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Onsoz

Prostat kanseri, yeni tant ve klinik gelismelere ragmen hastalarin %20’ de tedavi
basarisizlig1 nedeni ile 6liimle sonuglanmaktadir. Zoledronik asit, prostat kanserinde
kemik metastazi ve kemilk-iligkili komplikasyonlar1 onlemek i¢in kullanilsa da
sagkalim {izerinde iyilesme etkisi goOsteremeyen, bu acidan direng gelisimi
sonucunda basarisiz olan en gii¢lii yeni nesil bifosfonatlardan biridir. Kanser kok
hiicreleri, azz sayda hiicreden olusan, normal doku kok hiicrelerine benzer 6zelliklere
sahip, geleneksel tedavideki basarisizliklarin tiimiinden (metastaz, invazyon, ilag
direnci) sorumlu oldugu ileri siiriilen hiicrelerdir. Bu hiicrelerin sagkalimini,
proliferasyonu ve kok hiicre 6zelliginin devamliligin1 saglayan 6nemli yolaklardan
biri olan SHH yolaginin farkli kanser tiirlerinde ¢esitli ilaglara kars1 direng gelisimini
tetikledigi bilinmektedir. Bu calismada tiim bu bilgiler bir araya getirilerek
Zoledronik asit ile miilamile sonrasinda SHH yolak aktivasyonundaki olasi
degisiklikleri arastirmak amaclandi. 3 boyutlu hiicre kiiltiir sistemi kullanilarak
verilerin prekilinik giivenirlik degerinin artirilmasi hedeflendi. Calisma sonucunda
bilimsel acidan degerli veriler elde edildi, bu veriler daha ileri yapisal ve fonksiyonel
calismalara yol agti. Calismanin bu kadar1 ile smirli kalmayacagini, daha sonra
yapilacak ¢alismalarla elde edilen verilerin daha detayli sekilde incelenecegini

umuyorum
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Ozet
Prostat Kanser Kok Hiicrelerinde Zoledronik Asitin Rab23 GTPaz ve Sonic-
Hedgehog Yolak Aktivasyonu Uzerinde Etkisi

Prostat kanseri erkelerde akciger kanserinden sonra oliimlii iligkili ikinci kanser
tipidir. Kanser Kok Hiicresi (KKH) tiimor yapisi i¢inde ¢ok az sayida hiicreden
olusan, kok hiicre gibi sonsuz sayida boliinebilen ve sessiz kalabilen hiicre
gurubudur. KKH’i tiimoriin ¢ogalmasindan, geleneksel tedavilere direncgten,
invazyondan ve hatta metastazdan sorumlu tutulmaktadirlar. KKH’de SHH, Wnt,
Notch ve BMP yolaklart gibi ¢ok yonlii sinyal yolaklarmin diizenlenmesindeki
bozukluklar kanser olusumu ve yayilmasi ile iligkili bulunmaktadir. SHH sinyali
bazal/kok hiicrelerin KKH’e transformasyonunda yer almakta ve KKH devamliligi,
sag kalimimi diizenlemektedir. Saglikli dokularda Rab23 GTPaz, SuFu-bagimli
sekilde SHH yolak aktivasyonunu negative sekilde diizenler. Caligmamizin amact
zoledronik asit uygulanan insan prostat KKH’de Rab GTPaz ve SHH yolak
bilesenleri genlerinin ekspresyon seviyesini arastirmaktir. Insan prostat kanser

hiicreleri FACSAria flow sitometri kullanilarak sort edilmis, prostat kanser kok

hiicreleri CD 133high/ CD44high olacak sekilde ayristirilmistir. Zoledronik asit
uygulanarak deney gruplarinda IC50 degerleri bulunmustur. Zoledronik asit
uygulanan deney gruplarinda Rab23 GTP’ az ve SHH yolak bilesenlerinin
ekspresyon profilinin incelenmesi i¢cin RNeasy Plus Mini Kit ( Qiagen) kullanilarak
total mRNA izole edilmis, cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Rab GTP’azlarin
ekspresyonu LightCycler® 480 real-time PCR kullanilarak analiz edilmistir.
Saptanan sonuglar zoledronik uygulanan insan prostat KKH ve kontrol gruplari
arasinda karsilastirilmali sekilde incelenmistir. Bu ¢alisma, Zoledronik asit etkisinin
Rab23 GTPaz ve SHH yolak bilesenleri ve dolayis1 ile de KKH 6zellikleri tizerinde

etkisinin saptanmasi yoniinde ilk olabilme 6zelligine sahip ¢aligmadir.

Anahtar Kelimeler; prostat kanseri, kanser kok hiicre (KKH), zoledronik asit, Sonic
Hedgehog yolagi, Rab23 GTPaz



Abstract

Effect of Zoledronic acid on the Rab23 GTP ase and Sonic Hedgehog Pathway
In Prostate Cancer Stem Cell

Prostate cancer (PCa) is the second most common cancers among cancer-related
death after lung cancer in men. The cancer stem cell is a group of cells that they exist
slightly in neoplastic tissue and ability proliferation endless by itself and keeping
silent such as stem cell. It is thinking that these cells are responsible for cancer
proliferation, resistance to the conventional treatments, invasion ve also metastasis.
The deregulation of the multiple signalling pathways in the stem cells including the
Hh, Wnt, Notch and BMP pathways have been related to the formation and
expansion of cancer. SHH signalling plays a role in the transformation of prostate
basal/stem cells into prostate cancer stem cells (PCSCs) and regulates maintenance
and survival of cancer stem cells. Rab23 GTPase negatively regulated the SHH
signal pathway in a Sufu-dependent—manner in the healthy tissues. The human
prostate cancer cells (Dul45 and PC3) were sorted using a FACSAria flow
cytometer. Prostate cancer stem cells were sorted to be CD 133high/ CD44high
population. 1C50 values were found in experimental groups by applying zoledronic
acid. To investigate the expression profile of Rab23 GTP and SHH pathway
components in the experimental groups treated with zoledronic acid total RNA was
extracted using RNeasy Plus Mini Kit ( Qiagen) and this was followed by cDNA
synthesis and expression were analyses by LightCycler® 480 real-time PCR. On the
results, the expression profile of The results was compared between zoledronic
administered human prostate CSCs and control groups. This study has been the first
to characterize the effect of Zoledronic acid on the ability of Rab23 GTPase and

SHH pathway components and consequently on CSCs properties.

Keywords; prostate cancer, cancer stem cell, zoledronic acid, Sonic Hedgehog
pathway, Rab23 GTPase.
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Giris
1.1. Arastirmanin Problemleri.

Radyoterapiye, kemoterapiye veya ADT'ye (androjen yoksunlugu tedavisi)
baslangicta 1yi yanit vermesine ragmen, tedaviye diren¢ kazanma ve ardindan
hastaligin ve metastazin ilerlemesini hemen hemen tiim prostat kanser (PCa)
hastalarinda goriiliir. Bu nedenle, prostat kanseri en yaygin kanserdir ve erkeklerde
kansere bagl ikinci malignite olarak kalmaktadir (Merseburger, A.S., vd., 2013;
Hammerer, P., vd., 2012; Clarke, N.W. 2012).

Zoledronik asit (ZOL), PCa hastalarinda hastalikla iligkili  iskelet
komplikasyonlarin1 6nleyen en yaygmn kullanilan bifosfonattir. Fakat, ZOL
tedavisinin sagkalim tizerindeki iyilestirici ve metastatik progresyon, kansere bagl

olim tizerindeki oOnleyici etkisinin PCa hastalarinda yetersiz oldugu bulunmustur

(Heymann MF, vd., 2016; James ND vd., 2016; Vale CL, vd. al., 2016).

1.2. Arastirmanin Sorusu

Giincel terapdtik yaklagimlarin yetersizliginin ana nedenlerinden birinin, kanseri
kok hiicreleri (KKH) tarafindan gelistirilen ilag direnci oldugu 6ne siiriilmiistiir (Bao
S., vd., 2006). Arastirmamizda prostat KKH’ leri ZOL tedavisine nasil yanit
olusturduguna ve gelisenolas1 direngte KKH-iliskili SHH yolagimnin ve bu yolagin
negatif diizenleyicisi olarak bilinen Rab23 GTP’azin olasi réliine dair sorulara cevap

aradik.
1.3. Arastirmanin Hipotezi

Prostat KKH' leri (PKKH), normal prostat kok hiicreleri (PKH) ile SHH, Whnt,
Notch ve BMP gibi KKH' lerle iligkili yolaklari, ortak fenotipik ve fonksiyonel
ozellikleri paylasan prostat kanser hiicre popiilasyonu igerisinde bir alt kiimeni
olusturur (Chen, X., vd., 2013; Di Zazzo, E.). , 2015). Onemli embriyonik sinyal
yolagi olan Sonic Hedgehog (SHH) yolak aktivasyonunun postnatal donemde 6nemli
Olclide azalmasina karsin, artmis aktivasyonunun normal prostat bazal/kok hiicrelerin
PKKH’ lere doniismesinde etkili rol oynayan KKH iliskili yolklardan biri oldugu
gosterilmistir.  SHH yolagi, ABC tasiyict proteinlerinin yan1 sira Epitelial



Mezenkimal Transition (geg¢is) (EMT) ve kok hiicre 6zelliklerinin devamliligi igin
onemli olan Nanog, Oct4, Sox2 ve c-Myc gibi hedef genlerin GLI-1 aracili
transkripsiyonunu arttirarak prostat KKH’ lerin sonsuz sayida ¢ogalma, sagkalim,
invaziflik, kendi kendini yenileme kapasitesinin diizenler ve KKH-iliskili ¢oklu ilag
direnci, invazivlik ve metastaz gelismesini saglar (Han L. ve ark., 2013; Nanta R. ve
ark., 2013). SHH yolunu hedef alan klinik ¢aligmalarin gelistirilmesi, ¢oklu ilag
direncinin azaltilmasi ve PKKH' lerin ortadan kaldirilmasiyla timdér biliylimesinin
inhibe edilmesi gibi daha etkili bir tedaviye yol agabilir. Bu agidan SHH yolak

diizenleyicileri biiyiik 6nem tasimaktalar.

Kiiciik Rab GTPaz (small Rab GTPases) alt ailesinin 6nemli iiyesi Rab23 GTPaz,
saglikli dokularda plazma zar1 ve endositik yolakta lokalize olup SHH yolagini
SuFu'ya bagimli sekilde negatif olarak diizenler (T.M. Evans ve ark., 2003; T.
Nozawa ve ark., 2012). ZOL, kiigiik GTP proteinlerinin (Ras, Rho ve Rab, Rab-Like
familyasi) membran lokalizasyonunu ve post-translasyonel prenilasyonu veya
geranilasyonu diizenleyen FPP sentazi inhibe ederck membran lokalizasyonu ve
islevini etkiler. tiim bu bilgilerden yolacikarak, Zoladronik asit tedavisi sonrasinda
Rab23 GTP’az ifade ve islevinni etkilenmesi ve SHH yolak aktivasyonun artmasi

sonucunda KKH’ lerde ZOL’ a kars1 direng gelistigi hipotezini ileri stirdiik.
1.4. Aragrimanin Varsayimlari

SHH yolak aktivasyonu {iizerinde etkisi daha onceden bilinen belirli inhibitor
kullanilarak SHH yolak bilesenlerinin ifadesinin 6l¢iilmesinden elde edilen verilerin
uygulama ve kontrol gruplarindan elde edilen verilerle karsilastirilmas: ek maliyet
gerektirmektedir. Bu nedenle, ZOL’un SHH yolak aktivasyonu iizerindeki etkisini
belirlemek i¢in bu konuda literatiirde bulunan ¢aligsmalara uygun olarak, RT-PCR ve
Imunofloresan boyama yontemleri kullanilarak SHH yolak bilesenlerinin gen ve
protein ifadeleri arastirilmig, elde edilen veriler deney ve uygulama gruplarinda

karsilastirilmali sekilde incelenmistir.
1.5. Arastirmanin Sinirliliklari

Bu ¢aligma, PKKH’de ZOL’un Rab23 GTP’az ve SHH yolak {izerindeki olas1
etkisine dair yapilan ilk arastirmadir. Ayrica 3D hiicre kiiltiir sistemi in vivo ortama
en yakin in vitro ortam olarak kabiil edildiginden, ¢alismamizda hem 2D, hem de 3D

kiiltiir sistemi kullanilarak elde edilen veriler giivenilir preklinik veriler 6zelligine



sahiptir. Fakat, sinirli biitce nedeni ile ¢alismamiz gen ve protein ifade
degisikliklerinin aragtirilmasi ile smirlandirilmistir ve bu konuda CRISPR/cas9
yontemi gibi giincel ve giivenilir yontemler kullanilarak daha detayli fonksiyonel

calisamalarin yapilmasi gerekmektedir.
1.6. Arastirmanin Amaci

Caligmamizda, PKKH’ lerinde Zoledronik asit uygulamasina direng gelisimine
aydinlik getirmek i¢in ZOL’ un 2D ve 3D hiicre Kkiiltiir sisteminde iiretilmis
PKKH’de SHH yolagt ve Rab23 GTP’az iizerindeki etkisini arastirmagi
amaglanmistir. Bu amaca ulasmak i¢in beyin ve kemik metaztazi kokenli prostat
kanser hiicrelerinden (sirastyla PC3 ve DU145) Flow sitometri yontemi ile
PKKH’leri izole edildi, PKKH’ leri izolasyon sonrasi 2D ve 3D kiiltiir sistemlerinde
uretilerek tektabakali (monolayer) ve kiire (spheroid) sekilli PKKH olusturuldu.
Tektabakali ve sferoid PKKH’leri ve KKH olmayan grupta (bulk population) ZOL
uygulamasi yapilarak IC50 degerleri elde edildi. SHH yolak bilesenleri ve Rab23
GTP’az gen ve protein ifadeleri arastirildi. SHH yolaginin ve Rab23 GTP’zin
PKKH’ de ZOL’ a kars1 gelisen direngteki roliine aciklik getirmek i¢in, PKKH ve
prostat non-KKH’ler i¢in bulunan IC50 degerleri uygulama sonrasinda SHH yolak
bilesenleri ve Rab23 GTP’az ifadesindeki degisikliklerle karsilastirmali sekilde

incelendi



Genel Bilgiler

Geleneksel kemo- ve radyoterapiye direng, metastaz, kanser niiksii siki sekilde
kanser kok hiicreleri (KKH) ile iligkili bulunmaktadir. KKH tiimér dokusunda az
sayda bulunan ve kok hiicreler gibi sessiz kalan, yavas ¢ogalan, geleneksel kemo- ve
radyoterapiye direng saglayan ve kanser kok hiicre belirteclerini eksprese eden hiicre
grubudur. Artmakta olan kanitlar kanserin anormal olusumu ve genislenmesinin
KKH*“de SHH, Wnt, Notch ve BMP yolaklar1 gibi c¢ok tipli sinyal yolaklarinin
deregulasyonu sayesinde oldugunu gostermektedir. SHH sinyali bazal/kok hiicrelerin
KKH"e transformasyonunda yer almakta oldugu ve KKH devamliligi, sag kalimini
diizenledigi bilinmektedir (Taipale ve Beachy, 2001; Zhang ve Kalderon, 2001;
Rubin ve de Sauvage, 2006;). Ayrica SHH yolaginin KKH*de ilaca direng ile iligkili
oldugu ve SHH yolaginin hedef genleri arasinda hiicre dongiisii diizenleyicileri (6rn.,
CYCLIN D1/2, N-MYC), anti-apoptotik molekiiller (6rn., BCL2), angiogenik
molekiiller (6rn., VEGF, ANGI1-2), epithelial-mezensimal ge¢it (EMT)
diizenleyicileri (6rn., SNAIL, MMP9), hiicre kaderinin belirlenmesi ve kendini
yenileme ile iligkili molekiiller (6rn., NANOG, OCT4, SOX2), diger gelisim sinyal
yolaklarinin efektorlerinin (6rn., Wnt) oldugu kanitlanmistir (Stecca, B. ve ark.,
2010;).

SHH sinyal yolaginin aktivasyonu: Ligand- bagimli SHH yolagt SHH yolak
aktivasyonu SHH ligandinin benzer afiniteyle baglanan ve cesitli dokularda farkli
sekilde sentezlenen iki homologu; PTCH1 ve PTCH2 reseptorlerine baglanmasi ve
endositozu ile tetiklenir. PTCH reseptorleri SMO membran proteinini inhibe ederek
SHH yolak aktivasyonunu bloke etmektedir (Stone, D.M. ve ark., 1996;). SHH-
PTCH baglanma sonrasinda sirasiyla; 8 gegisli transmembran SMOothened (SMO)
G- proteinini (ligve yoklugunda SMO proteini PTCH tarafindan inhibe edilir) serbest
birakilir, serbest salinan SMO G-proteinin siliyada birikir ve GLI (5-¢inko-parmak
proteinleri) transkripsiyon faktor ailesi iiyelerinde (GLI1, GLI2, GLI3) islevsel post-
transkripsiyonal  degisiklikleri  (protein  fosofrilasyonu, proteozam-aracilikli
proteolizis ve sitoplazma nukleus arasi hareketler) indukler. GLI ailesinden GLI1
sadece tam uzunluklu transkripsiyonal aktivator seklinde (GLI-A) bulunur. GLI2 ve
ozellikle de GLI3 kesilmis repressor forma (GLI-R) islenebilir (Sasaki, H. ve ark.,
1999; Dai, P. ve ark., 1999;). GLI-R formalarinin olugmas1 primer siliyada aktif
SMO bulunmasi ile baskilanir (Ingham, P.W. ve ark., 2001;).



Rab GTPazlar Rab proteinleri kiigiik GTPaz Ras siiper ailesinin en biiylik alt
grubunu olusturmakta ve endositoz, liozomal degredasyon, otofaji, ekzositoz, hiicre
migrasyonu ve mitoz gibi hiicresel olaylar i¢in gerekli 6zel hiicre i¢i trafigini
diizenlemekteler. Rab porteinleri endomembran sistemin farkli membrana-bagl
komponenlerinde (Golgi, endoplazmik retikiilim, endozom, fagozom, lizozom,
plazma membran1 ve b.), ¢ekirdek, plazma membrani, mitokondri ve sentrollerde
lokalize olurlar (Chen ve ark., 2003; Pereira- Leal ve Seabra, 2000; Pfeffer, 2005).
Rab ailesi sitoplazmada inaktif Rab GDPaz seklinde bulunur. Prenil (geranilgeranil)
post-translasyonal modifikasyon araciligl ile membrana baglanarak aktif Rab GTPaz
haline gegerler. Prenil grugu Rab proteinlerine translasyon sonrasinda eklenir bu
stire¢ prenilasyon adlanir. Rab proteinlerinin prenilasyonu protein prenil transferazlar
tarafindan gerceklestirilir. Bilinen {i¢ prenil transferaz vardir: protein farnesil
transferaz (PFT), protein geranilgeranil transferaz-tip | (PGGTI veya CAAX-GGT)
ve Rab geranilgeranil transferaz (RGGT veya PGGTII). PFT ve PGGTI enzimlerinin
her ikisi substratin C ucundaki CAAX (C-sistein) tetrapeptit prenilasyon motifini
tanir. X amino asidi hangi enzimin aktif olacagini belirlemektedir; Ras proteinlerinde
oldugu gibi X metionin veya serin oldugu zaman protein PFT tarafindan
farnezillendigi halde, Rho proteininde oldugu gibi X 16zin oldugu zaman protein
PGGTI tarafindan geranilgeranillenir. RabGGT veya PGGTII diger prenil
transferazlardan farkli olarak Rab proteinlerine 6zgii olup, Rab proteinlerini C
ucunda CC veya CXC motifindeki bir veya iki sistein amino asitlerine geranilgeranil
grupunu eklemektedir. Sekil 1.

Prenilasyon oOncesinde Rab proteinleri REP (Rab escort proteini veya RGGT A
bileseni) tarafindan RabGGT“ye sunulur (Seabra M. C., ve ark., 1992; 1995; 2000;
Zhang H., ve ark., 2000; Terry K. L., ve ark., 2000; Farnsworth C. C., ve ark., 1994;
Anant J. S., ve ark., 1998; Bialek-Wyrzykowska U., ve ark., 2000).

Zoledronik asit en giiclii yeni nesil bifosfonatlardan olup kemik erimesi inhibitorii
olarak kemik hastaliklar1 ve kemik metastatik hastaliklarinda kullanilmaktadir
(Russell RG ve ark., 2008). Etki mekanizmasina bakildiginda, Zoledronik asit
mevalonat yolaginin 6nemli enzimi farnesil pirofosfat sentetaz (FPP synthase)
enzimini inhibe eder. Yapilan arastirmalar Zoledronik asidin RabGGT aktivitesini
inhibe ettigini ve Rab proteinlerini prenilasyonunu engelledigini gostermektedir.

Boylece Zoledronik asit etkisi ile Rab proteinlerinin membranlara baglanmas1 ve



aktif GTPaza doniismesi i¢in gerekli post-translasyonel modifikasyonunu
gerceklesemez ve membran: sitoplazma orani azalir, Rab proteinlerini devre dist

birakilir.
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Sekil 2.1. Mevolanat yolagi, etkili inhibitorler, inhibe ettigi enzimler. PC:
phosphonocarboxylate; DGBP: digeranyl bisphosphonate; INC: incadronate; IBA:
ibandronate; MIN: minodronate; ZOL: zoledronate; ALN: alendronate. (Fraser P.
Coxon 2008. An update on the pharmacology of bisphosphonates and analogues with

lower bone affinity).

Literatlirde prostat tiimorleri de dahil olmakla tiimdr hiicrelerinde Zoledronik asit
etkisine dair ¢cok sayl1 arastirma bulunmaktadir. [n vivo ¢alismalarda ZOL etkisi ile
tiimdr Ol¢iisii kiiclilmese de prostat kanser hiicrelerinin kemik ¢evresinde biiyiimesi
onemli derecede inhibe edildigi gosterilmistir (Russell RG ve ark., Saad f., ve ark
2002). Ileri prostat kanser hastalarinda ZOL tedavisinin etkisine dair belgelenen
genis sayda raporlar olmasina ragmen, ZOL asidin pre-klinik ¢aligmalarda hastaligin
ilerlemesini azaltsa da istenilen etkinin elde edilmedigi ve ilaca direng gelistigi de

bildirilmistir (James ND., ve ark., 2002; Vale CL ve ark., 2016; Heymann ve ark.,



2016). Buna karsin KKH 6zelliginin gelismesi ile ilaca direng arasindaki iliskiye dair
yapilan arastirmada kars1 kok hiicre 6zelliginin gelistigi kolon kanser hiicrelerinin
Zoledronik asit tedavisine direncli oldugu gosterilmistir (A. Yoshiyama ve ark.,
2016). KKH kanser gelisimi ve metastazinin yani sira geleneksel tedaviye direngten
sorumlu tutulan az sayda hiicreden olusan ve sessiz kaldigi, daha yavas biiyiidigi
icin mevcut tedavilerle yok edilemeyen hiicre grubudur. KKH gelisimi ve
devamliliginin saglanmasinda énemli sinyal yolaklarindan biri SHH sinyal yolagidir
(Taipale ve Beachy, 2001; Zhang ve Kalderon, 2001; Rubin ve de Sauvage, 2006;).
Bu nedenle SHH sinyal yolaginin inhibisyonu KKH yok etmek, kanser tedavisinde
basariya ulagmak i¢in tmit verici hedef sunmaktadir. Saglikli doku ve kanser
hiicrelerinde SHH yolag: aktivasyonu PTCH1, BOC, CDON, HHIP, LRP2 ve Casl
gibi hiicre yiizey reseptorleri ve SUFU, KIF7 gibi hiicre i¢i proteinler tarafindan
diizenlendigi, bu proteinlerin kanser hiicrelerinde de SHH yolak inhibisyonu igin
birer aday oldugu oldugu bilinmektedir (Allen ve ark., 2007; Izzi ve ark., 2011;
Zhang ve ark., 2011; Christ, A. ve ark., 2012; 2015; Storm, T. ve ark., 2014;
Spoelgen, R.ve ark., 2005; 2002; Morales, C.R. ve ark., 2006; McCarthy RA. ve ark.,
2002; 2003;).

Rab23 proteinin yetiskin dokularda ve embriyogenezde GLI1 transkripsiyon
faktorilinli, dolayis1 ile SHH sinyal yolak aktivasyonu SUFU-bagimli sekilde ve
negatif yonde diizenledigi bilinmektedir. Ancak kanser doku ve hiicrelerinde
Rab23“{in bu baglamdaki islevine dair ¢alismalardan elde edilen sonuglar ¢elismekte;
bazi kanserlerde (6rnegin mesane, pankeas, akciger) onkogen etkinligine sahip
olmasima ragmen bazi kanserlerde (6rnegin, meme) ise tiimor-supressor etkinligine
sahip oldugu bilinmektedir. Ayrica prostat kanserinde ve KKH"“de Rab23 proteinin
SHH yolag tizerindeki etkisine dair her hangi ¢alisma bulunmamaktadir (Y. Liu ve
ark., 2015; Y. Jiang ve ark., 2015; Z. Z. Cai ve ark., 2015; S. Huang ve ark., 2011; Q.
Hou ve ark., 2011; Y. Liu ve ark., 2007; H. Sun ve ark., 2012; S. Chi ve ark., 2012;)
KKH’ de Zoledronik asitin KKH o6zelliklerinin yani sira kok hiicre fenotipinin
olusmasi1 ve devamliligin1 saglayan Rab23-aracilikli SHH yolak aktivasyonu
tizerinde olas1 etkisine dair her hangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Zoledronik
asidin Rab23 GTP’ az ve SHH aktivasyonu iizerinde etki gosterebilecegi

diistinmekteyiz.



Calismamizda Zoledronik asidin KKH"de Rab-23 GTPaz ifadesi ve SHH sinyal

yolak aktivasyonu tizerindeki etkisinin arastirilmasi hedeflenmisdir.



Gerec ve Yontem

3.1. Prostat Kanser Hiicre Hatti, Hiicre Kiiltiirii ve Reaktifler

Hiicre kiiltiir deneyleri (hiicrelerin ¢ogaltilmasi, pasajlanmasi, dondurulma ve

stoklanmasi), sitotoksisite deneyleri ve immunefloresan boyama EUTF, Histoloji-

Embriyoloji ABD, Molekiiler Laboraturandi gergeklestirlmistir.

PC-3 ve DU145 prostat kanser hiicreleri, Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonundan
(Manasas, VA, ABD) satin alindi ve % 10 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu
(Gibco, Invitrogen Life Technologies, Paisley, Ingiltere), % 1 penisilin ve
streptomisin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, ABD) igeren RPMI 1640 (Biochrome,
Berlin, Almanya) kiiltir ortamlarinda biyiitildi. Kullanilan antikorlar, anti-Smo
(1:50 seyreltilmis; SantaCruz Biotechnology, ABD, sc-13943), yamali anti-1 (1:50
seyreltilmis; SantaCruz Biotechnology, ABD, sc-9016), anti-SHH (1:50 seyreltilmis)
; SantaCruz Biotechnology, ABD, sc-9024), RAB23 (1:50 diliisyon, sc-292960,
Santa Cruz Biotechnology, Inc), kegi anti-tavsan immiinoglobulin G-fliioresan
izotiyosiyanat (FITC) (1:100 oraninda seyreltilmig; sc-2012;, Santa Cruz
Biyoteknoloji, Inc., Santa Cruz, CA, ABD). Zoledronik asit, Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Almanya) tarafindan saglandi ve Sodyum hidroksit (NaOH) igerisinde 5
mM'lik bir stok ¢6zeltisi halinde hazirlandi.

3.2. CD133+ Ve CD44+ prostat KKH ‘lerin izolasyonu

5x10* DU145 ve PC3 prostat kanser hiicreleri, PE etiketli CD133 / 1 (klon
AC133 / 1; Miltenyi Biotec Ltd.) ve FITC etiketli CD44 (klon G44-26; BD
Biosciences) antikorlari ile 4 ° C'de 15 dakika siireyle inkiibe edildi. Prostat KKH,
daha sonra CD 133% / CD44% popiilasyonu EU, AREL’ de bulunan FACSAria
(Becton Dickinson Immunocytometry Systems) cihazinda “Fluorescence-activated
cell sorting (FACS)” yontemi izole edildi. Bu hiicreler medyumda kiiltiire edilip
cogaltildi. Canli hiicre sayilart MuseTM Count & Viability Kit kullanilarak
belirlendi. Izole edilmis KKH popiilasyonlari, iki farkli ortamda, tek tabakali 2D
kiiltiir ortaminda ve ¢ok hiicreli tiimor kiirecikleri seklinde 3D kiiltiir ortaminda

kaltirlendi.



3.3 Kiirecik (Sferoid) Olusturma Testi

DU-145 ve PC-3 KKH' lerin kiirecik olusturma potansiyeli, yapismayan {i¢ boyutlu
(3D) kiiltiir ortam1 kullanilarak degerlendirildi. Hiicreler, FBS icermeyen RPMI 1640
ortaminda, ince % 1.5 agar (w / v) (Difco Laboratories, Inc.; BD Diagnostic Systems,
Detroit MI, ABD) tabakasi ile 6nceden kaplanmis 6 oyuklu bir plaka igerisinde
1x10* yogunlukta ekildi, 10 giin boyunca % 5 CO, 37 ° C incubator ortaminda
kiltiirlendi. Hiicre kiiltiir ortam1 her 2-3 giinde bir yenilendi. 10 giinliik kiiltiirden

sonra, sferoitler ters faz mikroskobu kullanilarak goriintiilendi.

3.4. Sitotoksisite deneyi

Her bir deney grubunda her bir inkiibasyon siiresi i¢in (24-48-72 saat) ayr1 ayri
hiicre kiiltiir ortamina uygun konsantrasyonlarda ZOL eklenerek kontrol ile birlikte
deneyler iicer kez tekrar edildi. Daha sonra deney gruplari, igerisinde bulunan reaktif
DNA baglayict boyalar membran biitiinliiglinii kaybetmis 6lii ve canli hiicreleri ayri
ayri boyayan MuseTM Cell Analyzer ile MuseTM Count & Viability Kit
kullanilarak hiicre sayisi-canlilik yoniinden incelendi. Bu sekilde ZOL“in IC5Q

degerleri konsantrasyon ve uygulama siiresine gore hesaplandi.

3.5. Hiicrelerin ZOL e kars1 apoptotik yanitinin incelenmesi

Calismanin bu asamasinda, ‘“konsantrasyon— siire” sartlarinda IC5Q0 degerleri
belirlenen hiicrelerin, apoptotik yanitlari kontrol grubu ile birlikte, MuseTM Annexin
V & Dead Cell Kit (MCH100105, Millipor, Billerica, MA, USA) kullanilarak
MuseTM Cell Analyzer ile (Millipore, Billerica, MA, USA) incelendi. Deneyler ii¢
kez tekrarlanacaktir. Sonuglar ZOL uygulamasi yapilmayan kontrol grugu ile

karsilastirildi.

3.6. Rab23 GTPaz ve SHH yolak genlerinin PCR array analizi
Bu asamada, ZOL“in KKH"lerindeki SHH yolag: ile iliskili hangi genlerin



ekspresyonunda degisiklige neden oldugu sorusunun yaniti arastirildi. Bu asamada
calismalar EU, TF, Tibbi Biyoloji ABD Molekiiler Laboratuvarinda gergeklestirildi.
Bunun i¢cin KKH ve non-KKH’ lerine “uygulama konsantrasyon-siire” ayarinda,
ZOL ile muamele edildikten sonra uygulama ve kontrol gruplarindan RNeasy Plus
Mini Kit (Qiagen) kullanarak mRNA izole edildi. cDNA sentezi yapildiktan gen
ifadeleri LightCycler® 480 gercek zamanli PCR ile analiz edildi. Uygulama
gruplarindan elde edilen verliler control gruplari ile karsilastirildi, gen ifade

degisiklikleri belirlendi.

3.7. immunoflerasan Boyama

DU-145 KKH, DU-145 non-KKH, PC3 KKH, PC3 non-KKH’leri hiicreleri
kaldirilarak lizin kapli lameller iizerine ekildi (3x10%hiicre), 24 saat inkiibasyon
sonunda besiyeri uzaklastirildi, 2x5 dk PBS ile yikandi. 15 dakika boyunca oda
sicakliginda % 4 paraformaldehit igerisinde bekletilerek fiksasyon saglandi. PBS
soliisyonu ile 3x5 dk. yikadiktan sonra yine oda sicakliginda 10 dakika boyunca % 1
Triton X-100 ile hiicre gegirgenligi gergeklestirildi, i¢ kez PBS ile yikandi ve 1 saat
boyunca % 5 sigir serum albiimini igeren PBS ile bloke edildi. 4° C'de, nemli
ortamda gece boyunca primer antikor ile inkiibasyonun ardindan, 3x5 dk PBS ile
yikandi. Hiicreler oda sicakliginda 1 saat boyunca floresan izotiyosiyanat (FITC)
konjiige sekonder antikor ile muamele edildi, tekrar 3x5dk PBS soluiisyonu ile
yikand1. Immiin boyanan hiicreler, DAPI (sc-24941, UltraCruz mounting medium)
damlatilaral lameller lam tizerine kapatildi, (Olympus BX-51 ve Olympus C-5050
dijital testi) kamera ile donatilmig bir floresan mikroskobu araciligiyla

gorsellestirildi.



Bulgular

4.1. Dul45 ve PC3 prostat KKH ‘lerinin elde edilmesi

Dul45 ve PC3 insan prostat ve meme kanser hiicreleri CD 133+/CD 44+ ylizey
markerlerinin ekspresyonuna géore AREL’ de Flow Sitometri yontemi ile Dul45 ve
PC3 prostat KKH ve non-KKH, olarak ayrilmistir (Sekil 4.1). Ayrilmig hiicre
poplilasyonlarmin safligin1 belirlemek icin post-siralama analizi gerceklestirildi ve

bu oran% 85'in Uizerinde bulundu.
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Sekil 4.1. Dul45 (A.) ve PC3 (B.) insan prostat kanser kok hiicrelerinin izolasyonu

4.2. DU145 ve PC3 KKH’lerinin 3D ortaminda kiirecik olusturma yetenekleri

Cesitli kaplama maddeleriyle tasarlanan yapiskan olmayan (non-adherent)
kiltirler, KKH' lerin kok hiicre (stemness) potansiyelini tanimlamak ve

degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilir. Bu ¢alismada, DU-145 ve PC-3 hiicre



hatlarindan izole edilen KKH' lerin kok hiicre 6zellikleri serumsuz ortamda agaroz

kapli kuyu plakalari ile degerlendirildi. Besinci ve liglincii glinlerde, sirastyla Du-145

ve PC3 i¢in sferoid olusumu gozlendi ve zamanla boyut olarak arttigi belirlendi

(Sekil 4.2).

Sekil 4.2. DU-145 KKH ve PC-3 KKH' lerin faz kontrast mikroskobu goriintiileri
(Olgek cubugu: 100um).

4.3. Hiicre sayis1 ve canliliginin belirlenmesi; IC50 degeri.

Hiicre sayis1 ve canliligt MuseTM Count & Viability Kit kullanilarak, kitin
prosediiriine gore MuseTM Cell Analyzer ile (Millipore, Billerica, MA, USA)
belirlendi.

IC50 degerleri 72 saatte 150uM (PC3 KKH) ve 110uM (PC3 non-KKH) belirlendi
(Sekil 4.2; 4.3). Dul45 KKH ve non-KKH i¢in daha once ekipimiz tarafindan
yapilan bir ¢alismada belirlenen IC50 degerleri (uygun olarak 108uM ve 96uM; 72
h) kullanildi.
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Sekil 4.2. PC3 KKH’de ZOL uygulamasi ve hiicre canliliginin belirlenmesi.
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Sekil 4.2. PC3 non- KKH’de ZOL uygulamas ve hiicre canliliginin belirlenmesi.
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4.3. Hiicrelerin ZOL’a kars1 apoptotic yaniti
Apoptosis analizi, MuseTM Annexin V & Dead Cell Kit (MCH100105, Millipor,
Billerica, MA, USA) kullanilarak MuseTM Cell Analyzer ile (Millipore, Billerica,
MA, USA) yapildi (Sekil 4.4. A ve B)
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Sekil 4.4. PC3 KKH (A) ve PC3 non-KKH (B) hiicrelerin apoptotik yanitlari.
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Sekil 4.5. (A-D) DU145 ve (E-H) PC3 KKH kiireciklerinde 72 saat sonra gozlenen
kantitatif degisimler (scale bar 100um)



4.4. ZOL etkisi ile prostat KKH’leri kiireciklerinde kantitatif degisiklikler

DU-145 ve PC-3 hiicre hatlarindan izole edilen KKH' lerin kok hiicre 6zellikleri
serumsuz ortamda agaroz kapli kuyu plakalar1 ile degerlendirildi. Uygulama
gruplarina ZOL eklendi, uygulama ve kontrol gruplarinda her kuyucuk igindeki
kolonilerin sayis1 ve ¢ap1 72 saat sonra mikroskop altinda belirlendi. Tumoroid
boyutunun ve sayilarmin olgiimii, kontrollere kiyasla uygulama sferoidlerinde
sitotoksisite gdostermistir. ZOL, DU145 CSC'lerin ve PC3 CSCl'lerin sferoit sayisini

ve ¢apini 72 saat sonra azalttig1 belirlendi.

4.5. mMRNA Ekspresyon Analizi, RT-PCR Bulgulari

ZOL’in etkisi ile KKH"lerindeki SHH yolagi ile iliskili genlerin ekspresyonunda
degisikler incelemek amaci ile SHH yolak bilesenleri (PTCH1, SHH, SMO ve GLI1
) ve Rab23 GTPaz mRNA ekspresyon degisiklikleri Real — Time PCR yontemi ile
Ege Universitesi Tibbi Biyoloji ABD Laboratuvarinda bulunan LC 480 cihazinda
analiz edildi. Analizde RT2 qPCR Pimer Assay for Human Rab23 ( cat. no:
PPHO06221F), RT2 gPCR Pimer Assay for Human SHH (cat. no: PPH02405A), RT2
gPCR Pimer Assay for Human SMO (cat. no: PPH02222C), RT2 gPCR Pimer Assay
for Human PTCH1 (cat. no: PPH00225C), RT2 gPCR Pimer Assay for Human GLI1
(cat. no: PPHO0153A) (https://www.giagen.com/jp/geneglobe), kontrol gen olarak
GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) kullanildi. ZOL uygulanan
gruplar ve kontrol gruplardan elde edilen sonuglar karsilastirilmali sekilde incelendi,
fold change >2 ve p<0,05 olan degerler anlamli kabul edilerek ZOL etkisi ile mRNA
ekspresyonunda degisiklik olan molekiiller belirlendi (Tablo 4.1).



Tablo 4.1. ZOL etkisi ile degismis mRNA ekspresyonlari

ZOL uygulamasi sonras1 DU145 gruplarinda mRNA ifade degisikliklikleri (Fold Change / p value)

Genler 2D KKH / kontrol 3D KKH / kontrol 2D non- KKH / kontrol 3D /2D (KKH)
GLII 6,36/ 0,00 4,06/ 0,00 2,75/ 0,00 5,82 /0,00
SMO -1,95/0,00 2,50/ 0,00 -2,99/ 0,00 4,56 /0,00

PTCHI 1,39/ 0,02 2,08/0,00 -1,01/ 0,90 1,37/ 0,02
SHH 3,39/ 0,00 2,11/ 0,00 3,41/0,00 10,63 /0,00

ZOL uygulamasi sonras1 PC3 gruplarinda mRNA ifade degisikliklikleri (Fold Change / p value)

Genler 2D KKH / kontrol 3D KKH / kontrol 2D non- KKH / kontrol iD /2D (KKH)
GLII -2,13 /0,00 -1,26 /0,02 1,28 /0,00 -1,38 /0,00
SMO 1,07/0,22 -1,47 /0,00 -1,05/ 0,42 1,13 /0,06
PTCHI -2,35/0,00 -1,65 /0,00 -2,45/ 0,00 -5,35/ 0,00
SHH -2,35/0,00 -1,09 /0,35 1,16 /1,12 -11,08 / 0,00
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Sekil 4.6. ZOL etkisi ile degismis mRNA ekspresyonlari. (A) DU145 ve (B) PC3.

Elde edilen IC50 degerleri uygun dozlarda ZOL uygulanan gruplart kontrol

gruplarla kiyasladigimiz zaman c¢alismamizda belirlenemeyen mekanizmalar



tizerinden ZOL etkisi ile Rab23 gen ekspresyonunda PC3 2D KKH, DU145 3D KKH
gruplarinda anlamli artma ve Dul45 non-KKH anlamli azalma oldugunu, PC3 3D
KKH, PC3 non-KKH ve Dul45 2D KKH’de ise anlamli degisiklik olmadigini
saptadik.

SHH yolagi iizerindeki ZOL etkilerinin arastirilmasi i¢in, 2D ve 3D Kkiiltiir
sisteminde {iretilmis KKH' leri ve no-KKH (PC3 ve DU145) ZOL uygulanma
sonrasinda RT-PCR yontemi kullanilarak SHH yolag1 genleri SHH, SMO, GLI1 ve
PTCH1'in gen ifade degisimlerini inceledik, kontrol gruplarindan elde edilen
verilerle karsilastirdik; GLI1 ve SHH gen ifadeleri, ZOL uygulamasi sonrasinda
DU145 2D ve 3D KKH ve non-KKH’ lerinde artma oldugunu saptadik. SMO ve
PTCHL1 gen ifadelerinde ZOL etkisi ile DU145 2D KKH’ lerinde artma gorildigii
halde 3D KKH’ lerinde anlamli degisiklik gostermemistir. DU145 non-KKH’de
ZOL tedavisinden sonra SMO mRNA seviyesi belirgin sekilde azalmis, PTCH1
MRNA seviyesi anlamli olarak degismemistir. ZOL uygulamasi sonrast DU145 2D
ve 3D KKH’lerinde gen ifadeleri karsilastirildiginda, GLI1, SMO ve SHH genlerinin
daha belirgin sekilde yukar1 dogru diizenlendigi ancak PTCH1 gen ifadesinin anlaml
olarak degismedigi goriildii.

ZOL etkisi ile degisen gen ifadeleri PC3'te DU145'ten farkli oldu. ZOL isleminden
sonra, GLI1, PTCH1 ve SHH genleri PC3 2D KKH’lerinde asagi dogru
diizenlenirken, PC3 sferoidlerinde tiim genlerin ifadesinde (GLI1, PTCH1, SHH ve
SMO) anlamli degisiklik olmadigi goriildi. Kontrol gruplarla karsilagtirildiginda,
PC3 non-KKH’de PTCH1geninde saptanan azalma disinda, diger genlerde (GLI1,
SHH, PTCH1), anlamli bir sekilde degisiklik belirlenmedi. PC3 3D ve 2D KKH’leri
karsilastirildiginda, ZOL etkisi ile GLI1 ve SMO gen ifadeleri anlamli olarak
degismezken, PTCH1 ve SHH mRNA ifadeleri belirgin sekilde azalmis oldugu

saptandi.

4.5. immunoflerasan Boyama

Rab23 ve SHH yolak bilesenlerinin protein ekspresyon ve hiicre igi

lokalizasyonunda Zol uygulama sonrasindaki olasi degisimleri belirlemek i¢in deney



gruplart ve kontrol gruplarinda Immunofloresan boyama yapilarak karsilastirmali

sekilde incelendi.
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Sekil 4.6 Rab23 (A), SHH (B), SMO (C), PTCH1 (D) protein ifade degisikliklerinin

analizi. Scale bar 20um

Rab23 protein ekspresyonundaki ZOL etkisi ile olas1 degisikligi inceledigimizde
mRNA ekspresyon degisikliklerine uyumlu sekilde ZOL eklenen gruplardan PC3
non-KKH’da anlaml degisiklik yokken, PC3 KKH’de anlamli artma oldugu, Dul45
non-KKH anlamli azalma gorliirken DU 145 KKH ve PC3 non-KKH gruplarinda
anlamli degisiklik olmadig1 goriildii.

SHH yolak bilesenlerinin protein ifadeleri DU145 ve PC3 uygulama gruplarinda
farkli degisiklikler gosterdi. DU145 KKH ve non-KKH’ de protein ifadeleri ZOL
uygulama sonrasi incelendginde, her iki grupta ZOL etkisi ile SMO azalirken,
SHH’de de artma oldugu, PTCHI protein ifadesinde ise anlamli degisiklik olmadigi
goriildii. PC3 KKH ve non-KKH gruplarinda ise ZOL uygulamasinin SMO protein
ifadesini anlamh sekilde etkilemedigi, PTCH1 ifadesini ise azalttig1 goriildii. SHH
protein ifadesinin ZOL etkisi ile PC3 KKH’ de azalirken, non-KKH’de etkilenmedigi
belirlendi



TARTISMA

Zoledronic asit, Gida ve ilag Yonetimi (Food and Drug Administration)
tarafindan meme ve prostat kanserlerinde osteoklastik kemik rezorpsiyonu ve iskelet
morbiditesinin 6nlenmesi veya azaltilmasi i¢in onaylanmistir (Perry CM, vd., 2004).
ZOL, hiicre i¢i mevalonat yolunda farnesil difosfat sentazi (FDPS) baglayarak ve
inhibe ederek kolesteroliin, diger sterollerin ve farnesil pirofosfat ve geranil-geranil
pirofosfat gibi anahtar enzimlerin iiretilmesini onler (L. Gong et al., 2011). Bu
enzimler, kemik rezorbe etme aktivitesi ve osteoklastlarin hayatta kalmasi igin
gerekli olan, kanser hiicresindeki hiicre iskeleti organizasyonu ve hiicre ¢ogalmasinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan, Ras, Rho, Rac, Rab ve Cdc42 gibi sinyalleme
molekiillerinin post-translasyonel prenilasyonundan ve geranigaliranilasyonundan
sorumludur (Reinholz GG ve digerleri, 2002; Rogers MJ ve digerleri, 2004). Bu
nednele, ZOL tarafindan farnesil pirofosfat ve geranil-geranil pirofosfat
inhibisyonunu sonucunda posttranslasyonel prenilasyon ve geranilgurandilasyonun
gerceklesmemesi, tiimor hiicresi proliferasyonunun ve anjiyogenezinin azalmasina,
apoptozun indiiksiyonuna, tiimor hiicresi invazyonunda ve hiicre hiicresi
bozulmasinda azalmaya neden olur ve kanser hiicresinin kemige adezyonunu onler
(Zekri J., vd., 2013). Her ne kadar osteoklastik iskeletle ilgili komplikasyonun
Onlenmesi veya azaltilmasinda en yaygin kullanilan bifosfonat olsa da, PCA
hastalarinda sagkalimin iyilesmesi veya gecikmis tedavi basarisizlifi agisindan
ZOL'un tanimlanmis yetersizliginin, KKH-iligkili ilag¢ direncinin gelisimi ile ilgili
olabilecegi One siirlilmiistiir (James ND ve digerleri, 2016; Vale CL ve digerleri,

2016; Heymann MF ve digerleri, 2016).

Non-KKH (bulk population) ile kiyaslandiginda, KKH’ de egici olarak aktive edilen
SHH sinyal yolaginin, KKH’lerin devamliligin1 sagladigi ve PCa'da ilag direncinin
gelismesine neden oldugu ileri siirilmistiir (Justilien, V., & Fields, A.P. 2015).



PKKH' ler tarafindan gelistirilen ila¢ direncinde KKH-iligkili SHH yolaginin
kritik rol oynadigi bilgisinden yola ¢ikarak, iki (2D) ve ii¢ (3D) boyutlu prostat
KKH’ de ZOL'un SHH yolag1 ve Rab23 GTP’az iizerinde olas1 etkilerini arastirdik.

SHH ve SMO, sirasiyla sinyal iletimini tetiklemek ve plazma zar1 boyunca sinyal
iletmek i¢in gerekli olan iki temel SHH yolak bilesenidir. Her iki molekiil de
kolesterollenmis veya kolesterol ile modifiye edilmis proteinlerdir. Kolesterilasyon,
SHH ligandinin post-translasyon modifikasyonu ve SMO'nun aktif islevi igin
gereklidir. Hiicre i¢i kolesteroliin diisiik seviyeleri ve / veya kimyasal aktivitesi, SHH
ligandinin olgunlagsmast ve plazma membranindan salinminin, bunun yani sira
siliumdaki SMO'nun aktivasyonun bozulmasma yol agar, boylece SHH sinyal
yolaginin iki farkli basamakta baskilanmasina neden olur (N.A. Riobo 2013). SHH
yolaginin negatif diizenleyicisi PTCHI, Direng-nodiilasyon-Boliinme (RND;
Resistance-Nodulation-Divition ) tasiyici ailesinin bir iiyesidir. 12-trnasmembran
domainine ve 2 genisletilmis ligand tanima domainine Sahiptir. Sterol-duyarl
domainin (SSD) kolestrole baglanarak, icden disa kolestrol akisini1 saglar, hiicreigi
kolestrol konsentrasyonunu azaltir. Kolestrol hemostazinin yani sira, SSD domaini
aynt zamanda PTCH1’ in SHH ligandiyla etkilesiminde ve SMO aktivesinin
baskilanmasinda 6nemli rol oynar (Gong X., ve ark., 2018). Prostat kanserinde SHH
yolagiin limitleyici faktorii oldugu one siiriilen, normal saglikli prostat dokularinda
ifade olmayan, buna kargin tiim metastatik hasta drneklerinde ifade edilen SMO’ nun
artmig ifadesi, prostat kanserinde SHH yolak aktivasyonunu ligand-bagimsiz sekilde
tetikler. Kolestrol, SMO aktivatorii olup SMO’ ya baglanmas1 ile SHH yolak
aktivasyonunda ilk O6nemli basamagi olan siliyer membranda SMO birikimi ve
aktivasyonunu saglar. Ligand yoklugunda PTCH1 aktif olur ve siliyer membranda
kolestrol konsentrasyonunun veya kimyasal aktivitesinin azaltarak SMO’nun siliyer
membranda birikimini ve aktivasyonunu baskilar. SHH ligandinin PTCHI
reseptoriine baglanmasi ile ger¢eklesen PTCHI1 inhibisyonu ile siliyada kolestrol
konsentrasyonu ve kimyasal aktivitesinin artmast SMO’nun siliyada birikimine ve
aktiflesmesine neden olur. Aktiv SMO, EVC proteinleri gibi 6nemli proteinlerle
etkileserek SHH sinyalini alt yonde iletir. Bunun yani sira kolestrol, SHH ligandi ile
sinerji gostererek tek bagina SMO’ nun plazma membraninda birikimini tetikleye ve
direkt olarak SMO’yu aktive edebilir (Huang P., ve ark., 2016; Hasanovic, A., &

Mus-Veteau, I. 2018). Kaolestrol sentezinin 6nemli inhibitoru lovastatin kullaminin



kanonik SHH yolak aktivasyonunu engeledigi bildirilmistir (N.A. Riobo 2013). ZOL
mevalonat yolunu modiile ettigi ve kolesterol biyosentezini inhibe ettigi i¢in (M
Goffinet et al, 2006; Coscia, M., et al., 2010) bir olasilik, ZOL hiicre i¢i kolesterolii
diisiik seviyelerde tutarak SHH ligandinin olgunlasmasi ve saliminin, SMO'nun
aktivasyonunu engellemis olabilir ki, bu durum SHH sinyal yolagimnin inhibisyonu ile

sonuglanabilir.

Diger taraftan, ZOL, Rab23 GTPazin post-translasyonel prenilasyon, membran
lokalizasyonu ve aktivasyonunu 6nleyerek SHH sinyal yolunu etkileyebilir. Kiigiik
Rab GTPaz alt ailesinin 6nemli iiyelerinden biri olan Rab23 GTPaaz, normal
dokularda SHH yolagimi SuFu'ya bagimli sekilde negatif olarak diizenler. (Evans,
T.M., vd., 2003). Bu durumda ZOL, Rab23 aktivasyonunu baskilamakla SHH
yolaginin aktive etmis olur. Fakat, Rab23 GTP' in kanserdeki roli ile ilgili elde
edilen bulgular tartismalidir. Son zamanlarda, Chang J. ve arkadaslari, Rab23'lin PCa
dokularinda ve hiicre hatlarinda yukar1 dogru regiile edildigini ve Rab23'iin asagi
regililasyonunun, PCa hiicrelerinde SHH ve GLI1'in protein ekspresyon seviyelerini
anlamli sekilde disilirdliginii gostermistir (Chang J., vd., 2017). Bu ac¢idan
bakildiginda ZOL, PCa'daki SHH sinyal yolaginin pozitif diizenleyicisi Rab23'lin
aktiflesmesini onleyerek SHH sinyalini inhibe etme etkisine gosterebilir. Tim bu
bilgileri birlestirecek olursak, ZOL, bir ka¢ yonden SHH yolaginin aktivasyonunu

engelleyebilir;

- Kolestrol  sentezini  bozarak SHH  ligandinin  post-translasyonal
modifikasyonunu,bdylece SHH verici hiicreden salimini ve alici hiicre
plazma membraninda PTCHI ile etkilesimini engelleyebilir. Bu da SHH

yolak sinyalinin baslatilasini ligand-reseptor seviyesinde bozar.

- Ikinci taraftan SHH ligandinin PTCHI1 ile etkilesimi yani PTCHI1’in SHH
tarafindan inhiibisyounun bozulmasi, PTCHI1 tarafindan kolestrol akisinin
devamina ve kolestroliin plazma membraninda diisiik seviyede olmasina
neden olur. Bu durum siliyada SMO birikimi ve aktivasyonunu engeller.
SMO, prostat kanserinde SHH yolak aktivasyonu i¢in énemli bir limitleyici
bir yolak aktivatorii oldugu icin inaktivasyonu, sinyalin alt yonde iletilmesini

ve boylece kanonik SHH yolak aktivasyonunu bozar.



- ZOL’ un SHH yolagim etkileyebilecegi iiclincii O6nemli nokta Rab23
prenilasyonu ve aktivasyonunun bozulmasidir. Prostat kanserinde Rab23,
SHH vyolagmmi hiicre icinde pozitif sekilde diizenlediginden Rab23

inaktivasyonu SHH yolak aktivasyonunun hiicre iginde inhibe eder.

Sonuglarimiz, ZOL'nin DU145 ve PC3 hiicre gruplarini farkli sekilde etkiledigini
gostermistir. ZOL tedavisine verilen farkli tepkiler hem gruplar arasinda (DU145 ve
PC3), hem de her gruptaki KKH'ler ve non-KKH arasinda gozlendi. Her iki prostat
kanser hiicresi (PC3ve DU145) androjenden bagimsiz olmasina ragmen, Zoledornik
asite kars1 DU145 KKH ve non-KKH (IC50 dozu, 72 saatte108uM ve 96uM), PC3
KKH ve non-KKH’lerinden (IC50; 72saatte 150 uM ve 111,7uM) daha duyarliydi.
Bu sonug, DU145 ve PC3'lin tiiretildigi metastatik alandaki farkla agiklanabilir
(sirasiyla beyin ve kemik) (Stone K.R., vd., 1978; 13. Kaighn M.E., vd., 1979).

ZOL uygulamasi sonrasinda SHH yolak bilesenlerinin mRNA ve protein ifade
degisiklikleri de PC3 ve DU145 gruplari arasinda farklilik géstermistir. ZOL a kars1
daha duyarli DU145 KKH’lerinde ZOL ugulamas1 sonrast SHH yolak bilesenlerinin
ifade degisikliklerine bakildiginda hem 2D, hem de 3D kiiltirlerde SHH yolak
bilesenlerinin mRNA ve protein ifadelerinde cogunlukla [2D KKH’de SMO (-
1,95/0,00) disinda] artma goriildii. ZOL’a karst daha direncgli PC3 KKH’lerinde,
SHH yolak bilesenlerinin gen ve protein ifadelerinde ZOL uygulamasindan sonra
saptanan degisiklikler DU145 KKH’den farkliydi; 2D PC3 KKH’lerinde SMO
disinda diger SHH yolak bilesenlerinin ifadelerinde azalma goriiliirken, 3D PC3
KKH’ lerinde her hangi SHH yolak bileseninin gen ve protein ifadesi etkilendigi
goriilmedi. KKH’ne benzer sekilde non-KKH’ de de SHH yolak bilesenlerinin
ifadelerinde ZOL etkisi ile goriilen degisiklikler PC3ve DU145 gruplar arasinda
farkli oldu; DU145 non-KKH’de SMO ifadesinde azalma goriiliirken, GLI1 ve SHH
ifadesinde ZOL etkisi ile artma saptandi. Buna zit olarak, PC3 non-KKH’ de
etkilenen tek bilesen PTCH1 (gen ve protein ifadesinde azalma) ifadesi oldu. Genel
olarak sonuglar degerlendirildiginde, her iki DU145 2D ve 3D KKH ve non-KKH’
lerinde SHH yolak aktivasyonunda ZOL uygulamasi sonrasi artma goriildii, fakat
KKH’ de (2D ve 3D) artma daha belirgin oldu. Buna zit olarak, ZOL etkisi ile PC3
2D KKH’ de SHH yolak aktivasyonunda azalma, PC3 KKH sferoidleri ve non-

KHH’de ise her hangi anlamli degigsme olmadig1 goriilmistiir.



Elde ettigimiz sonuglar, DU145 KKH’ lerinin (2D ve 3D ortaminda kiiltiirlenmis)
ZOL’a karst gelistirdigi direncin SHH yolak aktivasyonunda artma ile iliskili
olabilecegini, buna zit olarak, ZOL’a kars1 daha yiiksek dozda direng gelistiren PC3
KKH’ lerinde SHH yolak aktivasyonun diren¢ gelisiminde 6nemli rol oynamadigini
gosterdi. ZOL etkisi ile SMO ve Rab23 ifadesinin DU145 KKH’de artmasi, non-
KKH’ de azalmasi, immunofloresan boyama sonucunda SMO’nun KKH’de siliyar
membran yani sira tim sitoplazmada yogun sekilde boyanmasi, SHH yolagimin
SMO-bagimh sekilde plazma membranin yani sira sitozolda da aktive oldugunu ve

Rab23 ifadesindeki artma ile iligkili olabilecegini gostermektedir.



SONUC ve ONERILER

Bu calismada Zoladronik asit tedavisi sonrasinda Rab23 GTP’az ifade ve islevinni

etkilenmesi ve SHH yolak aktivasyonun artmasi sonucunda KKH’ lerde ZOL’ a kars1

direng gelistigi hipotezini ileri siirdiik. Bu hipotez dogrultusunda,

DU145 ve PC3 prostat kanser hiicrelerinden izole edilmis, iki ve ii¢ boyutlu
(2D ve 3D) kiiltiir sisteminde kiiltiirlenmis prostat KKH’ de Zoledronik asit

ile miiamile yaparak IC50 dozlarini belirledik,

uygulama sonrasinda Rab23 GTPaz ve SHH yolak bilesenlerinin (SHH,
SMO, PTCHI1 ve GLI1) ifade degisikligini arastirdik,

elde edilen verileri kontrol gruplarindan elde edilen sonuglar ve IC50 dozlar
ile karsilagtirarak SHH yolak aktivasyonu ve Rab23 ekspresyonu ile ZOL’ a

kars1 direng gelisimi arasinda olas1 iliskini inceledik.

Elde ettigimiz sonuglar,

>

>

Prostat KKH’lerinin ZOL’a kars1 daha direngli oldugunu
SHH yolak aktivasyonun, ZOL’a kars1 direng¢ gelisimi ile iliskili oldugunu

Rab23  GTP’zn SHH  yolak  aktivasyonunu  pozitif  sekilde
diizenleyebilecegini ve SHH yolak-aracilikli ZOL’a kars1 ilag direncinin

gelisiminde 6nemli rol oynadigim

SHH sinyallenmesi ve Rab23 GTPaz aktivasyonunun inhibe edilmesinin
ZOL’ un PCa’da kemoterapotik etkiyi artirabilir, sagkalimi, metastatik
ilerleme ve gecikmis tedavi basarisizligi Tlzerinde iyilestirici etkiyle

sonuclanabilecegini

PKKH’ lerinin basarili sekilde elimine edilmesi ve KKH-iligkili PCa
progresyonun engellenmesi i¢in potansiyel olarak yeni bir terapotik strateji

saglayabilecegini gdstermektedir.

Uc boyutlu (3D) kiiltiir sistemi in Vivo ortama en yakin in vitro ortam olarak

kabiil edildiginden, calismamizda elde edilen veriler giivenilir preklinik veriler

Ozelligine sahiptir. Calismamiz bu konuda ilk olup elde edilen verilerin daha ileri

fonksiyonel ve yapisal calismalarla desteklenmesi gerekmektedir. Ozellikle

kolestrol sentezinin 6nemli inhibitmrii olan lovastatin kullanimi ile SHH yolak



aktivasyonunun engelledigi gosterilmistir, fakat bu ¢alismada kolestrol sentezini
bozdugu bildirilen Zoledronik asit uyguladigimizda SHH yolak aktvasyonunda
KKH’ lere 6zgii sekilde artma oldugunu saptadik. Bu artimin, KKH’ lerin ZOL’a
karst gelistirdigi diren¢ mekanizmasindan biri olarak daha detayli sekilde
arastirilmasi gerekmektedir. Bunun yani sira SHH yolagi aktivasyonunda artma
(DU145 KKH ) ve azalma (PC3 KKH) goriilen KKH’lerinin her iki grupunda da
Rab23 ifadesinde artma goriildii. Rab23 ile SHH yolak aktivasyonu ve ZOL’a
direng gelisimi arasinda olasi iliskinin fonksiyonel ¢alisma ile daha detayh

sekilde aciklanmas1 gerekmektedir.
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