaninda
etken madde olarak kullanilmaktadir. Sadece bu alanlarda kullanimui ile sinirli kalmayan
medikal kapsaisin kullanimi 6zellikle romatizmal hastaliklar alaninda da siklikla etken
madde olarak kullanilmaktadir™. Kirmuzi biberin bir kompanenti olan kapsaisinin
prostatida igeren ¢esitli malignitelerde anti karsinojenik etkisi oldugu in vitro olarak
gosterilmistir™,

16,17

5'8'15, alopesili ve saglikli insanlarin sa¢ kokii hiicreleri™ ™,

Benin ve malin tiroid dokusu
Down sendromlu infantlarin ve saglikli bireylerin agiz epitel hiicreleri®®*® ve Karbon
monoksit (CO) maruziyetinin kalp ve akciger hiicrelerindeki NOR proteinleri iizerine
etkisi ile ilgili olan AgNOR proteinlerinin 6nemi hakkinda bir¢cok ¢alisma

yapllrmstlrzo’21

. Bununla beraber bildigimiz kadariyla literatiirde kapsaisin uygulanmis
Insan Prostat Kanseri Hiicre hattinda (PC3), AgNOR sayisi ile toplam AgNOR alani /
Cekirdek alami degerlerinin (TAA/CA) arastirildigr higbir calisma yapilmamistir. Bu

nedenle biz bu ¢alismay1 yapmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kapsaisinin Tarihgesi

Amerika kesfedilmeden once diger cografik kitalarda bilinmeyen biber, Amerika’y1
kesfeden Christopher Colombus tarafindan Avrupa’ya getirilerek popiiler olmustur.
Yerliler tarafindan “axi” veya “aji” olarak ifade edilen kirmizi renkli bu meyve “red
pepper’’ yani “’kirmizibiber” olarak isimlendirilmistir®®. Biber tarihsel kronolojiyle
bakildiginda 1493°de Ispanya’ya, 1548°de Ingiltere’ye, 1585°de ise Orta Avrupa’ya
girmistirzg. Biberin 17. yy.’da Portekizliler tarafindan Avrupa’dan Hindistan’a
gotiiriildiigii diisiiniilmektedir. 16. yy.’da Osmanli Imparatorlugu déneminde, Orta
Avrupa iilkeleri ile kurulan yogun isbirligi nedeniyle, biber dnce Istanbul’a getirilmis
daha sonra ise Istanbul’dan Anadolu’nun diger yerlerine yay11m1§t1r24. Ilerleyen zamana
bagli olarak biber; zamanla Diinyanin tropikal ve subtropikal bélgelerinde hizla yayilim
géstermistir25.

Salanaceae familyasindan capsicum Tiirli bir meyva olan kirmizi act biberde bulunan
Kapsaisin veya kapsikum, bilinen en act maddelerden biri olan aktif ac1 bir anahtar
bilesiktir®®. Kapsaisinin biyosentezi agiltransferaz enzimini kodladigr varsayilan AT3
genine bagl olarak gergeklesmektedirﬂ’%.

Act biberin yapisinda bulunan kapsaisinoidler kapsaisin, homodihidrokapsaisin,
dihidrokapsaisin, nordihidrokapsaisin ve homokapsaisin kapsaisinoidlerdir (Tablo 2.1).
Temel kapsaisinoidlerin (kapsaisin ve dihidrokapsaisinin) sinirler ve tat iizerine olan
etkisi mindr kapsaisinoidlere (nordihidrokapsaisin, homodihidrokapsaisin ve
homokapsaisine) gore iki kat daha fazladir. Farkli biber tiirlerinin (Capsicum frutescens,

annuum ve chinese) kapsaisinoid igeriginin 0.22-20 mg/g oldugu belirtilmistir®®.



Kapsaisinoidlerin bagil oranlari, kimyasal yapilar1 ve aci tatlarinin derecesini ifade eden
Scoville dereceleri Tablo I’de Verilmistir3o.

(E)-8-Metil-N-vanilil-6-nonenamid olarak da adlandirilan kapsaisin (C18H27NO3;
Molekiil Agirhigr: 305.41 g) renksiz ve kokusuz bir tozdur (Sekil 2.1). Erime derecesi
57-66 °C araliginda olup, kloroform, alkol ve benzende iyi ¢oziiniip, karbon disiilfitte az
¢oziinmesine ragmen soguk suda neredeyse hi¢ ¢oziinmez ( 25°C’de 10.3 mg/L).
Oktanol- su dagilim katsayisi (log Kos) 3.04’tiir>".

Pisirme, Bekletme ve dondurmaya karsi kapsaisin orijinal potensini korur. Kapsaisinin
miktarmi1 belirlemek i¢in; yiiksek basingli sivi  kromatografisi (HPLC), gaz
kromatografisi, LC/MS metodlarimin, kati faz mikroekstraksiyon (SPME)-gaz
kromatografisi (GC)- kiitle spektrometresi (MS) yontemleri kullanilmis olup, 6l¢iim
(LOQ) ve dedeksiyon limiti (LOD) sirasiyla 0.022 ve 0.014 pg/ mL olarak

belirlenmistirlg”gz.

2.2. Kapsaisin

Uzun yillardir hem besin maddesi, hem de ilag olarak kullanilan siis biberi (Capsicum
sp.) bitkisi 6nemi giderek artan bitkilerdendir. Diinya’da tropik ve suptropik bolgelerde
yayilim gosteren yaklagik olarak 30 tiirii kapsamaktadir. Capsicum annum, Capsicum
baccatum, Capsicum chinense, Capsicum frutescens ve Capsicum pubescens, kiiltiire
edilebilen ekonomik 6neme sahip tiirlerindendir. Kapsaisin kirmizi taze biberde (Sekil
2.2) yesil bibere oranla iki ii¢ kat daha fazla bulunmakta olup, besin degeri yiiksek,

6zellikle C vitamini agisindan oldukga zengin (103 mg/100 g) bir sebze tiiriidiir®,
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2.2.1. Yan Etkiler, Giivenilirlik ve Onlemler
Kapsaisinin en ¢ok karsilasilan yan etkisi uygulanan bolgede hissedilen batma ve yanma

hissi olmasmna ragmen bu his daha sonraki donemlerde yapilan uygulamalarda
azalmaktadir. Kapsaisin uygulama bdlgesinde kasint1 ve kizarikliga neden olabilir. Buna
ilaveten kan basincinda artisa neden olup, anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorii

olarak rol alan ilaglarla da etkilesime girebilmektedir®”.

Kapsaisinin mutajenik etkisini belirlemek amaciyla bakteriyal ve memeli hiicre
kiiltiirlerinde yapilan caligmalarda tartismali sonuclar elde edilmistir. Kapsaisinin gz
cevresi ve viicutta yer alan acik yaralarda kullanimi tavsiye edilmemektedir. 18 yas alt1
cocuklarda ve sacli deride kullanilmamasi tavsiye edilmektedir®*.

Yiiksek dozlarda Kapsaisin alimimin akut erozif gastrit ve hepatik Nekroza neden
olabilecegi bildirilmistir. Kapsaisinin doniisiimsiiz olarak karaciger mikrozomal
proteinleriyle etkilesimi hepatotoksisiteye yol acabileceginden, hepatik ilag
metabolizmasindan sorumlu enzimleri etkileyen ilaglarla birlikte kullaniminda dikkatli

olunmalidir®.

Fito-kimyasal ajanlarin kanser tedavisinde kullanilan kemoterapik ilaglar kadar kanser
onleyici ve antioksidan Ozelligede vardir. Bu ajanlarin ¢ogu tiimorlii hiicrelerin
apoptozise gitmesini uyararak ve hiicre boliinme siklusunun ilerlemesini durdurarak

anti-kansorejen etkilerini gésterirler?’s.

Kapsaisinin karsinogenik etkisini belirlemek amaciyla yapilmig olan in — vitro ve in —
vivo caligmalarin sonuglar1 degiskenlik gosterdiginden bu molekiil “iki yiizii keskin
bicak” olarak tanimlanmasina ragmen, 2000 yili itibariyle kapsaisinin karsinogenik
yoniinlin olduk¢a zayif oldugu ve saflik diizeyinin 6nemli oldugu standardize edilmis

olan protokollerle gosterilmeye baslanmistir. Kapsaisinin ksenograft fare modelleri ve
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kanser hiicre hatlar lizerinde, hiicre siklusunu G0/G1 fazlarinda durdurarak ve 6zellikle
tiimor hiicre apoptozunu indiikleyerek anti-proliferatif etki géstermesi onu onemli bir

teropotik ajan siifina sokmaktadir®®®.

2.2.2. Kapsaisinin Etki Mekanizmalari

T1bbi agidan 6nemli olan bitkiler, ylizyillardan beri halk arasinda hastaliklarin tedavisi
amaciyla kullanilmaktadirlar. Bu bitkilerden biri, botanikte Capsicum annuum olarak
adlandirilan kirmizi act biberdir™. Kapsaisinin en temel etki mekanizmalarindan birisi
sinir uclarindaki norotransmitter uyarimi engelleyerek agrinin giderilmesinde rol
almasidir. Kapsaisin kasintili osteoartrit, psoriasis ve diyabet ile zona basta olmak iizere
agri olusumuna neden olabilen postmastektomi agri sendromu, kronik postherpetik
nevralji, diyabetik noropati, postoperatif agrilar, ¢esitli kasinti tipleri ve apokrin
kromhidrozda tedavi amaciyla lokal olarak kullanilabilmektedir®®**,

Yapilan klinik ve deneysel c¢alismalarda kapsaisinin antiinflamatuar, analjezik,
antimikrobiyal, antitlimoral, antioksidan, ve immiinmodiilatér gibi etkileri oldugu
gésterilmistir“. Yine yapilmis olan diger ¢aligmalarda kapsaisinin karaciger yildizsi
hiicre olusumunu ve karaciger fibrozisini inhibe ettigi43, serum kolesterol diizeyi lizerine
etkili oldugu™; kan serum kolesterolii ve trigliserid degerlerini diisiirerek, ateroskleroz
gelisme riskini azalttigi gosterilmistir™.

Salmonella enteritis ile enfekte kanatlilarda kapsaisinin iyilestirici etkisi oldugu46, safra
taglar1 olusumunun onlenmesindeki potansiyel bir ajan oldugu®’, intragastik olarak

uygulanan kapsaisinin, deneysel modellerle olusturulan gastrik hasara karsi koruyucu

bir etkinliginin oldugu13 tespit edilmistir.
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Biber; sinir, mide ve salgi bezlerini uyararak, onlarin iyi c¢aligmasini saglar, idrar
soktiirtir. Dahili olarak istah acgici, haricen kizartict ve kan toplayic1 etkileri

bulunmaktadir®,

Kapsaisinin bagirsak kanalindaki bazi elektrolitlerin tasinmasi ve peristaltik aktivite
iizerine etkili oldugu bildirilmistir*®. Dogal kapsaisinin, apoptozu indiikleyerek akciger
kanser hiicreleri, myeloid 16kemia, insan hepatoma (HepG2) hiicreleri, prostat kanser

hiicreleri ve kolon kanser hiicrelerinde biiyiimeyi baskiladigi gésterilmistir49'51‘

Diger
taraftan kapsaisinin mide kanseri gibi baz tiirler i¢in risk oldugu da bildirilmistir. Bu
nedenle Kapsaisinin kansere karsi koruyucu etkisinin yani sira kanser predisposal bir
faktor olabilecegi tartisilmakta olup, bu iki yonli etkileri dogrultusunda doz, siire ve

hiicre tipi kapsaisin  kullamminda énemli etkenlerdendir®®™.

Kapsaisinin,
antikarsinojenik, antimutajenik ve antigenotoksik etkileri disinda antianjiyogenik
aktivitesi oldugu in vitro ve in vivo calismalarla bildirilmistir. Yapilan c¢aligmada,
kapsaisin endotel hiicrelerinde G1 hiicre siklusunu durdurup, Vaskiiler Endotelyal
Biiylime Faktorii (VEGF) kaynakli anjiyogenez sinyal yollarini inhibe ettigi, bdylece
hiicrelerdeki morfolojik degisikligi, malignant hiicrelerin migrasyonunu ve kan
damarlarindaki antiproliferatif etkisiyle metastaz olusumunu engelledigi gésterilmistir%.
Parasetamol zehirlenmesi olusturulan ratlarin karacigerinde kapsaisinin, inflamasyonu
onleyici etkisi oldugu tespit edilmistir. Kapsaisinin toksik etkiyi onleyici 6zelligi ile

ilgili simirh sayida arastirma meveuttur®’.
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Sekil 2. 2. Kirmizibiberin bir goriintiisii

2.3. Cekirdekcik

2.3.1. Hiicre Cekirdegi
Canlilarin hiicre ¢ekirdegi; bunlarin sahip olduklar1 genom ve bu genetik materyallerle

iliskili bir sekilde islev gosteren DNA ve RNA onarim mekanizmalari, DNA
duplikasyonu, RNA’larin sentezinden itibaren, islenmesi ve tasinmasi gibi
fonksiyonlarin gerceklestigi yerdir. Yapilmis olan ¢alismalarin biiyiik cogunlugu canli
hiicrelerde bulunan ¢ekirdegin o hiicre igerisinde yer alan en &nemli ve kompleks
organellerden oldugunu gostermistir™>°2.

Tiimor hiicrelerinin sahip oldugu ¢ekirdek yapisinda meydana gelen birgok degisiklik,
patologlar i¢in 6nemli teshis ve prognostik faktorler olarak kullanilmaktadir®®®,
Cekirdekte meydana gelen modifikasyonlar ve kanser mekanizmasi arasindaki iliski
uzun yillardir arastirilmis ve elde edilen bilgilerle her gecen giin bu iliski hakkinda ki
bilgi dagarcigimizin artmasina ragmen bu iliski tamamen anlasilamamis ve hala bu

konu ile ilgili ¢cok sayida caligmalar yap11maktad1r61’66’67.
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2.3.2. Cekirdekcikte rRNA’larin Sentezi ve Islenmesi

Cekirdekcik pre-ribozomal RNA’larin sentezinin yapilarak bunlarin islendigi ¢ekirdek
bolgesidir®. Cekirdekgik de; Ipliksi bolge, yogun ipliksi bolge, graniiler bolge ve peri-
intra nukleolar kromatin olmak ftizere dort alt kisim tanimlanabilir. Cekirdekgik
hiicrelerde bulunan tiim RNA’larin yarisindan fazlasinin sentezi ve iglenmesinden
sorumludur®. Cekirdekeigin 1978 yilinda Fontana tarafindan ¢ekirdek icerisindeki oval
sekilli dort bolge olarak tanimlanmasindan bu yana cekirdekeik, bircok incelemenin
konusu olmustur. I¢inde bulundugumuz periyot, gekirdegin fonksiyonlarmm ve
organizasyonlarinin anlagilmasi ve bilim adamlar1 tarafindan onun Gneminin
tanimlanmas1 agisindan ¢ekirdek¢igin altin  ¢agidir. McClintock, 1934 yilinda
cekirdekgigin, c¢ekirdekgik organize edici bolgenin (NOR) aktivasyon siiresince
telofazda organize oldugunu 6ne sirmiistir’®. Yapilan calismalarda NOR’larin, Zea
mays’in 6. kromozomunun spesifik bir bolgesine uyum gosterdiginin belirlenmesi,
cekirdekeigin gen aktivitesiyle iligkisinin oldugunun ilk olarak diisiiniilmesine yol
acmistir. 1950’lerde c¢ekirdekcikte RNA’larin varligir gosterilmis ve 1960’larda in situ
hibridizasyon teknikleri ¢ekirdek¢ik organize edici bolgedeki ribozomal genlerin

L2 Yine gekirdekgigin kiime halinde

(rDNAS) belirlenmesine olanak saglamistir
izolasyonu ¢ekirdekcik komponentlerinin biyokimyasal karakterizasyonuna onciilikk

etmis ve elde edilen bu bulgulara dayanilarak ribozom biyogenezisinin ¢ekirdekgikte

gerceklestigi ileri sﬁrﬁlmﬁstﬁr73.

2.4. Cekirdekcik Olusturan Bolgeler (Nucleolar Organizer Regions; NORs)

Cekirdekeik olusturan bolgeler (NORs), ilk kez Heitz (1931) ve McClintock (1934)
tarafindan yaptiklar1 c¢alismalar sonucunda tanlmlanmlslard1r74. Baslangicta NOR’lar
mitozun sonunda olusan ¢ekirdek¢igin etrafindaki morfolojik bdlgeler olarak ifade
edilmistir’®. NOR’lar, 45S( 18S + 5.8S + 28S) pre-ribozomal RNA gen kodlarmim bir
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biri ardma tekrarlanan ardisik kopyalarni icerir’. Insan haploid genomu, ortalama
olarak 43.3 kb uzunlugunda 400 ribozomal gen iinitesi birimi icermekte olup’® her bir
tinite 13.3 kb transkribe edilebilen ( 18S + 5.8S + 28S) ve 30 kb transkribe edilemeyen
bolgelerden olusmaktadir’”’. Akrosentrik kromozomlardaki rDNA  kiimelerinin
heterojenitesi ve hiicre tipleri klasik molekiiler yaklasimlara engel olmaktadir™.

Sakai ve ark. (1995), rDNA genlerinin ardisik tekrar sayisinin yaklasik olarak her bir
kiimede 70 oldugunu belirlemislerdir. Bu rDNA genleri, DNA topoizomeraz | (Topo ),
upstream binding faktér (UBF), RNA polimeraz I (RPI), ve promotor segici faktor
(SL1) gibi transkripsiyonel proteinler ile iliski icerisinde bulunmaktadir’®®.
Cekirdek¢ik ve NOR’larin iyi bilinen Giimiis sevme (Argirofili) ozelligi, AgNOR
bantlama tekniginin temelini olusturmaktadir®®*

Nonhiston proteinlerden dolayr giimiisle boyanan bu bolgeler, Ag-NOR proteinleri
olarak adlandiriimaktadir®. Bunlar metafazda rDNA genlerinin etrafinda ve esas olarak
da interfazda ¢ekirdekgigin ipliksi komponentinde yerlesmekte olup, RPI ve UBF major
metafaz AgNOR proteinleri olarak onerilmektedir®.

NOR’lar, insanlarda var olan bes ¢ift akrosentrik kromozomun (13, 14, 15, 21 ve 22’nci
ciftler) ikincil bogumu olarak nitelendirilen satellit saplarinda yerlesmis olan ve
aktifken giimiis ile boyanabilen ribozomal gen bolgeleridir. NOR’lar ile ilgili olan
proteinler, giimiis iyonlarini baglayarak segici olarak boyanabilen, asidik non-histon tipi
proteinlerdir. Giimis, transkripsiyonel olarak aktif olan ya da transkribe edilebilen
rDNA bolgelerine baglanir ve rRNA’nin non-histon proteinlerine tutulu olarak kalir®.
Aktif transkripsiyon siiresince Ribozomal RNA genleri (rRNA), RNA polimeraz | ile
cekirdekcikte yer alirlar. Insan diploid hiicrelerinde NOR’lar, akrosentrik

kromozomlarin kisa kollarinda ribozomal RNA (rRNA) genleri i¢in kodlanan ve ard

arda tekrarlanan ¢ok sayidaki ribozomal genlerin yaklasik 300-400 kopyasini icerirler®.
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2.5. NOR Proteinleri

Hiicre dongiisii siiresince, dongiiniin en hizli oldugu zamanda en fazla miktarda Ag-
NOR proteini sentezlenmektedir®’. Nukleolin ve protein B23, gesitli memelilerin
cogalan hiicrelerindeki iki ana proteindirgs. Bu iki protein genel boyanmanin % 60-
75’ini olustururlar®®. Bunlara ilaveten Nopp 140, RNA Polimeraz-1 Alt Birimleri, UBF

(Transkripsiyon Faktorii) ve 135 kDa’luk AgNOR Proteinide bulunmaktadir.

2.5.1. Nukleolin (C23 Proteini)

Nukleolin, yaygin olan ¢ekirdecik fosfoproteinlerinden biridir ve ¢ekirdekgigin birgcok
fonksiyon bu proteinler tarafindan gergeklestirilmektedir. Yapilan c¢alismalarda,
nukleolinin, éncli rRNA’nin baslangi¢ parcalanmasinin gerg¢eklesebilmesi i¢in zorunlu
oldugu gosterilmistir’®. Nukleolinin ayn1 zamanda, pol II'nin transkripsiyonel
diizenlenmesinden, immiinoglobulin sinifi genlerin ¢alismasimna kadar uzanan c¢esitli
ekstraniiklear islevleri vardir’. Nukleolin, ekspresyonu hiicre siklusuna bagimli ana bir
Ag-NOR proteinidir. Bu proteinin ekspresyonu onun Ag-NOR boyanma miktarina gore
tespit edilebilir®.

Nukleolinin ekspresyon diizeyi dinlenme halindeki hiicrelerde azalmaktadir®.
Nukleolinin ekspresyonu hiicre siklusu siiresince diizenlenebilir ve bunun diizenlenmesi
G1/S gegisinde bir artmaya, G2/M geg¢isinde de muhtemelen bir azalmaya baglidir. Bu
nedenle nukleolinin ekspresyon diizeyinin belirlenmesi, hiicre proliferasyon

aktivitesinin degerlendirilmesi manasma gelir®*®>

2.5.2. Niikleofosmin (B23 proteini, neumatrin ya da NO38)

Pre-ribozomal partikiillerin olgunlasmasinda ve nukleositoplazmik transport isleminde
gorev alan, oldukc¢a bol bulunan bir ¢ekirdekc¢ik proteinidir. Yapilan ¢alismalar, B23’{in

ribozomlarin toplanmasinda bir saperon olarak fonksiyon gdsterdigini desteklemistir®.
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Interfazda major AgNOR proteinlerinden biri olan protein B23, 35-40 kDa’luk
molekiiler agirligi ile ribozomal olmayan RNA’ya baglanan bir fosfoproteindir.
Insanlarda ve ratlarda B23, en az iki izoformda sentezlenir. Bunlar; B23’iin major
niikleolar formu olan 37-38 kDa’luk B23.1 ve 35-36 kDa’luk B23.2°dir. Bu her iki
izoformu, bir tek gen tarafindan kodlanmaktadir. Ultra yapisal seviyede, B23 esas
olarak oOn-ribozomlarin toplandigi ¢ekirdek¢ik igi bir bolge olan graniiler bolgede
bulunur. Aktif olarak c¢ogalan hiicrelerde bu bolge, c¢ekirdek¢ik hacminin yaklasik
olarak %60’mn1 olusturur. Halbuki ¢ogalmayan hiicrelerde (insan periferal kan
lenfositlerinde oldugu gibi) bu boélge onemli olglide kiigiilmistiir. Bu nedenle B23,
hiicre proliferasyon hizint géstermek i¢in giivenilir bir immiinositokimyasal markirdir.
Dolayistyla niikleofosmin miktarinin tespit edilmesi, ¢esitli hastaliklarda tan1 ve

hastaligin seyrini tahmin etmeye yardimer olabilir®’.

2.5.3. Nopp 140

Cekirdekcik fosfoproteinlerinden bir digeride Nopp 140 dir. Yapilan bir ¢aligsmada,
Nopp 140’in small nucleolar ribonucleoproteinler (snoRNPs)’nin komponentleri olan
cekirdekgik fibrillarin proteini ve NAPS57°nin sadece g¢ekirdek¢ige degil, ayn1 zamanda
katlanmig cisimciklere (coiled body) rehberlik ederek, her iki yap1 arasinda fonksiyonel
bir baglac olarak gorev aldign gosterilmistir™. Yine diger calismalarda ise cekirdekeik
ve katlanmus cisimcikler arasinda snoRNPs® ve small nuclear ribonucleoproteinler

(snRNPs)™® i¢in bir trafik akismnin oldugu gdsterilmistir.

2.5.4. RNA Polimeraz-1 Alt Birimleri

180 kDa’luk AgNOR proteini, RNA polimeraz-I’in en biiyiikk alt birimidir. RNA
polimeraz-I’ler, transkripsiyon ve transkripsiyonun inaktif oldugu durumlarda

cekirdekgiklerdeki boyanmaya katilabilirler. Ribozomal genlerle birlesmis olan mitotik
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AgNOR proteinleri, interfaz siiresince AgNOR boyamanin temel diizeyini

olustu rmaktadirlar®.

2.5.5. UBF (Transkripsiyon Faktorii)

RNA polimeraz-I’in transkripsiyon faktorii olan 97-94 kDa’luk bir proteindir. RNA
polimeraz-l yukar1 kanat baglanma faktorii *niin mitoz boyunca ribozomal genlerle

birlesmis olarak kaldig1 bilinmektedir®.

2.5.6. 135 kDa’luk AgNOR Proteini

Kromozomal ekstraktlar, 135 kDa’luk bir AgNOR proteini igerirler. Bu protein oldukca
fosforlanmis olup, AgNOR proteini olarak onerilen ilk proteindir. Bu protein NOR’larin
temel bir bilesenidir ve proliferasyonun bir markir’t oldugu one siiriilmektedir fakat

fonksiyonu tam olarak tiim boyutuyla aydimlatilmis degildir®.

2.5.7. Tiimor Patolojisinde Interfaz AgNOR’lar1

Tiimor patolojisinde AgNOR parametresinin ilk uygulamasi Ploton ve ark. tarafindan
yapllmlstlrlol. Bu arastirmacilar yapmis olduklar1 ¢aligmalarda insan prostat kanser
hiicrelerinin  yiikksek miktarda AgNOR proteinleri ile karakterize edildigini
gostermislerdir. Bu oncii ¢alismadan sonra, interfaz AgNOR proteinlerinin farkl
yayilmalarinmi temel alarak, kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran bir¢ok calisma
yaptlmigtir. Bu nedenle kanserli hiicreleri kanserli olmayan hiicrelerden ayirmada
interfaz AgNOR proteinleri siklikla kullanilabilir™. Melanokarsinomlar ve neoplastik
hiicreler (hem metastatik karsinoma hem mezotelioma) ve insan ploral
effiizyonlarindaki reaktif hiicreler arasinda, interfaz AgNOR proteinlerinin degerleri
agisindan  hi¢  bir Srtiisme  bulunamamustir’®  Timér patolojisinde AgNOR
parametrelerinin en verimli uygulamasi ise kanser hastaliginin seyrini tanimlamak

amactyla yapilmaktadir. Interfaz AgNOR degerlerindeki degisikliklerin, akciger ve

19



karaciger kanserli hastalardaki tiimor kiitlesindeki hizli artigla iliskili oldugu

103,104

gOsterilmistir . AgNOR tekniginin benign ve malign lezyonlar1 ayirt etmek

amaciyla ¢ok cesitli neoplastik lezyonlarin patolojik materyalleri tizerinde basariyla
uygulandigi iyi bilinmektedir'®%,

AgNOR proteinleri birgok kanser tiiriinde hiicresel proliferasyonun bir indikatoriidiir®”.
Bu bolgelerin aktiviteleri direk olarak protein sentezi ile iligkilidir. Bu nedenle, aktif
NOR sayilari, artan hiicresel aktiviteyle artar. Burada bahsedilen metodu kullanarak
yapilmis olan daha onceki ¢alismalarda, ortalama AgNOR sayis1 ve TAA/CA oraninin
papiller tiroid kanserinde benin tiroid nodiillerine gore anlamli derecede arttig1 tespit
edilmistir®. Aymi zamanda yeni bir yaklasim olarak total AgNOR alaninin total ¢ekirdek
alanina oraninin (TAA/CA oraninin tespitinin) malin ve benin tiroid lezyonlarda
hiicrelerin proliferasyon aktivitesinin tespiti i¢in olduk¢a uygun bir metod oldugu ve
rutin sitopatolojiye katki saglayabilecegi tespit edilmistir>®. Diger bir ¢alismada bu yeni
yaklagimla elde edilen cut-off degerlerinin Folikiiler Adenom ve Folikiiler Tiroid
Karsinomunun cerrahi dncesi ayirimina yardim edebilecegi ve rutin sitopatolojiye katki
sunabilecegi bildirilmistir®. Buna ilaveten ince igne aspirasyon biyopsisinde Ornegin
dogru lokalizasyondan almip alinmadigini tespit etmek amaciyla, normal tiroid
dokusundan benin nodiilleri ayirmak igin bir cut-off degeri elde edilmistir’.

Prostat kanseri; hiicre kinetigi ¢alismak i¢in kullanilan yontemler olan Tritium-etiketli
histootoradyografi, AgNOR boyama teknigi ve Ki67MIB-1 immiinohistokimyasal
tekniklerinin kullanim ile, yavas, orta ve hizli prolifere olan tiimorler olarak gruplara
ayrilabilir. Bu teknikler klasik histoloji ve sitolojiye ilaveten diisiik, orta ve yiiksek
dereceli derecelendirmelerin yapilabilmesi i¢in 6nemli tamamlayici1 yontemlerdir ve 6n

kosullar olarak karsimiza (;1kmaktad1r107.
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Proliferasyon ve apoptoz arasindaki denge doku belirtecleri olan Bcl-2 ve p53Yin
ekspresyonundaki degisikliklerle ve DNA {izerinde giimiis boyali ¢ekirdeke¢ik
diizenleyici bolgelerin (AgNOR) varligr ile prostat adenokarsinomalarinda belirtilir.
Kanser olusumunu tesvik eden ve baskilayan mekanizmalarin hesaba katilmasi ile
kanser evresi ve derecesi ile iliskilendirilebilecek bir matematiksel modelin
gelistirilmesi, hastalik davranisini incelemek igin yararli olacaktir. Bunedenle 17
hastanin adenokarsinom biyopsi Ornekleri kullanilarak yapilmis olan bir calismada
proliferasyonun bir markir1 olarak Bcl-2 ve AgNOR, apoptozisin markiri olarak da p53
kullanilarak gelistirilen bir matematiksel model anlamli derecede Gleson skoru,
Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC) smiflandirmas: ve serumdaki prostat spesifik
antijen diizeyi ile korelasyon gostermistir. Oysa her bir doku markir1 yalniz basina tiim
bu 6l¢iimlerle korelasyon gt')stermezlog.

Prostat hastaliklar1 morbidite ve mortalitenin ana nedenlerinden biridir. Hastaligin erken
donemlerinde tespit edilmesi ve etkili tedavi stratejisinin yonetilmesi 6nemli bir
gereksinimdir. Prostat spesifik antijen (PSA) ¢ok hassas olmadigindan hastaligin tani ve
seyri hakkinda bilgi elde edebilmek i¢in baska tekniklere gereksinim vardir. Yapilan bir
caligmada prostatik lezyonlardaki AgNOR’un rolii ve serum PSA ile korelasyonu
incelenmistir. Bunun i¢in 1 yildan daha fazla siiredir prostat hastalifina sahip olan 60
hasta degerlendirilmistir. Hastalar benign prostatikhiperplasia (BPH), prostatit veya
prostatik adenokarsinoma (PKa) olarak 3 gruba ayrilmistir. BPH ve Prostatit’in
ortalama AgNOR sayilar1 arasinda BPH ve PIN arasindaki gibi istatistiksel olarak
anlaml farklilik tespit edilmistir (p < 0.001). Diistik ve yiiksek dereceli PIN arasindaki
fark da anlamli bulunmustur. Prostatik adenokarsinomanin AgNOR sayisinda, benin
hastaliklardan anlamli derecede artis tespit edilmistir. Ayni zamanda lokalize ve

metastatik karsinoma arasinda da anlaml farklilik tespit edilmistir (p < 0.001). Serum
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PSA degerleri ile AgNOR sayilar1 arasinda anlamli bir korelasyon bulunmustur. (p
<0.001)'*°,

Yaslar1 60-75 arasinda degisen prostat kanseri (PKa) hastalarindan otuz bes igne
biyopsisi incelenmistir. Yapilan ¢alisma sonucu en yliksek AgNOR sayimi kotii
diferansiye karsinomalarda bulunmus olup (9,81), bu deger, iyi diferansiye karsinomda
(5,3), Duktal karsinomalarda (7,61) orta derecede diferansiye karsinomlarda (7,35)
olarak bulunmusturllo.

Prostatik lezyona sahip 50 hasta kullanilarak yapilan bir ¢calismada en yiiksek AgNOR
say1st (4,3-5,4/Hiicre) adenokarsinomada bulunmustur**.

Malignant hastaliklardan paramalignantlar1 ayirmak igin 185 prostatik ince igne
biyopsisini iceren bir diger ¢alismada, AgNOR alanimin maligniteye bagl olarak arttig
gésterilmistirllz.

Prostat kanserli 26 hastanin parafine gomiilmiis ve formalinde fikse edilmis biyopsi
ornekleri iizerinde yapilan ¢aligmada, AgNOR orani, yiiksek Gleason histological
derecelendirilmesinde (7,5) diisiik Gleason histological derecelendirilmesine (5) gore
anlamli derecede yiiksek bulunmustur*,

Prostat kanserli 65 hastanin parafine gomiilmiis ve formalinde fikse edilmis cekirdek

igne biyopsileri ile yapilan calismada maliniteye bagli olarak AgNOR miktarinda

anlamli degisikliklerin oldugu tespit edilmistir™*.

104 hastaya ait Prostatin benign, prenoplastik ve neoplastik lezyonlarinda arjirofilik
nucleolar organizator bolgeler i¢in incelenmis ve kontrol grubunda lezyonlu gruba gore
AgNOR miktar1 daha diisiik olarak bulunmugtur™®®.

50 prostat latent kanseri ve 50 prostat klinik kanserinde hiicre proliferasyon aktivitesinin

bir gostergesi olan AgNOR, topoizomeraz ll-alfa, Ki-67, alpha-methylacyl-CoA
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racemase belirteclerinin kullanilmasi ile yapilan bir c¢alismada latent kanserlerin
proliferasyon aktivitesi, klinik kanserlerden daha diisiik olarak bulunmustur**®.

Tedavi almis ve prostat kanseri nedeniyle 6lmiis 29 hasta degerlendirilmistir. Tedavi
Oncesi 25 hastanin ve endokrin tedavisi siiresince 10 hastanin doku biyopsisi otopsi
ornekleriyle karsilastirilmistir. Ontedavi uygulanmis biyopsi drneklerinden otopsiden
elde edilmis biyopsi orneklerine dogru gidildikge AgNOR larin sayisinda istatistiksel
olarak artis tespit edilmistir. Buna ilaveten 6n tedavi sonras1 AgNOR’larin sayisi ile
sagkalim arasinda bir korelasyon olmamasina ragmen, endokrin tedavisi sonrasi
sistemik progresyonlu hastalardaki sagkalim arasinda ters bir iliski tespit edilmistir**’.
Ilerlemis prostat kanserli 50 hastanin biyopsi materyali ile yapilan ¢calismada yiiksek ve
diisiik dereceli hastalarin AgNOR sayilar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli faklilik
bulunmustur. AgNOR skorlarinin intratiimoral heterojeniteleri anlamli olarak tespit
edilmistir'®®,

Normoglandular prostatik dokulu (10), hiper plastik prostatik dokulu (10) ve cesitli
derecelerdeki prostatik karsinomali (74) 94 hastanin biyopsi Orneginden yapilan
calismada, diisiik derecelilerle kiyaslandiginda yiiksek dereceli farklilasmis prostat
kanserli bireylerde AgNOR sayisinda bir artis tespit edilmistir. Dahada Gtesi gruplar
arasindaki AgNOR degerleri anlami derecede farkli bulunmustur (P < 0.001)*°.

30 benin prostatik hiperplazili, 17 latent prostatik karsinomali, 50 klinik karsinomali ve
7 malignant lezyonlu prostatik karsinomali hastalarda yapilan calismada AgNOR sayisi,
AgNOR lekelerinin alan1 ve AgNOR pozitif boyali lekelerin rolatif skorlar1 arasinda
anlamli farklilik bulunamamistir. Bununla beraber infilitrativ leyonlarda olmayanlara
gore istatistiksel olarak yiiksek sayida AgNOR sayis1 tespit edilmistir'.

Transrektal prostat aspirasyonlu 90 hastada (bunlardan 81’1 aym1 zamanda histolojik

olarakta degerlendrilmistir) AgNOR boyama yapilarak bunlarin sayilari1 ve dl¢iimleri bir
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interktif image analiz sistemi ile yapilmistir. Rutin tiimor tanisindaki sensitivite %96 ve
spesivitede %97 olarak bulunmustur. Bu ¢aligmayla ucuz bir yontem olan AgNOR

boyama ile benin prostatik lezyonlardan karsinomatéz lezyonlarin ayrimi yapilmustir™2*.

2.6. Prostat

Prostat derin pelviste yerlesik kapsiille cevrili sekli cevize ya da ters bir koniye
benzeyen fibromiiskiiler ve glandiiler bir organdir. Geng eriskinlerde ortalama yaklasik
olarak20 ml hacimde, 4 cm genisliginde, 3 cm yiiksekliginde, ve 2.5 cm kalinligindadir.
Superiordan mesaneye, inferiordan ise eksternal iiriner sfinkter ve membrandz iiretraya
baglanir. Prostatin bazal kism1 mesaneyle komsu olan bezin superior kismidir, apeks ise
inferior sinirma karsilik gelir. Prostatin posterior yiiz, anterior yiiz ve iki adet
inferolateral olmak iizere dort yiizii vardir. Inferolateral yiizler konveks bigimlidir ve
levator ani kaslarimin medial kenarlar1 ve endopelvik fasya ile iligkilidir. Posterior yiiz
rektumla komsudur ve rektumdan Denonvilliers’ fasyasiyla ayrilir. Denonvillier’s
fasyasi anterior rektal duvarla prostatin ve seminal vezikiillerin posterior yiizii arasinda
yer alir (Sekil 2.3)'%. Bu fasya prostat kanserinin posterior yayilimini engelleyen bir

bariyere benzer'?*,

Ureter

Lenf nodu

Rektum

Mesane

PROSTAT

Vas deferens

Uretra

Penis

Testis

Sekil 2. 3. Prostat anotomisi‘**
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2.6.1. Prostat Kanseri
Prostat kanseri (PKa) prostat bezinin habis bir timoriidiir. ABD’de erkeklerde ikinci

siklikta goriilmekte olup, her yil kanser tanist konulan ii¢ erkekten biri prostat
kanseridir. Prostat kanseri hastanin hem kendi hayatini hem de yakinlarininkini
etkileyen ve bas edilmesi zor bir hastaliktir. Hastalar ailelerini kaybetmekten, is ve
giinlik aktivitelerini silirdirememekten korkmaktadirlar. Tedaviler, yan etkiler,

hastanede yatma siireleri de bu korku ve endiseye katkida bulunmaktadir™®,
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER
Demirbas Malzemeler

1. Etiiv (Thermo Scientific)

2. Karbondioksitli (CO?) ‘li inkiibatdr (SANYO)
3. Santrifiij (Heraeus)

3. Su banyosu (PolySciencet)

4. Vorteks (IKA MS1)

5. Mikroskop (Olympus, CX41)

6. Mikroskop atasmanli renkli dijital kamera video kamera ZEISS AxioCam 1Cc5
model)

7. Bilgisayar (DELL Optiplex 3020)

8. Mikroskop (Nikon Labophot 2, Olympus model CHK)
9. Fotomikroskop (Olympus)

10. Manyetik karistirict (IKA cMAG HS7)

11. Laminar air flow kabin (NUVE LN 120)

12. Hassas terazi (RADWAG AS 220/C/2)

13. Derin dondurucu (Ugur Derby)

14. Buzdolab1 (Argelik)

15. Otomatik pipet (Socorex Swiss,1000uL)

16. Zaman ayarlayici

17. pH metre (Ino Lab)

18. Invert Mikroskop (WESCO)

19. Vortex (Bi6Cote Staurt)

20. Bilgisayar yazicisi (Samsung CLP-315)
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22

23

. Bidistile su cihaz1 (PURE LAB flex)
. Mikrotom (Shandon Finesse ME)

. Isitic1 tabla (Barnstead/Labline)

Sarf Malzemeler

1.

2.

8.

9.

10

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Insan Prostat Kanser Hiicre Hatt1 PC-3 (ATCC® CRL1435™)

Glasial asetik asit (Merck, 247K18855556)

. Metanol (Merck, 502K5275408)

. Lamel yapistirict (Entellan, Merck, 640171987)
. Immersiyon yag: (imersiol, Merck, 09406599)

. DMEM besi ortami

. Hidroklorik Asit (HCL,Merck,0070135)

Ksilol (Carlo Erba, 492306)

AgNO3 (Giimis Nitrat) (Merck,30474310228)
. Etanol (Merck, K21078586)

Jelatin (Merck, 39166778-839)

Formik asit (Merck, K39189264836)

pH Universal ndikator pH 0-14 (Merck)
Distile su

Cesitli cam laboratuar malzemesi

Konik tabanli 10ml’lik steril kiiltiir tiipii (Grainer, polystrene)
Filtre kagidi (Whatman Filter Papers 25mm)
Enjektor 2ml, Sml, 10ml (Sterijen)

Pastor pipeti

Lam (Objekttrager)

Lamel (Menzel-Glasser 24x32mm)
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22. Aliiminyum Folyo

3.2. Yontem

3.2.1. Calisma Gruplarinin Belirlenmesi
Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Hiicre Kiiltiirii

laboratuvarinda ticari olarak alinan Prostat kanser hiicresi olan PC-3 hiicre hatti
(ATCC® CRL1435™) kiiltiire edilerek, logaritmik iireme fazinda olan aktif hiicreler 5
gruba ayrilmistir.

Bu hiicrelerden ilk gruba hi¢bir madde uygulanmazken, kiiltiir kaplarinda (T75,75 cm2)
%80-90 oraninda aktif hiicrelerin bulundugu diger 4 gruba farkli dozlarda (25up, 50 up,
100 up, 200 up) kapsaisin uygulamasi yapilamistir. Calismaya dahil edilen gruplarimiz
asagidaki gibi belirlenmistir.

1) Hi¢bir madde uygulanmamis PC-3 hiicre hatti (ATCC® CRL1435™)

2) 25 up konsantrasyonunda kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre hatti (ATCC®
CRL1435™)

3) 50 up konsantrasyonunda kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre hatti (ATCC®
CRL1435™)

4) 100 up konsantrasyonunda kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre hatti (ATCC®
CRL1435™)

5) 200 up konsantrasyonunda kapsaisin uygulanmig PC-3 hiicre hatti (ATCC®
CRL1435™)

Bu gruplarin her biri igin ayr1 ayr1 yayma preperatlar hazirlanip, hazirlanan bu yaymalar
havada kurutularak metanolde fikse edilip, Ag-NOR boyama islemi uygulanmis ve
insan prostat kanseri hiicre (PC3) hattindaki hiicrelerde AgNOR sayisi ile toplam
AgNOR alan1 / Cekirdek alan1 degerleri bir bilgisayar programi (ImageJ version 1.47t,

National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) kullanarak hesaplanmustir.
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3.2.2. Prostat Kanser Hiicresi Olan PC-3 Hiicre Hattinin (ATCC® CRL1435™)
Kiiltiire Edilmesi

Calisma hipotezine uygun olarak hiicre kiiltiirii protokolleri Diizce Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Hiicre Kiiltiiri laboratuvarinda ticari olarak
alman Prostat kanser hiicresi olan PC-3 hiicre hatti (ATCC® CRL1435™) Kkiiltiire
edilmistir. Prostat kanser hiicrelerinde kapsaisin molekiiliiniin farkli zaman dilimlerinde
farkl1 konsantrasyonlarinin AgNOR proteinlerinin {izerindeki etkilerini arastirmak ve
etki mekanizmasmi belirlemek iizere ticari olarak alinan PC-3 hatti (ATCC®
CRL1435™) kullanilmistir. AgNOR boyama teknigi ile boyanmis prostat hiicrelerinde
kontrol ve uygulama gruplarina gore ortalama AgNOR sayisi ve AgNOR alant /
Cekirdek alan1 degerleri 6l¢iilmiistiir.

Temin edilen hiicreler temin edilen kriyotiipler iginde saklandiklari (-80°C) derin
dondurucudan ¢ikarilarak 37°C’deki steril su banyosunda kisa siirede ¢ozdiiriilmiis ve
olas1 kontaminasyonu 6nlemek i¢in tiipler %70’lik alkolle silinerek laminar akiml1 steril
bir kabinde isleme tabi tutulmustur.

Tip igerisindeki hiicreler, icinde %10 FBS, %]l penisilin/streptomisin ve %1 non-
essensiyal aminoasit olan hiicre iiremesine uygun DMEM besi ortami ile T75 cm2’lik
hiicre kiiltiirii iiretme kabinda (flask) yerlestirilip, Laminar kabinden alinarak 37°C’deki
%S3 karbondioksit (CO2) ortamindaki etiivde inkube edilmistir. Dondurmayi takiben ilk
kez c¢Ozlilmiis olan hiicrelerin besiyerleri ertesi giin degistirilerek tazelenmesi
gerekmektedir. Daha sonraki degisimler hiicre biiylilme insidansina gore degiskenlik
gosterebilmektedir.

Tam konfluent olan hiicreler, uygulama yapilmasi amaciyla Tripsin/EDTA (Lonza,
Isvigre) kullanilarak subkiiltiire edilip, bir kismi da %10 dimetil siilfoksit (DMSO)

(D2650, Sigma, St. Louis, USA) dondurma vasatiyla dondurularak saklanmaistir.
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Logaritmik iireme fazinda olan, kiiltiir kaplarinda (T75,75 cm2) %80-90 oraninda aktif
hiicrelere optimal konsantrasyonu belirlemek amaciyla farkli dozlarda (25 up, 50 up,
100 up, 200 up) kapsaisin uygulamasi yapilmistir. Farkli inkubasyon siirelerini
tamamladiktan sonra, trypan blue ile hiicre sayimi yapilmis ve MTT testi canlilik
analizleri ile degerlendirilmistir.

Prostat hiicrelerine en etkin ve toksik olmayan uygun konsantrasyonun bulunmasi ile,
T75 flasklarda esit sayida olan hiicre gruplarina uygulama yapilmis ve AgNOR teknigi
ile boyamalar1 gergeklestirilmistir.

3.2.2.1. Prostat Kanser Hiicresi Olan PC-3 Hiicre Hatti (ATCC® CRL1435™)
Hiicrelerinden Preperat Hazirlanmasi ve Fiksasyon Asamasi

Prostat kanser hiicresi olan PC-3 hiicre hattt (ATCC® CRL1435™) Kkiiltiire edilerek,
Logaritmik iireme fazinda olan 5 gruba ayrilan aktif hiicrelerden her biri i¢in daha
onceden metanol/asetik asit soliisyonu igerisinde ve sogukta bekletilmis olan temiz
lamlar kullanilarak yayma preperatlar hazirlanmistir. Her bir grup igin ayri ayri
hazirlanan bu preperatlar, oda sicakliginda havada kurutulmustur. Daha sonra
metanolde 10 dakika fikse edilerek Prostat kanser hiicrelerinin lama sabitlenmesi

saglanmustir.

Kullanilan Cozeltiler

% 50’lik AgNO3 Cozeltisi

lg AgNO3’lin 2 ml enjeksiyonluk bidistile su i¢inde ¢Oziilmesiyle hazirlanmistir.
Hazirlanmis olan bu ¢ozelti kullannm asamasma kadar +4 °C> de ve karanlkta
saklanmustir.

% 1’lik Formik asit Cozeltisi

Iml formik asitin iizeri distile su ile 100ml’ ye tamamlanip homojen dagilimi

saglanarak hazirlanmistir.

30



% 2’lik Jelatinli Formik asit Cozeltisi

Oda sicakliginda 98 ml % 1’lik formik asit icinde 2g jelatinin manyetik 1sitmali
karistirict yardimiyla ¢éziinmesiyle (% 2’lik jelatin) elde edilmistir. Elde edilen karigim
filtre kagidindan siiziilerek kullanim agamasina kadar oda sicakliginda saklanmistir.
Giimiis Boyama Cozeltisi

Daha o6nce hazirlamis oldugumuz % 50°lik AgNO3’den 1 ml (iki hacim) % 2’lik
Jelatinli Formik asit’den 0.5 ml (bir hacim) alinarak, isiktan korumak icin etrafi
aliiminyum folyo ile kaplanmis bir tiip igerisinde pastor pipeti yardimiyla karistirilarak
hazirlanmistir. Glimiis Boyama solusyonu her kullanimda yeniden hazirlanmistir.
AgNOR Boyama Islemi

Kapsaisin uygulanmis insan prostat kanseri hiicre (PC3) hattindan elde edilen
preparatlar Benn-Perle ve Lindnerin protokolunun hafif modifiye edilmis hali ile
AgNOR boyamaya tabi tutulmustur?*?’.

Bizim kullandigimiz bu ydntemde, sicaklik 37OC’ye cikarilirken siire 15 dakikaya
diisiriilmistir. Prostat kanseri hiicrelerini igeren preparatlar ilk o6nce 10 dakika
metanolde bekletilerek fiksasyon saglanmig ve daha sonra oda sicakliginda havada
kurutulmustur. Havada kurutulan preparatlar daha sonra i¢inde nemli ortam olugturmak
amactyla su ile slatilmig kurutma kagidinin bulundugu petri kabinin igerisine
yerlestirilmistir.

Preparatlarin iizerine daha 6nceden boyama amaciyla hazirlamis oldugumuz giimiis
boyama soliisyonundan pastor pipeti ile preperattaki hiicre yogunlugu goz Oniinde
bulundurularak 3-4 damla damlatilmis ve tizerleri lamelle kapatilmistir. Sonra hizli bir
sekilde petri kabinin kapagi kapatilarak, etrafi 1s1k almayacak sekilde aliiminyum folyo
ile sarilmis ve 37 °C’deki etiivde 15 dakika bekletilmistir. 15. dakikanmn sonunda

etlivden ¢ikarilan preparatlar iizerlerindeki lameller diisiinceye kadar distile su ile
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yikanmig ve kurutma kagidinin {izerinde beklemeye alinmistir. Sonugta tiim preparat
tizerindeki biitiin bolgelerde hedefledigimiz kalitede homojen AgNOR boyal1 Prostat

kanseri hiicrelerini igeren preparatlar elde edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3. 1. AgNOR boyama islemi yapilmis prostat kanser hiicreleri

3.2.3. Gruplara Gore Tiroid Hiicrelerindeki Interfaz NOR Aktivitelerinin
Degisiminin Degerlendirilmesi

Hi¢bir madde uygulanmamis PC-3 hiicre hattt (ATCC® CRLI1435™), 25 up

konsantrasyonunda kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre hatti (ATCC® CRL1435™), 50

up konsantrasyonunda kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre hatti (ATCC® CRL1435™),
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100 up konsantrasyonunda kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre hatti (ATCC®
CRL1435™) ve 200 uu konsantrasyonunda kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre hattina ait
(ATCC® CRL1435™) hiicrelerdeki interfaz NOR aktivitelerinin degisimini tespit
etmek igin, AgNOR boyama islemi uygulanmis her bir preparattan 100 interfaz
¢ekirdegi incelenmistir. Her ii¢ grupta tiroid hiicrelerinin interfaz NOR aktivitelerinin
degisimi kamera atagmanli 151k mikroskobu ve bir bilgisayar programi yardimi ile

degerlendirilmistir.

3.2.4. Kamera Atacmanh Isik Mikroskobu Yardim ile Interfaz NOR’larimin
Analiz islemleri

Belirlenmis olan gruplara gore interfaz NOR aktivitelerindeki degisiklikleri tespit etmek
amaciyla, AgNOR boyama protokoliine gére boyanmis olan her bir preparattan 100
interfaz alani, dogrudan kamera atagmanli bir 151k mikroskobu altinda ve yiiksek
biiylitmede (1000X) incelenmistir. Glimiisle boyal1 Prostat kanseri hiicrelerininin (PC3)
interfaz ¢ekirdek¢iginin hiicre ¢ekirdegine orani seklinde, 6zel bir bilgisayar programi
olarak hazirlanmig goriintii analizi yardimu ile 6l¢iilmiistiir. Buna ilaveten her bir bireyin
100 hiicresindeki AgNOR sayilar1 sayilarak Ortalama AgNOR sayr degerleri
hesaplanmistir. Bilgisayarda 6l¢iim islemleri i¢in asagidaki basamaklar sirasiyla takip

edilmistir.

3.2.5. Bilgisayarda interfaz NOR’larimin Olgiim islemleri

Prostat kanseri hiicre Gruplarina gore, hiicrelerdeki interfaz NOR aktivitelerininin
degisimini degerlendirmek i¢cin, AgNOR boyal1 her bir preparattan 100 interfaz alani

asagidaki basamaklar takip edilerek degerlendirilmistir.
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3.2.5.1. Prostat Kanseri Hiicre Goriintiilerinin Elde Edilmesi
Analiz isleminde kullanilacak olan Prostat kanseri hiicre g¢ekirdeklerinin goriintiileri

kamera atagmanli bir 151k mikroskobundan (100 x 10 biiyiitme) bilgisayar ortamina bir
video kamera (LEICA DFC 420 C model) aracilig1 ile aktarilmistir (Sekil 3.2, 3.3).
Kameradan alinan goriintiiler, ilizerinde analiz islemi yapilmak iizere jpg tiirii resim

formatinda bilgisayara kaydedilmistir.

Sekil 3. 2. Analiz isleminde kullanilan kamera atagmanli 151k mikroskobu ve bilgisayar
diizenegi
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Sekil 3. 3. Analiz isleminde kullanilan kamera atagmanli 151k mikroskobu

3.2.5.2. Elde Edilen Gériintiilerin Analiz Islemi
Standardize edilen goriintiiler ayni programla (ImageJ version 1.47t, National Institutes

of Health, Bethesda, Maryland, USA) analiz edilmislerdir. Analiz isleminde kullanilan

programin gorlintlisii Sekil 3.4’de goriilmektedir.
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Sekil 3. 4. Analiz isleminde kullanilan program ve analiz edilecek olan prostat kanseri
hiicreleri

3.2.5.2. 1. NOR Balgelerinin Belirlenmesi

Analiz programi yardimiyla NOR igeren bolgelerin se¢imi “’freehand selection’” paneli
kullanilarak yapilmistir. Bu yolla secilen bolgeler disinda NOR bdlgesi oldugu
diistiniilmeyen fazla se¢ilmis diger bolgeler ise programin sundugu cesitli araclar
sayesinde se¢ime dahil edilmemis segimin disinda birakilmistir. NOR bolgelerinin
belirlenmesinde bilgisayar programi yol gosterici olarak kabul edilip analiz yapan
kiginin kararlar1 esas alinmistir (Sekil 3.5, Sekil 3.6), NOR bolgeleri belirlenmis bir
prostat kanseri hiicre g¢ekirdegini gostermektedir. Daha sonra tespit edilen bu NOR

bolgeleri hesaplanarak, ¢ekirdek alaninin belirlenmesine gegilmistir (Sekil 3.7). NOR
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bolgeleri hesaplanmis bir prostat kanseri hiicre ¢ekirdegi Sekil 3.8’de goriilmektedir.
Her bir grup igin ortalama AgNOR sayilar1 basitge sayilip, her bir bir prostat kanseri

hiicresi i¢in ayr1 ayr1 kaydedilmistir.

d ¢ Image) - X
245 File Edit Im_age Process Analyze Plugins Window Help
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Sekil 3. 5. Analiz programinda freehand selection panelinin aktif hale getirilmesi
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Sekil 3. 6. NOR bdlgeleri belirlenmis bir prostat kanseri hiicre ¢ekirdegi
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Sekil 3. 7. Cekirdek alan1 belirlenmis bir prostat kanseri hiicre ¢ekirdegi

3.2.5.2. 2. Prostat Kanseri Hiicre Cekirdek Alaninin Belirlenmesi

Cekirdek alaninin belirlenmesi igin de NOR bolgesinin belirlenmesine benzer bir yol
izlenerek yine ‘‘freehand toll’’ paneli kullamilmistir. Ozellikle sitoplazma gdlgesi
bulunduran baz1 goriintiilerde ¢ekirdegin ayirt edilmesi oldukga gii¢ olmasi nedeniyle
bu tiir goriintiilerde ¢ekirdegin smirlar1 dikkatli bir sekild elle ¢izilip, programin
belirlenen alan1 ¢ekirdek bolgesi olarak gormesi saglanmistir. Sekil 3.7 ve Sekil 3.8
cekirdek ve NOR bolgeleri belirlenmis bir bir prostat kanseri hiicre ¢ekirdegini

gostermektedir.
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Sekil 3. 8. Cekirdek ve NOR bolgelerinin hesaplama sonucu

3.2.5.2. 3. Olgiitlerin Hesaplanmasi

Calismamizda degerlendirme Ol¢iitii olarak, total NOR ylizey alaniin biitlin ¢ekirdek
yiizey alanma orami kullanilmistir. Bu parametrenin hesaplanmasi i¢in kullandigimiz
bilgisayar programi sayesinde dncelikle NOR bdlgesi olarak belirlenen bdlgedeki nokta
sayis1 ve ¢ekirdek bolgesi olarak belirlenen bdlgedeki nokta sayis1 (pixel) hesaplanarak,
igerisine NOR bdlgesinin de dahil oldugu ¢ekirdek alanina gére NOR alanmin yiizde

oran1 hesaplanmustir (Sekil 3.8).

3.3. Istatatistiksel Analiz Yontemi

Gilinlimiizde biyoistatistik analizler i¢in Windows tabanli programlardan Sosyal
Bilimlerde Istatistik Paketi (SPSS) kullanilir. Gruplara gére interfazdaki NOR alan
orani ortalamasi ve ortalama NOR sayilar1 tespit edildikten sonra bu degerlerin her biri
igin gruplar1 birbiriyle istatistiksel olarak karsilagtirmak i¢in SPSS 17,0 istatistik

programi kullanilmastir.
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Biitiin veriler bilgisayar ortaminda SPSS 17.0 (SPSS, Inc., Chicago, Illinois, USA)
istatistik programi kullanilarak degerlendirilmistir. Arastirmanin tiim verileri igin
oncelikle tanimlayic1 istatistikler uygulanmistir. Olgiimle belirlenen degiskenler igin
tanimlayici istatistikler; ortalama ve standart sapma seklinde verilmistir. Kullanilan
verilerin Oncelikle normal dagilima uygunluk testleri (Shapiro-Wilk testi) yapilmistir.
Yapilan testler sonucu verilerin normal dagilim gostermedigi (p<0,05) saptanmistir.
Veriler normal dagilim gostermediginden dolayi istatistiksel analizde non-parametrik
testler yapilmasinin uygun olacagi belirlenmistir. Bunun i¢in ikili kiyaslamalarda Mann-
Whitney U Testi, ikiden fazla kiyaslamalarda Kruskal-Wallis Testi kullanilmistir. Elde
edilen 0.05ten kiiglik p degerleri anlamli kabul edilmistir. Sonuglar ortalama + standart
sapma seklinde verilmistir. Tiim testlerde istatistiksel anlamlilik diizeyi (p degeri) 0,05
olarak kabul edilmistir.

Buna gore NOR alani ortalamasi agisindan higbir sey uygulanmamis prostat kanser
hiicre hattin1 iceren grup ile farkli dozlarda madde uygulanmis prostat kanser hiicre
hattin1 iceren gruplar birbirleriyle karsilastirilmigtir. Daha sonra ise her bir grup
birbiriyle ikili olarak karsilagtirilmistir. AgNOR sayis1 agisindan da yine ayni gruplar

arasi karsilagtirmalar yapilmstir.
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4. BULGULAR

Su anki ¢alismada hi¢bir madde uygulanmamis insan prostat kanser PC-3 hiicre hatti
(ATCC® CRL1435™) | 25 up konsantrasyonunda kapsaisin uygulanmig PC-3 hiicre
hatt1 (ATCC® CRL1435™), 50 up konsantrasyonunda kapsaisin uygulanmig PC-3
hiicre hattt (ATCC® CRL1435™), 100 up konsantrasyonunda kapsaisin uygulanmis
PC-3 hiicre hatti (ATCC® CRL1435™) ve 200 up konsantrasyonunda kapsaisin
uygulanmis PC-3 hiicre hatti (ATCC® CRL1435™) olarak 5 gruba ayrilmis ve her bir
gruba AgNOR boyama islemi uygulanarak her bir grup i¢cin TAA/CA ve ortalama
AgNOR sayist degerleri hesaplanmistir. Buna gore hi¢bir madde uygulanmamis insan
prostat kanser PC-3 hiicre hattti (ATCC® CRLI1435™) i¢cin TAA/CA degeri
0,174+0,045 ve ortalama AgNOR sayisi1 degeri 5,467+1,721 olarak bulunmustur. Bu
degerler 25 up konsantrasyonunda kapsaisin uygulanmig PC-3 hiicre hatti (ATCC®
CRL1435™) j¢in sirastyla 0,172+0,119 ve 3,677+£1,659; 50 up konsantrasyonunda
kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre hatti (ATCC® CRL1435™) i¢in 0,162+0,06 ve
3,118+1,741; 100 up konsantrasyonunda kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre hatti
(ATCC® CRL1435™) i¢in 0,161+0,094 ve 3,044+1,673; 200 up konsantrasyonunda
kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre hatti (ATCC® CRL1435™) i¢in ise 0,159+0,142 ve
3,241+1,525 olarak bulunmustur (Tablo 4.1).

Yapmis oldugumuz calisma sonucunda, hi¢cbir madde uygulanmamis insan prostat
kanser PC-3 hiicre hatt1 (ATCC® CRL1435™) ile farkli konsantrasyonlarda 25 up, 50
up, 100 up ve 100 up kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre hatti (ATCC® CRL1435™)
karsilastirildiginda hem TAA/CA hemde Ortalama AgNOR sayis1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (sirasiyla X2 13,903 , p=0,009 ; X?: 83,716 ,

p=0,000) (Tablo 4.1; Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

42



Tablo 4. 1. Gruplarin N, ortalama TAA/CA degeri, ortalama AgNOR sayisi, X* ve p

degerleri
Gruplar N Ortalama Ortanca AgNOR Ortanca X? P Degeri
TAA/CA Deger Sayisi Deger Degeri
Kontrol 100 0,174+0,045 0,160*  5,467+1,721 5% 13,903* 0,009*
Kapsaisin (25) 100  0,17240,119  0,142*  3,677+1,659 3%
83,716% 0,000%
Kapsaisin (50) 100 0,162+0,06 0,153*  3,118+1,741 3%
Kapsaisin (100) 100 0,161+0,094  0,143*  3,044+1,673 3%
Kapsaisin (200) 100 0,159+0,142  0,128*  3241+1,525 3%

N. Olgiilen hiicre sayis1

0,35

0,3

0,25

e
)

TAA/NA Degeri
o
=
w1

0,1

0,05

Kontrol

*:Ortalama TAA/CA i¢in deger

&: Ortalama AgNOR Sayist igin deger

Kapsaisin (25up) Kapsaisin (50up) Kapsaisin (100up) Kapsaisin (200up)

Gruplar

Sekil 4. 1. Gruplarin ortalama TAA/NA degerleri arasindaki kiyaslamay1 gosteren

grafik
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AgNOR Sayis1
=

Kontrol  Kapsaisin (25up) Kapsaisin (50up) Kapsaisin (100up) Kapsaisin (200up)

Gruplar

Sekil 4. 2. Gruplarin ortalama AgNOR sayis1 degerleri arasindaki kiyaslamay1 gosteren
grafik

Hicbir madde uygulanmamis insan prostat kanser PC-3 hiicre hatti (ATCC®
CRL1435™) jle farkli konsantrasyonlarda 25 up, 50 up, 100 up ve 100 up kapsisin

uygulanmigs PC-3 hiicre hatti (ATCC® CRL1435™) grubunun her birinin ikili

kiyaslamasi yapildiginda;
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Kontrol grubu ile 25 up kapsaisin uygulanmis grup kiyaslandiginda hem ortalama
TAA/CA (0,174+0,045; 0,172+0,119) hem de ortalama AgNOR sayis1 (5,467+1,721;
3,677+1,659) arasinda anlamli derecede fark bulunmustur (sirasiyla Z=-2,361, p=0,018;

Z=-5,786, p=0,000).

Kontrol grubu ile 50 up konsantrasyonda kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre hatti
(ATCC® CRL1435™) orubu kiyaslandiginda; hem ortalama TAA/CA (0,174+0,045;
0,162+0,06) degerleri arasindaki hem de, ortalama AgNOR sayisi (5,467+1,721;
3,118+1,741) arasinda anlamli derecede farklilik tespit edilmistir (Z=-1,909, p=0,05;
Z=-6,771, p=0,000).

Kontrol grubu ile 100 up konsantrasyonda kapsaisin uygulanmigs PC-3 hiicre hatti
(ATCC® CRL1435™) grubu kiyaslandiginda; hem ortalama TAA/CA (0,174+0,045;
0,161+0,094) hem de ortalama AgNOR sayis1 (5,467+1,721; 3,044+1,673) arasinda
anlamli derecede fark bulunmustur (sirasiyla Z=-2,319, p=0,020; Z=-7,704, p=0,000).
Yine kontrol grubu ile 200 up konsantrasyonda kapsaisin uygulanmig PC-3 hiicre hatti
(ATCC® CRL1435™) grubu kiyaslandiginda; hem ortalama TAA/CA (0,174+0,045;
0,159+0,142) hem de ortalama AgNOR sayis1 (5,467+1,721; 3,241£1,525) arasinda
anlamli derecede farklilik bulunmustur (swrasiyla Z=-3,816, p=0,000; Z=-7,319,

p=0,000).

Farkli konsantrasyonlarda 25 up, 50 up, 100 up ve 100 up kapsisin uygulanmig PC-3

hiicre hattt (ATCC® CRL1435™) gruplarinin kendi igerisinde ikili kiyaslamasi

yapildiginda;

45



25 up konsantrasyonda kapsaisin uygulanmig PC-3 hiicre hattt (ATCC® CRL1435™)
ile 50 up konsantrasyonda kapsaisin uygulanmig PC-3 hiicre hatti (ATCC®
CRL1435™) grubu kiyaslandiginda; ortalama TAA/CA (0,172+0,119; 0,162+0,006)
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yok iken (Z=-1,013, p=0,311),
ortalama AgNOR sayist (3,677+1,659; 3,118+1,741) arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik tespit edilmistir (Z=-1,895, p=0,05).

25 up konsantrasyonda kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre hatti (ATCC® CRL1435™)
ile 100 up konsantrasyonda kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre hati (ATCC®
CRL1435™) grubunun ortalama TAA/CA (0,17240,119; 0,161+0,094) degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik yok iken (Z=-0,106, p=0,916), ortalama
AgNOR sayist (3,677+1,659; 3,044+1,673) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmustur (Z=-2,492, p=0,013).

Yine 25 up konsantrasyonda Kkapsaisin uygulanmig PC-3 hiicre hattt (ATCC®
CRL1435™) jle 200 up konsantrasyonda kapsaisin uygulanmigs PC-3 hiicre hatti
(ATCC® CRL1435™) grubu kiyaslandiginda; hem ortalama TAA/CA (0,161+0,094 ;
0,159+0,142) degerleri (Z=-0,343, p=0,732), hem de ortalama AgNOR sayisi
(3,044£1,673; 3,241£1,525) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamustir (Z=-1,654, p=0,098).

50 up konsantrasyonda kapsaisin uygulanmig PC-3 hiicre hattt (ATCC® CRL1435™)
ile 100 up konsantrasyonda kapsaisin uygulanmigs PC-3 hiicre hatti (ATCC®
CRL1435™) grubu kiyaslandiginda; hem ortalama TAA/CA (0,162+0,06;
0,161+0,094) degerleri (Z=-0,106, p=0,916), hem de ortalama AgNOR sayis1 degerleri
(3,118£1,741; 3,044+1,673) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit

edilmemistir (Z=-2,492, p=0,013).
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Yine 50 up konsantrasyonda kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre hatti (ATCC®
CRL1435™) jle 200 uu konsantrasyonda kapsaisin uygulanmig PC-3 hiicre hatti
(ATCC® CRLI1435™) grubu kiyaslandiginda, hem ortalama TAA/CA (0,162+0,06;
0,159+0,142) (Z=-1,813, p=0,070), hem de ortalama AgNOR sayis1 degerleri
(3,118+1,741; 3,241+£1,525) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunamamustir (Z=-0,515, p=0,606).

Son olarak 100 up konsantrasyonda kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre hatti (ATCC®
CRL1435™) jle 200 uu konsantrasyonda kapsaisin uygulanmig PC-3 hiicre hatti
(ATCC® CRLI1435™) grubu Kkarsilagtirildiginda, hem ortalama TAA/CA
(0,161+0,094; 0,159+0,142) (Z=-0,642, p=0,521), hem de ortalama AgNOR sayisi
degerleri (3,044+1,673; 3,2414+1,525) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunamamustir (Z=-1,055, p=0,291).
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5. TARTISMA ve SONUC

Insanligin kars1 karsiya kaldig1 hastaliklarin iistesinden gelebilmek i¢in modern tibbin
tamamlayicisi olarak kullanilan geleneksel ve alternatif tip Diinya genelinde oldugu gibi
Ulkemizde de her gecen giin énemi daha da artan bir konu olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Bitkilerin ilag¢ olarak kullanilmasinin uzun ve basarili bir gegmisi vardir.
Bazi antikanser bilesenleri binlerce yildir geleneksel tip sistemi i¢inde kullanilmugtir*?,
Bitkisel gidalarda bol ve yaygin olarak bulunan bu bilesenler antitiimdral etki géstererek
hiicre proliferasyonunu inhibe etmektedir. Ayrica bu bilesenler apoptozis’i uyararak
antianjiogenik etki sergilemek suretiyle de antitiimor etki gostermektedir. AgNOR
proteinleri bir¢cok kanser tiiriinde hiicresel proliferasyonun bir indikatoridiir™ "%, Bu
bolgelerin aktiviteleri direk olarak protein sentezi ile iliskilidir. Bu nedenle, aktif NOR
sayilari, artan hiicresel aktiviteyle artar. Iste bu sebeple bizde ¢alismamizda fitoterapotik
bir ajan olarak kullanilan Kapsaisin uygulanmis Insan Prostat Kanseri Hiicre hattinda
(PC3) AgNOR parametrelerini inceleyerek, bu parametrelerdeki degisikligi tespit
etmeyi amagcladik.

Hiicrenin  proliferatif  aktivitesinin =~ degerlendirilmesi  tlimorlerin  histolojik
siniflandirimasina yardimer olmasi agisindan 6nemlidir’. Histopatoloji’de, interfaz
AgNOR proteinlerinin analizleri preneoplastik ve neoplastik lezyonlarin ayrilmasinda
stk olarak kullanilmaktadir®. AgNOR proteinleri bircok kanser tiiriinde hiicresel
proliferasyonun bir indikatoriidiir'® "%,

Prostat kanseri; Tritium-etiketli histootoradyografi, AgNOR boyama teknigi ve
Ki67MIB-1 imminohistokimyasal tekniklerinin kullanimi ile, yavas, orta ve hizl
prolifere olan tiimorler olarak alt gruplara ayr11abilir107.

Adenokarsinom biyopsi Ornekleri kullanilarak yapilmis olan bir ¢alismada,

proliferasyonun bir markir1 olarak Bcl-2 ve AgNOR, apoptozisin markirt olarak da p53
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kullanilarak gelistirilen bir matematiksel model anlamli derecede Gleson skoru,
Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC) siniflandirmsa ve serumdaki prostat spesifik
antijen diizeyi ile korelasyon gdstermistir. Oysa her bir doku markir1 yalniz basina tiim
bu 6lgiimlerle korelasyon géstermezlos.

Prostat hastaliklari morbidite ve mortalitenin ana nedenlerinden biridir. Hastaligin erken
donemlerinde tespit edilmesi ve etkili tedavi stratejisinin gelistirilmesi onemli bir
gereksinimdir. Yapilan bir ¢alismada bir yildan daha fazla siiredir prostat hastaligina
sahip olan 60 hasta degerlendirilmistir. Hastalar BPH, prostatit veya prostatik
adenokarsinoma olarak 3 gruplandirilmistir. BPH ve Prostatit’in ortalama AgNOR
sayilar1 arasinda BPH ve PIN arasindaki gibi istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit
edilmistir. Diisiik ve yiiksek dereceli PIN arasindaki fark da anlamli bulunmustur.
Prostatik adenokarsinomanin AgNOR sayisinda, benin hastaliklardan anlamli derecede
artis tespit edilmistir. Ayn1 zamanda lokalize ve metastatik karsinoma arasinda da
anlamli farklilik tespit edilmistir. Serum PSA degerleri ile AgNOR sayilar1 arasinda

anlamli bir korelasyon bulunmusgtur™®

. PKa’li hastalardan elde edilen otuz bes igne
biyopsisi tizerinde yapilan bir ¢alismada, en yiilksek AgNOR degeri kotii diferansiye
karsinomalarda bulunmustur’®. Yine prostatik lezyona sahip 50 hasta kullarlarak
yapilan bir diger ¢aligmada en yilksek AgNOR sayist adenokarsinomada
bulunmustur™.

Malignant hastaliklardan paramalignantlar1 ayirmak i¢in 185 prostatik ince igne
biyopsisini igeren bir diger ¢calismada, AgNOR alaninin maligniteye bagl olarak arttig1
gésterilmistirm.

Prostat kanserli 26 hastanin biyopsi 6rnekleri iizerinde yapilan bir ¢alismada, AgNOR

orani, yiksek Gleason histological derecelendirilmesinde diisiik Gleason histological

derecelendirilmesine gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur™®,
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Prostat kanserli 65 hastanin igne biyopsileri ile yapilan bir ¢alismada maliniteye bagh

olarak AgNOR miktarinda anlamli degisikliklerin oldugu tespit edilmistir'**,

Bununla beraber 104 hastaya ait Prostatin benign, prenoplastik ve neoplastik
lezyonlarinda AgNOR'lar incelenmis ve kontrol grubunda lezyonlu gruba gére AgNOR

miktar1 daha diisiik olarak bulunmusturlls.

Prostat latent kanseri ve prostat klinik kanserinde hiicre proliferasyon aktivitesinin bir
gostergesi olan AgNOR, topoizomeraz II-alfa, Ki-67, alpha-methylacyl-CoA racemase
kullanilmasi ile yapilan bir ¢alismada latent kanserlerin proliferasyon aktivitesi, klinik
kanserlerden daha diisiik olarak bulunmusturm’.

Tedavi almis ve prostat kanseri nedeniyle 6lmiis 29 hastanin degerlendirildigi bir
calismada, tedavi Oncesi 25 hastanin ve endokrin tedavisi siiresince 10 hastanin doku
biyopsisi otopsi Ornekleriyle karsilastirilmistir.  Ontedavi uygulannus  biyopsi
orneklerinden otopsiden elde edilmis biyopsi drneklerine dogru gidildikge AgNOR larin
sayisinda istatistiksel olarak artig tespit edilmstir. Buna ilaveten On tedavi sonrasi
AgNOR’larin sayist ile sagkalim arasinda bir korelasyon olmamasina ragmen, endokrin
tedavisi sonrast sistemik progresyonlu hastalardaki sagkalim arasinda ters bir iliski
tespit edilmigtir'"’.

Su anki yapmis oldugumuz ¢alismamizda insan prostat kanser hiicre hatt1 hicbir madde
uygulanmamig, 25 up konsantrasyonunda kapsaisin uygulanmis, 50 up
konsantrasyonunda kapsaisin uygulanmig, 100 up Kkonsantrasyonunda kapsaisin
uygulanmis ve 200 up konsantrasyonunda kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre hatti
(ATCC® CRL1435™) olarak 5 gruba ayrilmis ve her bir gruba AgNOR boyama islemi
uygulanarak her bir grup i¢in TAA/CA ve ortalama AgNOR sayis1 degerleri

kiyaslanmigtir. Buna goére hicbir madde uygulanmamis PC-3 hiicre hatti (ATCC®
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CRL1435™) ile farkli konsantrasyonlarda 25 up, 50 up, 100 up ve 200 up kapsaisin
uygulanmis PC-3 hiicre hatti (ATCC® CRLI1435™) arasinda hem TAA/CA hemde
Ortalama AgNOR sayis1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur
(strastyla X% 13,903 , p=0,009 ; X*: 83,716 , p=0,000).

Hi¢bir madde uygulanmamis PC-3 hiicre hatti (ATCC® CRL1435™) ile farkl
konsantrasyonlarda 25 up, 50 up, 100 up ve 200 up kapsisin uygulanmis PC-3 hiicre
hatti (ATCC® CRL1435™) grubunun her biri ikili kiyaslandiginda; hi¢bir madde
uygulanmamis PC-3 hiicre hatt1 ile farkli konsantrasyonlarda (25 up, 50 up, 100 up ve
200 up) kapsisin uygulanmis PC-3 hiicre hatt1 gruplarinin herbiri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik oldugu ve kapsaisin uygulama dozundaki artisa bagli olarak
AgNOR’larin miktarinda bir azalmanin oldugu tespit edilmistir. Bu da bize Kapsaisinin
prostat kanserine karst koruyucu bir etkisinin oldugunu ve antikarsinojen 6zellige sahip
oldugunu gostermektedir.

Farkli konsantrasyonlarda 25 up, 50 up, 100 up ve 200 up kapsisin uygulanmis PC-3
hiicre hatti (ATCC® CRL1435™) gruplarinin kendi igerisinde ikili kiyaslamasi
yapildiginda; 25 up konsantrasyonda kapsaisin uygulanmis PC-3 hiicre hatt1 ile 50 up
ve 100 up konsantrasyonda kapsaisin uygulanmus PC-3 hiicre hatti (ATCC®
CRL1435™) grubu ortalama AgNOR sayis1 degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik variken, diger uygulama yapilmis gruplarin ortalama AgNOR
sayilar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir. Buna ilaveten
uygulama yapilmis gruplarin TAA/CA degerleri arasinda doz artisina bagh bir azalma
olmasina ragmen bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Buda bize belli bir
miktara kadar kapsaisinin doz artisina bagli olarak hiicre proliferasyon aktivitesinin
azaldigini, yine hiicrelerin metabolik ve proliferasyon aktivitesinin indirek bir

gostergesi olarak AgNOR miktarlarinda diismeler oldugunu géstermektedir. Bu nedenle
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AgNOR protein miktarindaki degisikliklere bakilarak canli hiicrelerin metabolik
aktivitesi hakkinda bilgi edinilebilir.

Kanser alaninda uygulanan tedaviler geg¢misten giiniimiize kadar farkli teknikler
kullanarak veya sistemli ila¢ uygulamalar ile gelisme kaydetmistir. Yalniz hangi metot
kullanilirsa kullanilsin ilag gelistirme arastirmalarinda endiistriyel amagh iiretilmis olan
insan hiicre hatlarinin kullanimi bir yerde zorunluluk gostermektedir. Giliniimiizde
tedavide basarili olmak ve kansere karsi yeni yontemler gelistirmek iizere yapilan
caligmalar endiistriyel amagli iiretilmis olan insan timor hiicre hatlarimin {lizerinde
siirdiiriilmektedir. Dogada mevcut olan kimyasal ve biyolojik ¢esitlilik; yeni bilesiklerin
ve kimyasal maddelerin kesfi i¢in olagan listli firsatlar sunmaktadir. Bitkilerin ilag
olarak kullanilmasinin uzun ve basarili bir ge¢misi vardir. Bazi antikanser bilesenleri
binlerce yildir geleneksel tip sistemi iginde kullanilmistir*8. Bitkisel gidalarda bol ve
yaygin olarak bulunan antikanserojen Ozellige sahip bilesenler antitiimdral etki
gostermektedir. Biz yapmis oldugumuz bu calisma sonrasinda antikansorejen etkiye
sahip olan kapsaisinin insan Prostat Kanserine karsi koruyucu etkisi oldugunu, bunun
icin doz konsantrasyonunun ve saflik derecesinin 6nemli oldugunu, tedavi stratejisinin
ve hastaliin prognozunda AgNOR yonteminin indirek bir belirteg olarak
kullanilabilecegini géstermis olduk.

Boylece ilerleyen siireclerde su anki kullandigimiz yeni yaklasim (TAA/CA), degisik
kanser tiirlerinin prognozu ve kullanilan antitiimdr ajanlarinin tedaviye olan etkinligi
hakkinda bilgi edinilebilmesine ve bdylece tedavi stratejisinin  degistirilip
degistirilmeyecegi konusunda da hekime yardimer olabilir. Bu dogrultuda basit, ucuz ve
uygulanabilirligi kolay olan bu yontemle gereksiz zaman, para kaybi1 Onlenebilecegi
gibi, hastaliktan miizdarip olan bireylerin miizdaripliginin giderilmesi ve uzayan tedavi

siiresi ve zamandan kaynakli stres, hiiziin vb. psikolojik rahatsizliklarinda Oniine
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gecilmesi saglanabilecektir. Ayn1 zamanda bildigimiz kadariyla kapsaisin uygulanmis
insan prostat kanseri hiicre PC-3 hiicre hatt1 (ATCC® CRL1435™) hattinda AgNOR
parametrelerindeki degisikligin degerlendirildigi higbir ¢alisma olmamasi nedeniyle,

literatiirde olan bu eksiklikte giderilmis oldu.
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