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OZET

Prostat kanseri hastalar1 ¢ogunlukla metastaz nedeniyle hayatim kaybetmektedir. Metastatik
stirecleri kontrol eden mekanizmalarin aydinlatilmasi, lokalize hastaligin metastaza ilerlemesini
Oonlemek i¢in yeni tedavi yOntemlerinin gelistirilmesi agisindan onemlidir. Forkhead box D1
(FOXD1), FOX transkripsiyon faktorii ailesinin bir {iyesidir ve ¢esitli kanserlerin gelismesinde ve
ilerlemesinde Onemli rol oynadig1 bildirilmistir. Ancak, prostat kanserindeki rolii heniiz
bilinmemektedir. Bu ¢aligmada, ilk olarak prostat kanseri ve prostat epitel hiicre hatlarinda FOXD1
ifade diizeyleri acisindan bir farklilik olup olmadigi belirlenmistir. Daha sonra, en yiiksek FOXD1
ifadesine sahip olan 22Rvl prostat kanseri hiicrelerinde, FOXD1’in susturulmasinin hiicre
proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonu iizerine etkileri arasgtinlmistir. Ayrica, FOXD1
susturulmasinin bazi1 EMT proteinleri (E-kaderin, N-kaderin, Snail ve Vimentin) ve Wnt/p-katenin
yolaginda gorevli bazi proteinlerin (B-katenin, c-myc ve siklin D1) ifadesi iizerindeki etkileri de
arastirilmigtir. FOXD1'in prostat kanseri hiicre hatlarinda normal prostat epitel hiicre hattina
kiyasla daha vyiiksek diizeyde ifade edildigi bulunmustur. /n vitro deneyler, FOXDI’in
susturulmasinin  22Rv1l prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu, migrasyonunu ve
invazyonunu dnemli dlciide azalttigini gdstermistir. Bunlara ilaveten, FOXD1'in susturulmasinin,
Wnt/B-katenin sinyal yolaginda gorevli P-katenin ve siklin D1’in ifadelerini etkiledigi
belirlenmistir. Ancak, N-kaderin disindaki EMT ile iligkili proteinlerin ifadesi lizerine etki etmedigi
goriilmiistlir. Sonuglarimiz, FOXD1'in susturulmasinin prostat kanseri ilerlemesi sirasinda Wnt/[3-
katenin sinyal yolagini baskilayarak, 22Rv1 hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon ve invazyon
potansiyellerini EMT’ den bagimsiz olarak azalttigimi gostermistir. Bu nedenle, FOXD1'in ifade
durumu yeni bir prognostik faktdr olabilecegi gibi, prostat kanseri tedavisi i¢in potansiyel bir
terapotik hedef olabilir.
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ABSTRACT

Prostate cancer patients mostly die due to metastasis. The elucidation of the mechanisms
controlling the metastatic processes is important for the development of new treatment methods to
prevent the progression of localized disease to metastasis. Forkhead box D1 (FOXD1) is a member
of the FOX transcription factor family and has been reported to play an important role in the
development and progression of various cancers. However, its role in prostate cancer is not yet
known. In this study, initially, it was determined whether there was a difference in terms of
FOXD1 expression levels in prostate cancer and prostate epithelial cell lines. Then, the effects of
silencing FOXD1 on cell proliferation, migration and invasion were investigated in 22Rv1 prostate
cancer cells with the highest FOXD1 expression. In addition, the effects of FOXD1 silencing on
the expression of some EMT proteins (E-cadherin, N-cadherin, Snail and Vimentin) and some
proteins involved in the Wnt/B-catenin pathway (B-catenin, c-myc and cyclin D1) were also
investigated. FOXD1 was found to be expressed at a higher level in prostate cancer cell lines
compared to normal prostate epithelial cell line. /n vitro experiments have shown that silencing
FOXD1 significantly reduces proliferation, migration and invasion of 22Rv1 prostate cancer cells.
Furthermore, silencing of FOXD1 was found to affect the expression of B-catenin and cyclin D1,
which are involved in the Wnt/B-catenin signaling pathway. However, it did not appear to affect
the expression of EMT-related proteins other than N-cadherin. Our results showed that silencing of
FOXD1 suppresses the Wnt/B-catenin signaling pathway during prostate cancer progression,
reducing the proliferation, migration and invasion potentials of 22Rv1 cells independently of EMT.
Therefore, the expression status of FOXD1 may be a new prognostic factor as well as a potential
therapeutic target for prostate cancer treatment.
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1. GIRIS

Prostat kanseri, erkeklerde en ¢ok teshis edilen ikinci kanser olup, kanser sebepli 6liimlerin
besinci sirasinda gelir. Radikal prostatektomi ve androjen deprivasyon tedavisi lokalize
prostat kanserinde kansere bagli dlimleri azaltmakta etkili tedavi yontemleridir. Ancak,
mevcut terapdtik yontemler metastatik prostat kanseri tedavisinde etkili degildir. Prostat
kanseri hastalar1 ¢ogunlukla invazyon ve metastaz nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir.
Epitelyal-mezenkimal gec¢isin (EMT), kanser metastazindaki ilk adimlar1 diizenleyen
onemli bir mekanizma oldugu 6ne siiriilmektedir. Bu nedenle, prostat kanserinde EMT'ye
dahil olan yeni hedefleri arastirmak, prostat kanseri ilerlemesinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin anlasilmasi ve prostat kanserini tedavi etmek icin yeni ve etkili tedaviler

gelistirmek i¢in Onem arz etmektedir.

EMT siirecinde hiicreler, E-kaderin gibi epitelyal belirteglerin kaybinin bir sonucu olarak
hiicreden hiicreye yapismadan sorumlu epitel O6zelliklerini kaybeder ve mezenkimal
Ozellikler kazanir. Ayrica, N-kaderin, Vimentin gibi mezenkimal belirtecleri, Wnt/j3
katenin ve TGF-B yolu gibi sinyal iletim yollarint ve Snail, Slug gibi EMT transkripsiyon

faktorlerini modiile ederek kdken yerlerinden gog¢ etme yetenegi kazanirlar.

Forkhead box (FOX) proteinleri, evrimsel olarak korunmus "catal basl" veya "kanath
sarmal" DNA baglama alaninin varlig1 ile karakterize edilen bir transkripsiyon faktorleri
ailesidir. FOX proteinleri hiicre dongiisii ilerlemesi, ¢ogalma, farklilagma, migrasyon,
apoptoz ve metabolizma gibi ¢ok ¢esitli hiicresel siireclerde 6nemli roller oynamaktadir.
FOXD1, FOX transkripsiyon faktorii ailesinin bir liyesidir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar,
FOXD1'in ¢esitli kanser tiirlerinde anormal sekilde ifade edildigini ve kanser hiicrelerinde
FOXDI1 ifadesinin artmasinin hiicre proliferasyonu, apoptoz, invazyon ve metastaz gibi
cesitli biyolojik siireclerle iligkili oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, prostat

kanserinin ilerlemesinde FOXD1'in rolii heniiz aydinlatilamamustir.

Bu doktora tez ¢aligmasinin amaci; FOXD1’in prostat kanseri hiicrelerinde EMT {izerine
etkilerinin aragtirilmasidir. Tez caligmas1 kapsaminda, ilk olarak prostat kanseri ve prostat
epitel hiicre hatlarinda FOXD1 ifade diizeyleri acgisindan bir farklilik olup olmadigi

belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda en yiiksek FOXD1 ifadesine sahip hiicre hatti



tespit edilmis ve bu asamadan sonra arastirmaya bu hiicre hattiyla devam edilmistir.
Secilen prostat kanseri hiicre hattinda, FOXDI1 geninin susturulmasinin hiicre
proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonu lizerine etkileri arastirilmistir. Ayrica, FOXD1
susturulmasinin bazi EMT proteinleri (E-kaderin, N-kaderin, Snail ve Vimentin) ve
timoriin baslamasi, ilerlemesi ve metastazinda kritik rol oynayan ve prostat kanserinde
siklikla aktive edildigi bilinen Wnt/B-katenin yolaginda gorevli bazi proteinlerin (B-

katenin, c-myc ve siklin D1) ifadesi iizerindeki etkileri de aragtirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Prostat Kanseri

Prostat kanseri milyonlarca erkegi etkileyen kompleks bir hastaliktir [1]. Hastalik,
erkeklerde akciger kanserinden sonra en sik goriilen ikinci kanserdir ve tiim diinyada
erkeklerde yeni teshis edilen kanserlerin %14,1'ini olusturmaktadir. Diinya ¢apinda prostat
kanserine bagl oliimler yilda 375 000'i asmaktadir, bu da prostat kanserini erkeklerde

kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedenlerinden biri yapmaktadir [2].

2.1.1. Prostat kanseri risk faktorleri

Prostat kanseri riski yasla birlikte giiclii bir sekilde artar ve yeni teshis edilen bireylerin
%85'inden fazlas1 60 yas ilizerindedir [3-5]. Prostat kanseri insidansi, insani geligsmislik
indeksi ve gayri safi yurti¢i hasila ile pozitif iligkilidir, bu nedenle gelismis {ilkeler
genellikle gelismekte olan iilkelerden daha yiiksek bir insidansa sahiptir [6]. Taniya
yonelik  testlerin  yogun olarak kullanildigi {ilkelerde insidans dogal olarak
yiikselebileceginden, bu bdlgelerin ¢ogunda insidanstaki artigin sebebi prostat kanserinin

erken tanisina yonelik programlarin yogun olarak kullanilmasi olabilir [7,8].

Afrika veya Karayip kokenliler gibi ABD'de yasayan bazi etnik gruplar, beyaz
poplilasyonlara gore erken, daha agresif prostat kanseri acisindan iki kat daha yiiksek
goreceli risk altindadir [9,10]. Buna karsilik, Asya'da yasayan Asya kokenli erkeklerin
prostat kanseri riski ABD'de yasayan beyaz erkeklere gore daha diisiiktiir, ancak Asyali
erkeklerde risk ABD'de yasarken beyaz erkeklere benzer seviyelere ulasir [11]. Askenaz
Yahudileri ve izlanda kokenliler gibi bazi etnik gruplar igin erken, daha agresif prostat
kanseri riski, BRCA2 gibi genlerdeki germline mutasyonlariyla baglantilidir [12,13].
Bununla birlikte, diger birgok etnik grup i¢in prostat kanseri insidanst ve mortalitesindeki

esitsizligin nedenleri bilinmemektedir [1].

Prostat kanseri riski, ailede herhangi bir kanser dykiisii ile gii¢lii bir sekilde iligkilidir ve bu
ailelerdeki prostat kanseri insidansi, herhangi bir malignitenin en yiiksekleri arasinda kabul

edilir (prostat kanseri teshisi konan kisilerin yaklasik %9'unun ailesinde kanser Oykiisii



vardir) [14,15]. Ailesel riskin belirlenmesinde, etkilenen bireylerin sayisi, akrabalik
derecesi ve hastalik baslangi¢ yas1 dikkate alinir. Prostat kanseri, bir hastanin {i¢ veya daha
fazla etkilenmis akrabasi varsa ve bu akrabalardan en az ikisinde erken prostat kanseri
gelistiginde (baslangi¢c yasi <55) ailesel olarak kabul edilir [16]. Prostat kanseri hastasi
birinci derece akrabalar1 olan erkeklerin, hastalifa yakalanma riski iki kat daha fazladir

[17].

Prostat kanserine bagli oliim oramini arttirdigi diisiintilen kalitsal olmayan faktorler
arasinda sigara dumania maruz kalma, obezite ve agirlikli olarak Bati diyeti (yiiksek
yagl, yiiksek sekerli gidalar, islenmis veya onceden paketlenmis et, yumurta ve tahillarin
yani sira diisiik meyve, sebze, islenmemis et ve tam tahil tiiketimi ile karakterize edilen bir
diyet) yer almaktadir. Ancak, bunlarin hastalik insidansi iizerindeki etkisine dair bir kanit

bulunmamaktadir [18,19].

2.1.2. Prostat kanserinin tanisi

Dijital rektal muayene, serum prostat spesifik antijen (PSA) seviyesi Olciimii ve
multiparametrik manyetik rezonans goriintiileme, prostat kanserini saptamak i¢in standart
tan1 araglaridir. Ancak, hem dijital rektal muayene hem de PSA bulgular1 prostat kanseri
yoklugunda anormal (yanlis pozitif) veya prostat kanseri olmasina ragmen normal (yanlis
negatif) olabilir. Anormal dijital rektal muayene sonuglari prostat biyopsisi
gerektirmektedir ve kesin tani1 histopatolojik dogrulamaya baglhdir. Prostat kanseri
agresifligi, 2014 yilinda giincellenen Gleason derece sistemi kullanilarak histolojik tiimor
ozelliklerine gore derecelendirilir. Yeni Gleason dereceli grup sistemi, PSA seviyeleri ve
klinik timdr evresi ile birlikte, potansiyel olarak Oliimciil hastalik riskini 6ngdérmedeki

iistiinliigii nedeniyle hasta risk siniflandirmasi i¢in 6nerilir [1].

Bir serum belirteci olarak PSA, biyopsiye dayali prostat kanseri ic¢in olagan tani
yontemidir. Avrupa Uroloji Dernegi Kilavuzlarinda, yiiksek PSA seviyeleri prostat kanseri
olasiligim1 gosterir [20]. Bununla birlikte, 4.0 ng/ml ile 10.0 ng/ml arasindaki PSA
seviyeleri, genellikle prostat kanserini teshis etmenin tartismali oldugu “gri alan” olarak
adlandirilir [21]. Bir arastirmaya gore, PSA diizeyi bu aralik i¢inde oldugunda, prostat
biyopsisinin pozitif orani sadece %15,9 ila %26,0'dir, bu nedenle saptama oranini

iyilestirmek icin siklikla diger klinik parametrelerle birlestirmek gerekir [22].



Dijital rektal muayene, PSA <2 ng/ml olan erkeklerde prostat kanserini saptamada %5-
30'luk pozitif bir prediktif degeri olan, bez genislemesini, dokusunu ve sertligini
degerlendirmek icin prostatin fiziksel palpasyonudur [16,23]. Dijital rektal muayene ve
goriintilleme sonuglar1 siipheliyse veya baska bir agiklama yapilmadan PSA degerinin
yiikseldigi dogrulanirsa prostat kanseri varligini degerlendirmek ic¢in prostat biyopsisi
kullanilir [24,25]. Histopatolojik tani i¢in TRUS kilavuzlugunda prostat biyopsisi alinir.
TRUS, klinikte yaygin olarak kullanilan bir goriintiileme yontemi olup, non-invaziv ve
basittir. Baz1 bilim adamlari, prostat kanseri tanisinda TRUS 6l¢timlerinin duyarlili§inin ve
ozgilligilinlin sirastyla %17 ila %57 ve %40 ila %63 arasinda olduguna dikkat ¢ekmigtir
[26]. Ayrica, multiparametrik manyetik rezonans goriintiileme, prostat kanseri tanisit igin
onemli bir yardimci olarak iyi bilinmektedir [27]. Multiparametrik manyetik rezonans
goriintilleme kilavuzlugundaki biyopsilerin, klinik olarak anlamli prostat kanseri i¢in
prostat biyopsisinin tanisal verimini biiylik 6l¢iide artirdig1 ve tiim erkeklerden sistematik
ornekleme ile karsilagtirildiginda biyopsi i¢in daha kiiclik bir erkek grubunun secilmesini

saglayarak erken saptanmasini sagladigi gosterilmistir [28].

2.1.3. Prostat kanserinin hiicresel ve molekiiler ilerlemesi

Prostat kanserinin, bir hastanin yasami boyunca prostat epitel hiicre genomunda somatik
mutasyonlarin birikmesiyle giliglii bir sekilde iligkili olduguna inanilmaktadir. Bu
anormallikler onkogenlerde veya tiimor baskilayic1 genlerde meydana gelebilir ve gen
transkripsiyonunda, translasyonunda ve diizensiz hiicre homeostazina yol agan fonksiyonel
kusurlarda degisikliklere neden olabilir [29,30]. Mutasyonlar agirlikli olarak hiicre
biliyimesini, DNA hasar onarimini, hiicre ¢ogalmasin1 ve hiicre oliimiinii diizenleyen

genleri igerir [31,32].
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Sekil 2.1. Insan prostat kanserinin histopatolojik ve molekiiler ilerlemesinin dzeti [33]

Prostat kanserinin histopatolojik ve molekiiler ilerlemesi sirasinda g¢esitli mutasyonlarin,
gen fiizyonlarinin, amplifikasyonlarin ve delesyonlarin meydana geldigi bilinmektedir
(Sekil 2.1). Sekil 2.1’de yer alan prostat kanseri ilerleme modelinde goriildigl gibi,
PTEN'in etkisizlestirilmesi, prostat kanseri karsinogenezinde kritik bir olay gibi
gorlinmektedir ve agresif hastalik tezahiirii ile iligkilidir. PTEN degisiklikleri, prostat
kanserinde genomik delesyon ve yeniden diizenleme, intragenik kirilma veya
translokasyon gibi ¢esitli sekillerde ortaya ¢ikar. PTEN kaybi, hiicrenin hayatta kalmasini,
cogalmasini ve enerji metabolizmasint diizenleyen PI3K/AKT/mTOR sinyalinin

regililasyonu ile baglantilidir [34,35].

Prostat kanseri tiimor olusumunun bir diger kritik belirleyicisi, transforme edici biiyiime
faktorii B (TGF-B) sinyal yoluna aracilik eden ve epitel hiicre biiyiimesini baskilayan bir
tiimor baskilayict gen (18921.1) olan SMAD4'tiir. Zhang ve arkadaglarinin yaptiklart bir
caligmada, transkriptom analizinden elde edilen veriler, SMAD4 seviyesinin komsu
kanserli olmayan dokulara kiyasla prostat kanseri dokularinda 6nemli 6l¢iide daha diisiik

oldugunu ortaya ¢ikarmistir [36].

Prostat kanseri baglatma ve ilerleme kaskadinda, tiimor baskilayict NKX3.1 (8p21) 6nemli
bir rol oynamaktadir ve heterozigosite kaybi (LOH) nedeniyle siklikla kayboldugu



bulunmustur [37,38]. Bu nedenle, siklikla silinen bu bolgelerde bulunan genlerin, prostat
kanseri baglangici ile iliskili olmast muhtemeldir. Normal kosullar altinda, NKX3.1,
prostat epiteli lizerinde biiyiimeyi baskilayan ve farklilagtiric etkiler yaratir [39]. Kim ve
arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢alisma, farelerde Pten ve Nkx3.1'in fonksiyon kaybinin

prostat kanseri gelisiminde birlikte rol oynadigini géstermistir [40].

Prostat kanserinde gen flizyonlar1 ¢ok yaygindir ve genellikle kromozomal yeniden
diizenlemeler nedeniyle olusur. TMPRSS2 ve onkojenik bir transkripsiyon faktorii olan
ERG arasindaki gen filizyonu, prostat kanserinde saptanan en yaygimn kromozomal
anormalliktir ve hastalarin %50'sinden fazlasinda karsinogenezin tetiklenmesinden
sorumludur. Tomlins ve arkadaslari, ERG'nin, TMPRSS2 geninin androjen giidiimlii
promotorii ile gen flizyonunun bir sonucu olarak prostat kanserinde asir1 eksprese
edildigini gostermistir [41,42]. Prostat epiteli normal olarak ERG'yi eksprese etmez [43].
ERG, prostat kanserinde asir1 eksprese edilen onkogenlerden biridir ve asir1 ekspresyonu,
prostatik intraepitelyal neoplaziden karsinoma geciste bir siirlicii olaydir [42,44,45].
Prostat kanserinde yiliksek ERG ekspresyonu ayrica ileri tiimor evresi, yiiksek Gleason

skoru, metastaz ve daha kisa hayatta kalma siireleri ile de iligkilidir [46].

Erken evre prostat kanserinde tek niikleotid polimorfizmleri sik goriilmez. Bunun yerine,
biiylik dlgekli genomik yapisal yeniden diizenlemeler, kopya sayis1 degisiklikleri veya her
ikisi birden goriiliir [47,31]. Erken genomik anormallikler, hastalarin %40-60'inda
TMPRSS2-ERG fiizyonlarini, hastalarin %5-15'inde SPOP'ta islev kaybi1 mutasyonlarini
ve hastalarin %3-5'inde FOXA1'de islev kazanimi mutasyonlarini igerir [47,48] ancak
androjen reseptor (AR) genindeki degisiklikler nadirdir [47]. PTEN delesyonlar1 ve TP53
mutasyonlari, lokalize prostat kanseri vakalarmin %10-20'sinde gozlenirken, ilerlemis
hastalig1r olan vakalarda bu mutasyonlarin goriilme sikligi %50'den fazladir. Lokalize
prostat kanserlerinin iicte biri, timii hastalik niiksii ile iligkili olan artan kopya sayisi
degisiklikleri, kataegis (lokalize gen hipermutasyon bolgeleri), kromotripsis (kromozom
parcalanma bdlgeleri) ve kromopleksi (yiiksek frekansli, genom capinda gen yapisal

yeniden diizenlemeleri) ile karakterize artan genetik instabiliteye sahiptir [49-51].

Metastatik kastrasyona direngli prostat kanseri yaygin olarak AR proteininin agirt
ifadelenmesine yol agan AR amplifikasyonlar1 ve artan AR sinyali nedeniyle AR yolu

degisiklikleri gosterir [52,8]. Metastatik kastrasyona direnc¢li prostat kanserine ilerleme,



biliylime kontrolii ve genetik stabilitede rol oynayan ilave genlerin diizensizligi ile de
iliskilidir. PTEN'deki homozigot delesyonlar ve fonksiyon kaybi mutasyonlari, tiim
metastatik kastrasyona direngli prostat kanseri vakalarinin %40'mmdan fazlasinda meydana
gelirken, PIK3CA, PIK3CB veya AKTl1'deki fonksiyon kazanim mutasyonlari, tiim
metastatik kastrasyona direncli prostat kanseri vakalarinin %5'inde meydana gelmektedir
[53]. Wnt sinyal yolunun aktivasyonu ve MYC onkogeninin asir1 ekspresyonu da sik
goriiliir ve tiim metastatik kastrasyona direngli prostat kanseri vakalarinin %20-30'unda
meydana gelir. TP53 ve RBIl'deki degisiklikler ise vakalarin %20-50'sinde goriiliir
[52,48,54]. RB1 kaybi, metastatik kastrasyona direngli prostat kanserinde kotii prognoz ile
iligkilendirilmistir [54].

2.1.4. Prostat kanserinde prognoz ve sagkalim

Prostat kanserli bir bireyin prognozu oldukca degiskendir ve birincil tanidaki tiimor
derecesine ve evresine baglidir. ABD ve Birlesik Krallik gibi yiiksek insani geligsmislik
indeksine sahip bolgelerde ve Bati bolgelerinde, PSA testi ve dijital rektal muayene gibi
mevcut erken teshis yontemleri, ¢ogu erkekte erken hastalik evresinde taniyr miimkiin
kilmaktadir. Erkeklerin yaklasik %80'1 organa sinirl hastalik, %15'1 bolgesel metastazlar
ve %S5'1 uzak metastazlarla teshis edilir. Lokalize prostat kanserli erkeklerin ortalama
yasam sliresi, erken evrede teshis edilirse 10 yilda %99'a kadar ¢ikabilir. Geg evre hastalik
(uzak metastaz) teshisi konan erkeklerin, 5 yilda sadece %30'luk bir genel sagkalim orani
vardir [3]. Lokalize hastaligin erken tespiti, metastatik hastaligin baglamasini da 6nleyerek
prostat kanserli hastalarin yagam beklentilerini artirma ¢abalarinda 6nemli bir role sahip

olabilir [55,1].

2.2. Epitelyal-Mezenkimal Gecis (EMT) ve Prostat Kanseri

Epitelyal-Mezenkimal gecis (EMT), embriyonik gelisim, doku rejenerasyonu ve kanser
progresyonunda epitel hiicrelerinin yeniden programlanarak goc¢ edebilmesi ve invazyon
yapabilmesine imkan taniyan mezenkimal ozellikler kazandigi bir siirectir. Epitel
hiicrelerinin mezenkimal fenotip kazanmasi i¢in bir dizi morfolojik ve biyokimyasal
degisiklikler gecirmesi gerekmektedir [56]. EMT sirasinda epitel hiicreleri baglantilarini ve
apikal-bazal polaritelerini kaybederler, hiicre iskeletlerini yeniden diizenlerler, hiicre

seklini belirleyen ve gen ifadesini diizenleyen sinyal programlarinda degisiklikler meydana



gelir; bu durum hiicrelerin hareketliligini arttirir ve daha invaziv bir fenotipin gelismesini

saglar [57,58].

EMT siirecinde epitel hiicreleri E-kaderin, klaudin, ZO-1 (Zonula Okludens-1) ve
sitokeratinler gibi proteinlerde ifadelenme kaybi nedeniyle polarize 6zelliklerini yitirir ve
N-kaderin, vimentin, fibronektin, snail ve fibronektin gibi proteinlerin ifadelerindeki artig
ile mezenkimal oOzellikler kazanirlar (Sekil 2.2). Cok sayida epitelyal ve mezenkimal
belirte¢ bulunmaktadir, ancak ¢ogu kanser tiirlinde EMT’nin en temel karakteristik 6zelligi
E-kaderin lokalizasyon kaybinin N-kaderin (kaderin degisimi) ile giderilmesidir. Ancak, E-
kaderin kayb1 her zaman EMT indiiksiyonu ile ilgili olmayabilir [56].

- b
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Sekil 2.2. Kanser hiicrelerinde epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) [59]

EMT'nin, kanser hiicrelerinin metastatik potansiyel kazanimlarinda énemli bir mekanizma
oldugu disiiniilmektedir [60,61]. Prostat kanserinde EMT ilk olarak Greenburg ve
arkadaglar1 tarafindan Onerilmistir. Yapmis olduklar1 ¢alismada, epitel hiicrelerinin kolajen
jellerinde mezenkimal hiicrelere doniisebildigini rapor etmislerdir [62]. Daha sonra, EMT
ile ilgili arastirmalar genis ilgi gOrmiistiir. Yapilan arastirmalar, prostat kanseri
hiicrelerinde EMT olustugunda, hiicrelerin hareketlilik ve istilact potansiyel kazanacagin

gostermistir [63,64].
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2.2.1. EMT'yi diizenleyen transkripsiyon faktorleri

EMT, Snail, Slug ve Twist gibi ¢esitli transkripsiyon faktorleri tarafindan indiiklenebilir
[65]. Snail transkripsiyon faktorii, EMT'yi diizenleyen ana protein olarak bilinen bir ¢inko
parmak proteinidir. Snail, hem gelisim hem de tiimoér ilerlemesi sirasinda E-kaderinin
ekspresyonunu baskilayarak EMT'yi diizenler [66]. Snail, E-kaderin proteinini kodlayan
CDHI1 genin promotor bolgesindeki E-box bdlgesine baglanarak ve prostat kanseri
hiicrelerinde transkripsiyonu baskilayarak E-kaderinin ekspresyonunu diizenleyebilir [67].
Prostat tiimorigenezinde, Snail'in yiiksek ekspresyonu, E-kaderin kayb1 ile iliskilidir [68].
Ayrica, Snail okludin ve ZO-1 gibi epitelyal belirteclerin ekspresyonunuda baskilayabilir
[67].

2.2.2. Prostat kanserinde EMT'yi indiikleyen biiyiime faktorleri ve sitokinler

Cesitli biiyiime faktorlerinin ve sitokinlerin prostat kanserinde EMT siirecine katkida
bulundugu gosterilmistir. Prostat kanseri progresyonunda rol oynadigi bildirilen bazi
biliylime faktorleri ve sitokinler, transforme edici biiyiime faktorii beta (TGF-P), insiilin
benzeri biiylime faktorii (IGF) ve epidermal biiyiime faktorii (EGF)'dir [69-75]. Biiylime
faktorlerinin ve sitokinlerin etki mekanizmasi, ilgili reseptdrlerinin aktivasyonu yoluyla

asag1 yonde yer alan sinyal yollariin indiiklenmesine yol agar [76,77].

Biiyiime faktorleri ve sitokinler, ¢esitli hiicresel fonksiyonlar1 diizenlemek i¢in sinyal
molekiilleri olarak islev goren glikoproteinlerdir. Bu iki kelime siklikla birbirinin yerine
kullanilir, ancak biiylime faktorlerinin hiicre proliferasyonu iizerinde olumlu bir roli
oldugu varsayilirken, sitokinlerin de hiicre biiylimesi iizerinde olumsuz bir etkisi olabilir

[78].

Timor progresyonu ve metastazi sirasinda anahtar rol oynayan iyi ¢alisilmis sitokinlerden
biri TGF-B'dir [79]. TGF-B, prostat kanseri progresyonu sirasinda, hastaligin erken
evrelerinde tiimor baskilayict ve sonraki evrelerde tiimor promotdrii olarak karsit rollere
sahiptir. Prostat kanserinin benign (iyi huylu) asamalarinda, TGF-f reseptorlerine baglanir
ve apoptoza yol agan sinyal yolunu aktive eder. Ayrica hiicre farklilagmasi, hiicre
proliferasyonu ve migrasyon gibi siire¢lere aracilik eder [71]. Prostat kanserinin gec

evrelerinde, TGF-f'nin ifadesinin arttigi, bu durumunda artan hiicre invazyonuna ve
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metastaza yol acgtig1 gosterilmistir [80]. TGF-B'nin, E-kaderin gibi epitelyal belirteglerin
ifadesini azaltarak ve vimentin gibi mezenkimal belirteclerin ifadesini arttirarak EMT

sirasinda rol oynadig bilinmektedir [81].
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Sekil 2.3. Prostat kanserinde EMT'yi tetikleyen bazi biiytime faktorii sinyal yollar1 [59]

TGF-f hiicre sinyali ya SMAD aracili (kanonikal) ya da SMAD aracili olmayan (non-
kanonikal) yolu kullanir. SMAD aracili yolda, TGF-f ligand1 hedef hiicredeki TGF-f tip II
reseptoriine (TPRII) baglanir ve TPRI reseptorii ile etkileserek, fosforilasyon yoluyla
aktivasyonuna yol agar. Aktive edilmis TBRI daha sonra SMAD 2 ve SMAD 3'ii alir ve
fosforile eder [71]. Bu iki protein daha sonra SMAD4 proteinine baglanarak SMAD2-
SMAD3-SMAD4 kompleksini olusturur (Sekil 2.3). Bu kompleks, bir transkripsiyon
faktorii olarak fonksiyon gostermek {tizere hiicre c¢ekirdegine gecer ve EMT, hiicre
cogalmasi, hiicre hareketi, hiicre invazyonu, apoptoz, anjiyogenez gibi bir¢ok biyolojik
siiregte gorev alan genlerin transkripsiyonlarini regiile eder [71,81]. SMAD aracil
olmayan yollardan bazilar1 arasinda MAPK, mTOR, Ras, c-Src, PI3K/AKT, RhoA ve
Cofilin yer almakatadir [71].

Insiilin benzeri Biiyiime Faktorii (IGF), farklilasma, apoptoz, ¢ogalma ve hiicresel
metabolizmay1 diizenledigi bilinen bir biiyiime faktoriidiir. Prostat kanseri kemik

metastaziyla iligkilendirilmistir. IGF'nin iki aile {iyesi, IGF-I ve IGF-II ve iki reseptor,
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IGF-IR ve IGF-IIR ve ayrica 6 baglayici protein (IGFBPs 1-6) vardir. Bu proteinler, diger
sinyal yollartyla ¢apraz etkilesimin yani sira birbirleriyle de etkilesime girer. IGF-IR, hiicre
membraninda yer alan bir tirozin kinaz reseptoriidiir. IGF, reseptoriine baglandiginda,
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ve Fosfatidilinositol 3-Kinaz (PI3K) gibi
asag1 akis sinyal yolaklarini indiikler [72]. Insiilin benzeri Biiyiime Faktorii (IGF), prostat
kanserinde EMT'yi arttirdig1 bildirilen bir biiyiime faktoriidiir. Bu durum, E-kaderin
seviyesini azalttig1 bilinen bir transkripsiyon faktdrii olan ZEB1 ekspresyonunun artmasi

ile gerceklesir [73].

Prostat kanserinde EMT siirecinde rol oynayan bir diger biiyiime faktdrii EGF’dir [82].
Lorenzo ve arkadaglari, prostat kanseri hastalarinin Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii
(EGFR) ekspresyonunu degerlendirdikleri bir klinik ¢alisma yapmislar ve metastazi olan
tiim hastalarda EGFR'nin eksprese edildigini gostermislerdir [74]. EGFR'nin, E-kaderini
azaltmaktan ve kanser invazyonunu tesvik etmekten sorumlu olan transkripsiyon

faktorlerinin artan ekspresyonu yoluyla EMT'yi indiikledigi bildirilmistir [82].

2.2.3. Prostat kanserinde Wnt/pB-katenin sinyal yolag:

B-katenin, gelisimsel ve biyolojik siirecleri diizenleyen, evrimsel olarak korunmus bir
sinyal molekiilleri grubu olan Wnt protein ailesinin bir efektoriidiir [83-85]. Hiicre dist
Wnt sinyallerinin yoklugunda, sitoplazmik B-katenin, proteazom yoluyla parcalanir. Wnt
sinyali, B-katenin'in bozulmasini 6nler ve B-katenin'in sitoplazmik ve niikleer birikimine
neden olur. Cekirdekte B-katenin, AR hedef genlerinin yani1 sira Myc ve siklin D1 gibi
hedef genlerin ekspresyonunu diizenlemek i¢in T hiicre faktdrii (TCF) transkripsiyon

faktorleri ailesini baglar [86].

Wnt/B-katenin sinyali ile EMT'de kritik bir adim olan E-kaderin arasinda ¢ok yonlii bir
iliski vardir. E-kaderin hiicrenin hareketlilik 6zelliginin yok olmasina neden olur. E-
kaderin/B-katenin kompleksi epitelyal biitiinliigiin saglanmasinda gorevli olup, bu dimerli
yapimnin  ve  Wnt/B-katenin sinyal yolagmin bozulmasi, f-katenin’in niikleer

translokasyonuna ve EMT’yi uyaran genlerin transkripsiyonuna neden olur [56].

EMT sirasinda, E-kaderin kaybi, sitoplazmik ve niikleer B-katenin seviyelerinde artiga

neden olur, bu da Wnt/B-katenin sinyalinin indiiklenmesine yol agar [87]. Aktif Wnt/B-
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katenin sinyali, Snail, Slug ve Twist gibi EMT'de gorev alan transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonunu indiikler. Bunlar sirayla E-kaderin ifadesini azaltir ve N-kaderin ifadesini

aktive ederek EMT yeniden programlamasinin aktivasyonuna neden olur [88-91].

Yapilan arastirmalardan elde edilen bulgular, Wnt/B-katenin sinyalinin ge¢ evre prostat
kanserinde aktif oldugunu ve bu sinyal yolunun aktivasyonunun onkojenik oldugunu,
kastrasyon direngli biiylimeyi miimkiin kildigini, EMT'yi indiikledigini ve prostat kanseri
hiicrelerinin noroendokrin farklilasmasini destekledigini gostermektedir [92-99]. Ayrica,
Wnt/B-katenin sinyali, kanser metastaz kaskadinin ¢cogu adiminda yer alir. Primer bolgede,
Wnt/B-katenin sinyalinin aktivasyonu EMT'yi indiikler ve kanser hiicrelerinin invazyonunu
saglar. Kanser hiicreleri yayildiktan sonra, sonunda makroskopik lezyonlara doniigmenin
yollarin1 gelistirmeden Once genellikle uyku durumuna (dormans) girerler. Aktif Wnt/fB-
katenin sinyalizasyonunun, uyuyan kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi, uykudan
saliverilmesi ve makro-metastatik lezyonlar olusturmasi i¢in bir mekanizma sagladigi 6ne

stirtilmiistiir [100,101].

2.3. Forkhead Box (FOX) Ailesi Transkripsiyon Faktorleri

Forkhead box (FOX) proteinleri, hiicre ¢ogalmasi, hiicre farklilagmasi, hiicre
metabolizmasi, doku homeostazi, yaslanma, hayatta kalma, apoptoz ve DNA hasari
onarimi dahil 6énemli biyolojik siireclerin diizenlenmesinde anahtar rol oynayan genis bir
transkripsiyon faktorleri ailesidir [102]. Ik forkhead (fkh) geni, D. melanogaster'de
gerceklestirilen rastgele bir mutagenez taramasinda forkhead genindeki mutasyonun ¢atal
desenli embriyo bas fenotipinin olusumuna neden oldugu tespit edildiginde tanimlanmigtir
[103]. Bu kesiften kisa bir siire sonra, mayalardan insanlara kadar birgok organizmada,

FOX genleri olarak adlandirilan bir dizi ilgili gen tanimlanmistir [104].

FOX proteinleri, FOX ailesinin tiim tiyeleri arasinda yiiksek oranda korunan, forkhead box
veya kanatli sarmal adi verilen yaklasik 100 amino asit uzunlugundaki DNA baglanma
alan1 (DBD) ile karakterize edilir [105]. Tiim FOX proteinleri, DBD'de paylasilan yapisal
benzerliklere ragmen, korunmus DNA baglanma boélgesi disindaki dizi farkliliklar
nedeniyle farkli ozelliklere ve islevlere sahiptir (Sekil 2.4) [106,104]. Korunmus DNA
baglanma bolgesi disindaki FOX bolgeleri, transkripsiyonel aktivatorler, transkripsiyon
baskilayicilar veya DNA onarim kompleksleri ile etkilesimlerde yer alir [107,108]. Bugiine
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kadar 50'den fazla memeli FOX proteini tanimlanmis olup, korunmus DNA baglanma

alanina gore 19 alt sinifa (FoxA'dan FoxS'ye) ayrilmistir [109-111].

45 50 55
M.musFoxA2 #A QRWQNS IRHSLSFND
M.mus FoxK1 #A KGWQNS IRHNLSLNR
S.cer Fkh1 (Fox1) #AMAWQNS VRHNLSLNK
M.mus FoxJ1 #A PTWQNS IRHNLSLNK
S.pur FoxM & #A LGWKNS IRHNLSLHK
M.mus FoxM1 &#A PGWKNS IRHNLSLHD
Tadh FoxN2/3 *#A TGWKNSVRHNLSLNK
H.sap FoxN2 *x#A TGWKNSVRHNLSLNK
H.sap FoxR1 *#A EGWKNTVRHNLCFRD
M.bre FoxN1/4 % SGWKNS IRHNLSLNK
H.sap FoxN4 * DGWKNSVRHNLSLNK
A.mac Fox3 #A HSWQNSVRHNLSLNR
S.cerFhl1 (Fox3)% DGWQSSVRHNLSLNK
A.nid Fox3 $ EGWTSSVRHNLNGNG
A.casFox @ RNWKAAIRSCLSKNE

Sekil 2.4. Farkli organizmalarda bulunan bazi FOX proteinlerine ait benzer DNA
baglanma bolge motifleri. Mavi renkte yazilmis olan aminoasit dizilimleri
DNA {izerinde yer alan belli bir baz dizisi ile etkilesim halindedir [112]

2.3.1. FOXD1 transkripsiyon faktorii

FKHL8 ve FREAC-4 olarak da bilinen FOXDI1, FOX ailesine ait bir transkripsiyon
faktoriidiir. FOXDI, insanlarda kromozom 5ql2 iizerinde bulunur ve 100 amino asit
uzunlugunda bir DNA baglayici proteini kodlar [113]. FOXDI1 proteini, bir transkripsiyon
faktorii gorevi goriir ve DNA'y1 bir monomer olarak baglayan bir ¢atalli alan igerir. Ayrica
“kanatli sarmal” adi verilen iki ilmek icerir [114]. FOXDI, ilk olarak 6n beyin
noroepitelyumunda tanimlanmigtir. Ayrica bobrek ve retina gelisimi sirasinda énemli bir
faktor oldugu kabul edilmektedir [115]. FOXD1’in, embriyonik gelisim ve organogenez,
hiicre dongiisii diizenlemesi, metabolizmanin kontrolii, kdk hiicre nig bakimi ve sinyal
iletimi gibi ¢ok sayida fizyolojik silire¢ ve biyolojik islevde gorev aldigi bilinmektedir
[104,109]. Bunlarin yanisira, FOXD1'in kendini yenileme ve farklilagma yoluyla hiicre

yeniden programlamasinin basarili ilerlemesinin bir aracis1 oldugu bulunmustur [116,117].
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2.3.2. FOXD1 ve kanser iliskisi

Son yillarda yapilan g¢aligmalar, FOXD1'in ¢esitli insan kanserlerinde tiimor olusumu,
timor ilerlemesi ve metastazda ©Onemli rol oynadigini gostermistir. Yapilan bir
aragtirmada, FOXD1'in prostat kanseri dokularinda ifadesinin arttig1 ve lenf nodu metastazi
ile iliskili oldugu bulunmustur [118]. Bagka bir ¢alisma, FOXDI1'in meme kanserinde
Gl'den S faz gecisini indiikleyerek hiicre proliferasyonunu ve kemoterapi direncini
destekledigini gostermistir [119]. Nakayama ve arkadaslari, FOXD1'in insan kii¢iik hiicreli
olmayan akciger kanserinde asir1 eksprese edildigini ve yliksek FOXD1 ekspresyonu olan
hastalarin diisiik FOXDI1 ekspresyonu olan hastalardan ¢ok daha kisa sagkalim siiresine
sahip oldugunu gostermislerdir [120]. Ayrica yapilan baska bir ¢alismada, FOXD1'in insan
kiigtik hiicreli olmayan akciger kanserinde vimentini aktive ederek hiicre biiyiimesini ve
metastaz1 destekledigi de gosterilmistir [121]. FOXDI1'in glioma orneklerinde 6nemli
ol¢tide ifadesinin arttig1 bildirilmistir ve daha ileri aragtirmalar, FOXD1'in glioma kaynakl
mezenkimal kok benzeri hiicrelerinin klonojenik ve tiimdrijenik potansiyelini aktive etmek
icin ALDH1A3 transkripsiyonunu dogrudan diizenledigini ileri siirmistiir [122]. Pan vd.,
(2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada, FOXD1, ERK1/2 sinyal yolunu aktive ederek
kolorektal kanser ilerlemesini kolaylastirdigi ve asir1 ekspresyonunun kolorektal kanser
hastalarinin kotii prognozu ile 6énemli 6lgiide iligkili oldugu bildirilmistir [123]. Bir baska
calismada ise, meme kanserinde FOXDI1’in p27'yi inhibe ettigi ve boylece kanser
ilerlemesini destekledigi rapor edilmistir [119]. Ayrica, FOXD1'in karaciger kanseri [124],
rahim agzi kanseri [125], pankreas kanseri [126], meme kanseri [127] ve glioma [122]
dahil olmak {lizere ¢esitli kanserlerin gelisimine de katildigi bildirilmistir. Bu bulgular,
timor hiicrelerinde FOXDI ifadesinin artmasinin hiicre proliferasyonu, apoptoz, invazyon

ve metastaz dahil olmak iizere biyolojik fonksiyonlar1 etkileyebilecegini gdstermektedir.

2.4. RNA Interferans

RNA interferans (RNAi), hedef mRNA'nin bozuldugu ve bunun sonucunda genetik
ekspresyonun susturuldugu dogal bir siirectir [128]. RNAi’nin kesfi ile ilgili ilk énemli
bulgular, Napoli ve arkadaslarinin (1990) Petunia ¢i¢eklerinin rengini daha mor hale
getirme girisimlerinin beklenmedik bir sonucu olarak ortaya c¢ikmistir. Arastirmacilar
antosiyanin pigmentlerinin (kalkon sentetaz, CHS) iiretiminden sorumlu geni agir1 eksprese

etmek icin bir deney tasarlamislardir. Ancak deney sonucunda, beklenenin aksine tamamen
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beyaz veya alacali renkli petunyalar elde edilmistir. Calismadan elde edilen sonuglar CHS
genlerinin belirgin bir sekilde susturuldugunu gostermistir [129]. Daha sonraki yillarda,
Guo ve Kemphues’un (1995) yaptiklari calismada, Caenorhabditis elegans'ta par-1 geninin
ekspresyonunu engellemek i¢in antisens RNA dizisi enjekte edilmis ve par-1 geninin
ekspresyonunun azaldigin1 bulmuslardir. Ancak, negatif kontrol olarak kullanilan sens
RNA dizisinin de par-1 genin ekspresyonunu azalttifini gozlemlemislerdir [130].
RNAi’nin kesfi ile ilgili olarak ilk doniim noktas1 ¢alismasi ise, Fire ve Mello tarafindan,
dsRNA'larin C. elegans'a enjeksiyonunun, dsSRNA' ninkiyle tamamlayici bir diziye sahip
bir genin etkin bir sekilde susturulmasiyla sonuglandigini gosterdikleri ¢alismadir. Gen
susturma verimliliginin, tek basina sens veya antisens ipliklerin kullanilmasindan ziyade
dsRNA'lar uygulandiginda daha biiyiik oldugunu bildirmislerdir [131]. Arastirmacilar,
"RNA interferans" terimini tasarladiklari ve bunun meydana geldigi mekanigi ortaya
¢ikardiklar1 igin 2006 yilinda Nobel Odiilii'ne layik goriilmiislerdir. Daha ileri yillarda
yapilan arastirmalarda ise, dsRNA'nin, Drosophila hiicrelerine verildiginde 21-25
niikleotid fragmanlara islendigi kesfedilmistir [132,133]. Bu fragmanlar kiigiik engelleyici
(si) RNA'lar olarak adlandirilmistir ve memeli hiicrelerinde RNA interferans (RNAi)
indiiksiyonunun ana efektorleri olduklart kanitlanmistir [134]. Bu kiiciik engelleyici
RNA'lar (siRNA'lar), herhangi bir genin tek basma bir baz dizisi tarafindan kolay
inhibisyonuna izin verdikleri icin kisa siirede biyolojik aragtirmalarda her yerde bulunan

araglar haline gelmistir [135].

Cesitli tiirlerde yapilan RNA1 analizleri, RNAi'nin mantarlar, bitkiler ve hayvanlar arasinda
korunan yaygin bir dogal fenomen oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu siirecin baslangicta
istilac1 virlislere ve transpozonlara karsi bir konak savunma mekanizmasi oldugu
diistiniilmstiir; fakat, son yillarda yapilan caligmalar, RNAi yollarmin c¢esitli hiicresel,
gelisimsel ve fizyolojik siirecleri diizenlemek i¢in kii¢iik kodlamayan RNA'lar (sSRNA'lar)
kullandigin1 gostermistir [136-138].

Ayni kokenli genlerin RNAI tarafindan diziye 6zgii susturulmasi, kiigiik engelleyici
RNA'lar (siRNA'lar), kisa sa¢ tokast RNA ya da kisa firkete RNA'lar (shRNA'lar),
mikroRNA'lar (miRNA'lar) ve ayrica piRNA'lar gibi diger kodlamayan RNA'lar tarafindan
tetiklenebilir [139].
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siRNA’lar ile susturma siireci, RNAse III ailesi tliyesi olan Dicer enziminin, kofaktér RNA
baglayici proteinlerle birlikte, uzun ¢ift sarmalli RNA'lar1 (dsRNA) sitoplazmada 21-23
niikleotid uzunlugundaki siRNA olarak bilinen fragmanlara kesmesiyle baslar. Kesim
sonucu olusan siRNA’lar 3’ ucunda 2 niikleotidlik uzantilar ve 5° ucunda fosfat gruplari
icerir. Bu siRNA dupleksleri daha sonra RNA ile indiiklenen susturma kompleksi (RNA-
inducing silencing complex, RISC) adi verilen bir RNA-multiprotein kompleksine
yliklenir. siRNA dubleksleri, bir anti-sense (rehber) zincir ve bir sense (passenger)
zincirinden olugmaktadir. RISC'lerin bir bileseni olan Argonaute proteini (Ago-2), cift
sarmalli siRNA'lar1 baglar ve sense zincirini ayirir, bu da onun RISC kompleksinden
ayrilmasint ve degradasyonunu indiikler. Anti-sens zincirini igeren aktif RISC,
tamamlayict mRNA dizilerini arar ve bunlara baglanir. Bagli mRNA molekiilleri daha
sonra Ago-2 proteini tarafindan kesilir ve kesilen mRNA fragmanlar hiicresel niikleazlar
tarafindan hizla pargalanir (Sekil 2.5.) [140]. Ayrismanin ardindan aktif RISC, baska
mRNA molekiillerini geri doniistiirebilir ve parcalayabilir. Bdylece, RNAI siireci spesifik
mRNA seviyesinin azalmasimna ve hedef genin sessizlesmesine neden olur. Uzun

dsRNA'larn aksine, sentetik siRNA'lar dogrudan RISC'e yiiklenir [141].

dsRNA
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Sekil 2.5. siRNA ile susturma yolunun sematik gosterimi [141]
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2.5. Sentetik siRNA’larin Klinik Uygulamalar

Once bitkilerde ve C. elegans'ta, daha sonra memeli hiicrelerinde RNA interferansin kesfi,
biyomedikal aragtirmalarda doniistiirlici bir gorlisiin ortaya ¢ikmasina neden oldu.
Gilinlimiizde siRNA'lar hem in vitro hem de in vivo olarak tek gen fonksiyonunu incelemek
icin ara¢ olarak kullanilabildigi gibi 6zellikle kanser ve diger hastaliklarin tedavisi i¢in
tedavi edilemez hedeflere kars1 cekici yeni bir terapotik sinif olarak ortaya ¢ikmaktadir

[142].

RNAi'nin ilk kesfedilmesinden 20 yildan fazla bir siire sonra, siRNA bazl terapotikler
farmasotik pazarina girdi. Agustos 2018'de FDA, ilk siRNA ilact olan patisiran't
(Onpattro) onayladi [143]. Ardindan Kasim 2019'da givosiran [144] ve iiclincli olarak
Kasim 2020'de lumasiran onayladi. Halihazirda, vutrisiran, nedosiran, inclisiran, fitusiran,
teprasiran, cosdosiran ve tivanisiran da dahil olmak iizere Faz 3 klinik deneylerinin geg
asamalarinda yedi siRNA ilaci vardir ve bunlarin bazilar1 FDA onaymna ¢ok yakindir

(Cizelge 2.1). [145].

Cizelge 2.1. FDA onayl veya ge¢ faz 3 klinik deneylerde siRNA bazli ilaglarin gelisiminin
Ozeti [145]

ilac Alternatif isim Sirket Hastahk Giincel durum

Patisiran ONPATTRO Alnylam Kalitsal transtiretin FDA onayl
aracili amiloidozun 10/08/2018
Givosiran GIVLAARI Alnylam Akut hepatik porfiri FDA onayl
11/20/2019
Lumasiran ALN-GO1 Alnylam Primer hiperoksaliiri tip FDA onayl
1 (PHI) 11/23/2020

Vutrisiran ALN-TTRsc02 Alnylam Kalitsal transtiretin Faz 3

aracili amiloidozun
Nedosiran DCR-PHXC Dicema Primer hiperoksaliiri Faz 3
Alnylam
Inclisiran ALN-PCSSC Alnylam Hiperkolesterolemi Faz 3
Novartis
Fitusiran ALN-AT3sc Alnylam Hemofili A ve B Faz 3
ALN-APC Sanofi Genzyme
SAR439774
Teprasiran AKIi-5, DGFj, I- Quark Akut bobrek hasart Faz3
SNP, QPI-1002 Novartis gecikmis greft islevi
Cosdosiran QPI-1007 Quark Non-arteritik iskemik Faz 2/3
optik ndropati (NAION)
Tivanisiran SYL-1001 Sylentis Kuru goz Faz 3

GOz agrist
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ONPATTRO (patisiran) FDA tarafindan ilk onaylanmig RNAi bazli terapotiktir. Agustos
2018'de, Gida ve Ilag Dairesi (FDA), Faz 3 klinik deneyi "Apollo"nun cesaret verici
sonucundan sonra yetiskinlerde nadir goriilen bir hastalik olan kalitsal transtiretin aracili
amiloidozun (hATTR) neden oldugu sinir hasar1 i¢in ilk RNA interferans ilacit Alnylam's
Onpattro'yu onayladi [146]. Transtiretin ailesel amiloid polindropati (TTR-FAP) veya
ailesel amiloid kardiyomiyopati (TTR-FAC) olarak da adlandirilan hATTR, nadir goriilen,
ilerleyici ve oOlimciil bir hastaliktir [147-149]. hATTR amiloidozu, yanlhs katlanmisg
transtiretin (TTR) proteininin hiicre dis1 birikimi ile karakterize edilir. Normal katlanma
durumunda, TTR tetramer 4 tek zincirli monomerden olusur. TTR genindeki bir mutasyon,
tetrameri kararsiz hale getirerek monomerlere ayrigmasina neden olmakta, bu da daha
sonra amiloid fibrillerinde toplanarak ve viicuttaki bircok organda birikerek 6liime neden
olmaktadir [147,149,150]. Bu TTR gen mutasyonu karacigerde meydana geldiginden, TTR
geninin susturulmasi, TTR geninin mutasyon etkisini tersine g¢evirmeyi, dolayisiyla

hastalig1 ¢c6zmeyi vaat etmektedir [151].

Alnylam Pharmaceuticals tarafindan GIVLAARI olarak markalanan Givosiran,
ticarilestirilmis ikinci siRNA terapotik ilagtir [144]. Givosiran, 20 Kasim 2019'da FDA
tarafindan akut hepatik porfirisi (AHP) olan yetigkinler i¢cin onaylandi. AHP, hem
biyosentez yolunda yer alan enzimlerin iiretiminden sorumlu genlerdeki mutasyonlarin
neden oldugu nadir, ciddi ve yasami tehdit eden genetik bir hastaliklardir [152]. Hem
biyosentez yolunda yer alan ALAS1 geninde meydana gelen mutasyonlar, ALASI
enziminin asir1 aktivitesiyle sonuglanir ve normalde heme doniistiiriilen aminolevulinik asit
(ALA) ve porfobilinojen (PBG) gibi ndrotoksik metabolitlerin birikmesine neden olur
[153]. Bu metabolitlerin birikmesi siddetli karin agrisi, kusma, hipertansiyon, tasikardi,
zihinsel durum degisiklikleri, nobetler, kas zayi1fligi, fel¢ gibi zayiflatic1 ve bazen yasami
tehdit eden semptomlara yol agar [154,155]. Givosiran, ALAS1 mRNA iizerindeki bir
hedef diziye baglanir, bu da ALASI1 sentezinin azalmasina ve dolayisiyla hastaligin

semptomlarinin aracilari olan ALA ve PBG iiretiminin azalmasina neden olur [156].

Alnylam Pharmaceuticals tarafindan OXLUMO olarak markalanan Lumasiran, FDA
onaylt Tligiincli ve en yeni siRNA terapdtik maddesidir. Primer hiperoksaliiri, hepatik
enzimlerdeki eksiklikler ve ardindan toksik bir metabolit olan oksalat birikimi ile
karakterize edilir [157]. Oksalatin ana onciisii olan glioksilat, normalde glioksilat1 piruvat

ve glisine metabolize eden birka¢ enzime maruz kalir ve glioksilat birikmesine neden olur.
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Glioksilat, baska bir metabolik yola yonlendirilir ve oksalata doniistliriiliir. Oksalat
bobrekler yoluyla etkili bir sekilde elimine edilir, ancak asir1 {iretimi ve artan
konsantrasyonlar1 nihayetinde bobrek ve idrar yolu taslar1 olarak biriken kalsiyum
oksalatin kristallesmesini tetikler. Sonunda, bobrek hastaligina ilerler. Bobrek fonksiyonu
ve atilimi azaldikc¢a, oksalat bobrek dist dokuda birikir ve siklikla Oliimciil sistemik
oksaloza neden olur. Lumasiran, glioksilat sentezleyen hepatik enzim glioksilat oksidazi
(GO) ¢eviren mRNA'y1r hedefler. Lumasiran, GO ekspresyonunu azaltarak glioksilat

iiretimini azaltir ve ardindan oksalat sentezini azaltir [158,159].

siRNA bazli terapotikler, kanser tedavisi ve diger hastaliklarin tedavisi icin biiyiik
potansiyele sahiptir. Gelistirme asamasindaki ve klinik deneylerdeki siRNA bazl
terapotiklerin sayist hizla artmaktadir. FDA tarafindan bugiine kadar yalnizca ii¢ siRNA
tedavisi onaylanmis olmasina ragmen, ontimiizdeki yillarda daha fazlasinin gelecegi
muhtemeldir. Glinlimiizde, kanser ve diger hastalik gruplarinda siRNA bazli terapdtikler
icin klinik faz c¢aligmalar1 devam etmekte olup, yliriitilen c¢aligmalar ile ilgili tiim

gelismeler www.clinicaltrials.gov adresinde yayinlanmaktadir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler
3.1.1. Kullanilan cihazlar

v Buzdolab1 (Argelik)

v" Cedex hiicre sayim cihazi (Roche)

v' Calkalayici (Biosan 3D mini shaker)

v" Derin dondurucu, -30°C (Sanyo)

v" Derin dondurucu, -86°C (Sanyo)

v" Elektroforez gii¢ kaynagi (Thermo)

v' Hassas terazi (Precisa)

v" Invert mikroskop (Zeiss)

v" Invert mikroskop (Leica DM IL)

v' Jel goriintiileme sistemi (Gel Logic 2200 Pro-Carestream Health)
v' Karbondioksitli etiiv (Sanyo)

v" Kuru 1sitic1 blok (Biosan)

v Laminar flow kabini (Danlaf)

v Manyetik karistirict (TMA 2071)

v' Mikropipetler; 10 pl, 100 pl, 1000 ul (Axygen)

v Mikroplaka ELISA okuyucu (Spectramax M3, Molecular Devices)
v" Otomatik 1s1 dongii cihazi (Applied Biosystems)

v pH metre (WTW 422)

v Rotor-Gene Q Real-time PCR cycler (Qiagen)

v" Sogutmali santrifiij (Hettich Mikro 22R)

v" Spektrofotometre (Nanodrop ND-1000, Thermo Scientific)
v" Spin vorteks (Biosan)

v Western blotlama sistemi (BioRad)

3.1.2. Kullanilan sarf malzemeler

v' 15 ml santrifiij tiipii (SPL)
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v" 50 ml santrifiij tiipii (SPL)

v 0.2 ve 1.5 ml mikrosantrifijj tiipleri (Nest Scientific)

v 6.5 mm Transwell with 8.0 pm Pore Polycarbonate Membrane Insert (Corning)
v" Hiicre dondurma tiipleri (SPL)

v' Hiicre kiiltiirii flasklar1, 25¢cm? ve 75 cm? (SPL)

v' Hiicre kiiltiirii igin 96 ve 6 kuyulu plaka (SPL)

v" Hiicre sayimi igin tek kullanimlik slayt (Roche)

v Steril pipet uglar1 (Axygen)

v Steril 1 ml insiilin enjektorii (Beybi)

3.1.3. Kullanmilan kimyasal malzemeler

v" Amonyum Persiilfat (APS) (Sigma)

v' Anti-c-Myc primer antikor (Sigma)

v' Anti-cyclin D1 primer antikor (Sigma)

v Anti-FOXD1 primer antikor (LSBio)

v Bovine Serum Albumin (BSA) (Capricorn Scientific)

v" ColorPlus Protein Standard1 (NEB)

v' Dimetil siilfoksid (DMSO) (Thermo)

v" E-cadherin primer antikor (Invitrogen)

v" ECL Western Blotting Substrate (Thermo)

v" Etanol (Sigma)

v" Fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF) (Sigma)

v" Fetal Bovine Serum (FBS) (Biosera)

v FOXD1 siRNA (Dharmacon)

v" Giemsa boyasi (Merck)

v" Glisin (Isolab)

v" Hiicre kiiltiirii besiyeri; L-Glutamin igeren RPMI 1640 (Biosera) ve Keratinocyte Serum
Free Medium (K-SFM) (Gibco)

v’ Izopropanol (Merck)

v" Kloroform (Merck)

v" Kontrol siRNA (Dharmacon)

v' Matrigel (BD Biosciences)

v" N-cadherin primer antikor (Invitrogen)
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v NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X) (Thermo)
v Penisilin/Streptomisin antibiyotik (Biosera)

v" Phosphate-Buffered Saline (PBS) (Gibco)

v' PhosSTOP™10 tablet (Roche)

v' Primerler (FOXD1, GAPDH) (Oligomer)

v PVDF Transfer membrane (Thermo)

v" RIPA Lizis Buffer (Sigma)

v" Sekonder antikor (Sigma)

v" siRNA Transfection Reagent (Dharmacon)

v" Snail primer antikor (Invitrogen)

v Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Amresco)

v' Tetramethylethylenediamine (TEMED) (Amresco)
v" Tripan mavisi boyasi (Sigma)

v" Tripsin (Thermo)

v" Tris base (Sigma)

v" Trizol Reagent (Ambion)

v Vimentin primer antikor (Invitrogen)

v" B-Actin primer antikor (Invitrogen)

v" B-Catenin primer antikor (Invitrogen)

3.1.4. Kullamlan kitler

v BCA Protein Tayin Kiti (Thermo)

v' Hiicre Proliferasyon Kiti, WST-1 (Roche)

v" RevertAid First Strand cDNA Sentez Kiti (Thermo)

v' RealMOD™ Green W2 2x gPCR mix (Intron Biotechnology)

3.1.5 Kullanilan besiyeri ve ¢ozeltilerin hazirlanisi

%10’luk RPMI 1640 besiyerinin hazirlanisi

500 ml’lik besiyeri igerisinden 50 ml ¢ekildi. Ardindan sirast ile 50 ml inaktive edilmis

FBS ve 5 ml 100 pg/ml’lik antibiyotik karisimi eklendi.
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%1’1lik RPMI 1640 besiyerinin hazirlanisi

500 mI’lik besiyeri igerisinden 5 ml ¢ekildi. Ardindan sirast ile 5 ml inaktive edilmis FBS
ve 5 ml 100 pg/ml’lik antibiyotik karigimi eklendi.

Keratinosit - serum icermeyen besiyerinin hazirlanisi

500 ml’lik keratinosit - serum icermeyen besiyerinin (keratinocyte serum-free medium, K-
SFM), igerisine 25 mg/ml si8ir hipofiz 6zii (bovine pituitary extract, BPE), 2,5 pg/ml
epidermal biiyiime faktorii, EGF) ve 5 ml 100 pg/ml’lik antibiyotik eklenerek hazirlandu.

PMSF soliisyonu

0,3484 g PMSF hassas terazide tartildi ve 10 ml izopropanol igerisinde ¢oziildii.

%10’luk SDS hazirlanisi (100 ml)

10 g sodyum dodesil siilfat tartilarak 100 ml distile su igerisinde ¢oziildii. Cozelti oda

sicakliginda sakland.

1,5 M Tris buffer (pH:8.8) (150 ml)
27,23 g Tris base tartildiktan sonra 80 ml suda ¢oziildii. Ardindan pH metre ile pH 8,8’¢

ayarlandi. Daha sonra toplam hacim distile su ile 150 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan

soliisyon +4°C’de saklandi.

0,5 M Tris buffer (pH:6.8) (100 ml)

6 g Tris base tartildiktan sonra 60 ml suda ¢ozdiiriildii. pH degeri 6,8’e ayarlandiktan sonra

toplam hacim distile su ile 100 mI’ye tamamlandi. Hazirlanan soliisyon +4°C’de saklandi.

10X Running buffer (pH:8,3) (1000 ml)
30,3 g Tris base, 144 g glisin ve 10 ml %10’luk SDS 500 ml distile su igerisinde ¢oziildii.

Ardindan toplam hacim 1000 mI’e distile su ile tamamlandi.

10X Tris-Glisin stok soliisyonu

30,3 g tris base ve 144 g glisin tartilarak 1000 ml distile suda ¢oziildii.
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Transfer buffer

10X konsantrasyondaki Tris glisin stogundan 100 ml alindi, tizerine 200 ml metanol ve
600 ml distile su eklendi. pH’st 8,3’e ayarlandi. Son hacmi distile su ile 1000 ml’ye

tamamlanda.

Amonyum persiilfat (APS) soliisyonu

100 mg APS, 1 ml suda c¢oziilerek hazirlandi. APS her calisma Oncesinde yeniden taze

olarak hazirlandu.

10X TBS soliisyonu
12,1 g Tris base ve 40 g NaCl tartilip 500 ml suda ¢oziildii. 1X’inin pH’s1 7,4’e ayarlandi.

Primer antikor diliisyon soliisyonu

10 ml 1X TBS, %1 Tween20 ve 0,3 g BSA ile taze hazirlandi. Hazirlanan soliisyonun

icerisine uygun diliisyonda primer antikor eklendi.

Sekonder antikor diliisyon soliisyonu

10 ml 1X TBS, %1 Tween20 ve 0,3 g BSA ile taze hazirlandi. Hazirlanan soliisyonun

icerisine uygun diliisyonda sekonder antikor eklendi.

Membran bloklama soliisyonu

10 ml 1X TBS, %1 Tween20 ve 0,3 g BSA ile taze hazirland1.

SDS-PAGE icin Jel Hazirlanmasi

Proteinleri molekiiler agirliklarina gére ayirmak i¢in SDS poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) yontemi kullanildi. Yiikleme ve ayirma jeli olmak tizere iki kisimdan olusan

bu jel sistemi Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de belirtilen kimyasallar kullanilarak hazirlandu.



26

Cizelge 3.1. %8, %10 ve %12’lik ayirma (seperating) jellerinde kullanilan kimyasallarin
y

oranlari
%8 %10 %12

Su 4,6 ml 4 ml 3,3ml
%30 Akrilamid/BisAk 2,7 ml 3.3 ml 4 ml
1,5 M Tris, pH 8.8 2,5ml 2,5ml 2,5 ml
%10 SDS 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
%10 APS 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
TEMED 0,006 ml 0,004 ml 0,004 ml
Toplam 10 ml 10 ml 10 ml

Cizelge 3.2. Ust jelde (stacking) kullanilan kimyasallarin oranlar:

%4
Su 3.4 ml
%30 Akrilamid/BisAk 0.83 ml
1 M Tris, pH 6.8 0.63 ml
%10 SDS 0.05 ml
%10 APS 0.05 ml
TEMED 0.005 ml
Toplam 5 ml

3.2. Kullanilan Yontemler

3.2.1. Hiicre kiiltiiri

Bu caligmada prostat kanseri hiicreleri LNCaP, DU-145, PC-3, 22Rv1 ve insan prostat
epitel hiicre hatt1 olan RWPE-1 hiicre hatt1 kullanildi. LNCaP, DU-145, PC-3 ve 22Rv1
hiicreleri %10 inaktive edilmis FBS, 200 mM L-glutamin, 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml
streptomisin ile desteklenmis RPMI besiyerinde %95 nem ve %5 CO: igeren inkiibatorde

37°C’de kiiltiire edilerek ¢ogaltildi.

RWPE-1 hiicreleri K-SFM (keratinosit-serum icermeyen besiyeri) besiyerinde ¢ogaltildu.
Besiyeri igerisine 25 mg/ml BPE, 2,5 pg/ml EGF ve 5 ml 100 pg/ml’lik antibiyotik eklendi
ve %95 nem ve %5 COz igeren inkiibatorde 37°C’de kiiltiire edilerek ¢ogaltilda.
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3.2.2. Total RNA izolasyonu

[k asamada calismada kullanilan hiicrelerin tamaminda FOXD1 geninin ifadesinin mRNA

diizeyinde belirlenmesi ig¢in hiicreler T-25 cm? hiicre kiiltiir flasklarinda ¢ogaltildi.

Cogaltilan hiicrelerden total RNA izolasyonu Trizol Reagent (Ambion) kullanilarak iiretici

firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirildi. RNA’larin miktarlar1 ve saflig

NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre (Thermo Scientific) cihazi ile dlgiildii. Olgiimii

gerceklestirilen RNA’lar kullanilincaya kadar -80°C derin dondurucuda saklandi.

Ayrica, FOXD1 geninin susturulmasinin dogrulanmasi amaciyla, siRNA uygulanan 22Rv1

hiicrelerinden de RNA izolasyonu yapildi. Trizol kullanilarak asagida yazili olan protokole

gore hiicrelerden total RNA izolasyon islemi gerceklestirildi.

10.

Hiicrelerden besiyerleri uzaklastirildi ve 1’er ml Trizol soliisyonu eklendi. Birkag kez
pipetaj yapilarak hiicreler iizerinde kaldirict etki yaratildi.

Hiicre lizatlar1 steril eppendorf tiiplere alind1 ve niikleoprotein komplekslerinin
tamamen ayrimi i¢in oda sicaklifinda 5 dakika bekletilir.

Her bir tiipe 200’er pl kloroform eklendi ve 5-10 defa ters-diiz ettikten sonra oda
sicakliginda 2-3 dakika inkiibe edildi.

12.000 rpm’de 4°C'de 15 dakika santrifiij edildi ve {ist s1v1 yeni tiiplere alindu.

Her bir tipe 500°er pl izopropanol eklendi ve 10 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi.

12.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatantlar pipet yardimi ile
atild1 ve pelletlerin lizerine yikama amaciyla 1’er ml %75 lik etanol eklendi.

Ornekler kisa bir siire vortekslendi. Tiipler 7500 rpm’de 4°C'de 5 dakika santrifiij
edildi ve bir mikropipet ile stipernatantlar: atildu.

Pelletleri 5-10 dakika kurumaya birakildi ve 20- 50 ul DEPC muamele edilmis H>O
eklendi.

Peletlerin ¢oziilmesi i¢in kuru 1siticida 55-60°C’de 15 dakika inkiibe edildi.

Elde edilen RNA’larin miktarlar1 ve safligi NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre
cihazinda olgiilerek qRT-PCR’da kullanilana kadar -80°C’de derin dondurucuda

muhafaza edildi.
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3.2.3. DNaz I uygulamasi
DNaz enzimi uygulanilarak, izole edilen tim RNA oOrneklerinde olmasi muhtemel DNA
kontaminasyonu minimum diizeye getirildi. Asagida yazili olan protokole gére DNaz

uygulamasi yapildi.

1. Cizelge 3.3’de yer alan bilesenler RNaz’dan arindirilmis tiipe eklendi ve 37°C’de 30
dakika bekletildi.

Cizelge 3.3 DNaz uygulamasinda kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Kullanilan miktar
RNA 1 ug
10X Reaksiyon tamponu 1 pl
DNaz I (RNaz’dan arindirilmig) 1 pul

DEPC ile muamele edilmis ultra saf su ile toplam hacim
10 pl’ye ayarlanir.

2. 1 ul50 mM EDTA eklendi.
3. 65°C’de 10 dakika inkiibe edilerek DNaz inhibe edildi.

3.2.4. cDNA (komplementer DNA) sentezi
RNA orneklerinden cDNA sentezi, RevertAid First Strand cDNA Sentez Kiti (Thermo)
kullanilarak gergeklestirildi. Cizelge 3.4’de cDNA sentezinin ilk asamasinda hazirlanan

total RNA-primer karisimi igerisinde bulunan bilesenler ve miktarlar1 verilmektedir.

Cizelge 3.4 cDNA sentezi i¢cin kullanilan bilesenler ve miktarlar1 (1 adet 6rnek i¢in)

Bilesenler Kullanilan miktar

Total RNA (DNaz I uygulanmis) 0,1ng-5pg

Primer (Oligo (dT)s) 1 ul

ddH>O Her 6rnek icin ayr1 ayri ayarlanir

Toplam Hacim 12 ul
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Cizelge 3.4°de yer alan bilesenler RNaz’dan arindirilmis tiipe eklendi ve santrifiij edildi.
Otomatik 1s1 dongii cihazi cihazinda 65°C’de 5 dakika inkiibe edilerek kalip ve primer
karisimmin denatiire olmasi saglandi. Inkiibasyon sonrasinda &rnekler hemen buz {izerine
alinarak, cizelge 3.5’de yer alan ters transkripsiyon reaksiyonunu gergeklestirecek diger

bilesenler sira ile buz lizerindeki 0,2 ml eppendorf tiip i¢ine ilave edildi.

Cizelge 3.5 Ters Transkrpsiyon (RT-PCR) reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Kullanilan miktar
5x Reaksiyon tamponu 4 ul
RiboLock RNaz inhibitdrii, 20 U/ul 1 pul
dNTP karigimi, 10 mM 2 ul
RevertAid M-MuLV RT, 200 U/ul 1 pl
Toplam Hacim 20 ul

Ters transkripsiyon reaksiyonu i¢in ¢izelge 3.5°’de yer alan bilesenler belirtilen
miktarlarda bir tiipe alinarak, pipetle hafif¢e karistirilip santriftij edildi. Daha sonra
OligodT ve gene spesifik primer ile cDNA sentezi i¢in otomatik 1s1 dongii cihazinda
42°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Ardindan 70°C’de 5 dakika inkiibe edilerek reaksiyon

tamamlandi.

3.2.5. Kantitatif gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR)

Real-time PCR c¢aligmalar1 Rotor-Gene Q (QIAGEN's Real-time PCR cycler) cihazinda
RealMOD Green W? 2x qPCR kiti kullanilarak gerceklestirildi. Real Time PCR reaksiyonu
iretici firmanin Onerdigi kosullarda 3 tekrarli olacak sekilde yapildi. Real-time PCR
reaksiyonu ¢izelge 3.6’de verilen bilesenler kullanilarak hazirlanmis olup, saf su ile toplam
hacim 20 pl’ye ayarlanarak real time PCR cihazinda, ¢izelge 3.7°de verilen programda

amplifikasyon gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.6 Real Time PCR reaksiyonu bilesenleri

Bilesenler Kullanilan miktar
cDNA 0,1 pg/ul

Ileri (Forward) Primer (10 uM) 0,5 ul

Geri (Reverse) Primer (10 pM) 0,5 ul

RealMOD Green W? 2x qPCR Mix 10 pl

ddH>O Her 6rnek i¢in ayr1 ayri ayarlanir
Toplam hacim 20 ul

Cizelge 3.7 Real Time PCR reaksiyonunun gerceklestigi program

qPCR adimlar Sicakhk Siire Dongii sayis1
Enzim aktivasyonu 95°C 10 dk 1
Denatiirasyon 95°C 20s

Baglanma 60°C 40 s 40
Uzama 72°C 30s

Final uzama 72°C 5dk

Erime Egrisi Analizi 60-95°C  Siirekli 1

okuma

Calismada kullanilan FOXD1 ve GAPDH gen bdlgelerine ait primer dizileri ¢izelge 3.8’de

goriilmektedir.

Cizelge 3.8 Calismada kullamlan gen bdlgelerine ait primer dizileri (F: Forward/ileri, R:

Reverse/Geri)
Primer Sekans (5°—3’)
FOXDI1-F AAGAACCCGCTGGTGAAG
FOXDI1-R GTCCAGTAGTTGCCCTTGC
GAPDH-F ACAACTTTGGTATCGTGGAAGG

GAPDH-R GCCATCACGCCACAGTTTC
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3.2.6. Hiicrelerden protein izolasyonu

Ilk asamada, calismada kullanilan hiicrelerin tamaminda FOXD1’in ifadesinin protein
diizeyinde belirlenmesi i¢in hiicreler T-25 cm? hiicre kiiltiir flasklarinda gogaltild.
Cogaltilan hiicreler buz iizerine alinarak 5 dakika inkiibe edildi. 5 dakikalik inkiibasyon
periyodunun ardindan, kuyulardan besiyerleri uzaklastirilarak hiicreler 2 kez soguk fosfat
tamponlu tuzlu su (PBS) ile yikandi. Daha sonra hiicrelerin iizerine 1 mM PMSF igeren
1X Hiicre Lizis Buffer eklendi ve hiicreler buz {izerinde 5 dakika inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda hiicreler scraper ile kaldirilip 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere alindi. 13500
rpm’de +4°C’de 10 dakika santriflij edildikten sonra, slipernatant yeni tiiplere alindi ve
tek kullanimlik alikotlandiktan sonra analiz edilinceye kadar -80 °C derin dondurucuda

muhafaza edildi.

Ayrica, FOXD1’in susturulmasinin dogrulanmasi amaciyla, siRNA uygulanan 22Rv1
hiicrelerinden de protein izolasyonu yapildi. Bunun i¢in dncelikle, 6 kuyulu hiicre kiiltiir
plakalarinda hiicrelerin siRNA transfeksiyonu yapildi. Ardindan, yukarida anlatildigi

sekilde protein izolasyonu gerceklestirildi.

3.2.7. BCA Kkiti ile protein miktar tayini

Elde edilen hiicre lizatlarinda bulunan total protein miktar1 Bikinkoninik Asit (BCA) kiti
ile saptand1. Oncelikle Bovine serum albumin (BSA) ile 2000 pg/ml, 1500 pg/ml, 1000
pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml ve 0 pg/ml konsantrasyonlarda saf su kullanilarak
standartlar hazirlandi. Hazirlanan standartlar ve hiicre lizatlar1 96 kuyulu plakanin her
kuyusuna ii¢ tekrarli olarak 25’ser pl dagitildi. Protein 6l¢iim kitinin icerisinde bulunan
Reaktif B:A oran1 1:50 olacak sekilde hazirlandi ve bu reaktif karigtmindan her bir kuyuya
200 pl eklendi. Inkiibatérde 37°C de yarim saat inkiibasyondan sonra mikroplaka ELISA
okuyucuda 562 nm dalga boyunda Ol¢iim yapildi. BSA standartlarindan elde edilen
absorbans degerleriyle excel programinda standart egri grafigi cizdirildi ve hesaplanan

regresyon denklemi araciligiyla total protein miktarlar1 hesaplandi.
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3.2.8. Western blot yontemi ile protein ifadelerinin belirlenmesi

BCA kiti ile total protein miktarlar1 belirlenen hiicre lizatlar1 ylikleme i¢in hazirlandi. Bu
amagla hiicre lizatlarinin tizerine 4X konsantrasyonda 6rnek hazirlama tamponu eklendi ve
95°C’de 5 dakika bekletilerek orneklerin denatiirasyonu gergeklestirildi. Ornekler oda
sicakligina geldikten sonra yiikleme asamasina gecildi. Jele yiiklenen protein 6rnekleri, 1X

running buffer ile 150 V ve 250 mA’de 90 dakika boyunca yliriitiildii.

Proteinler jel iizerinde molekiiler agirliklarina gore yiiriitiildiikten sonra giic kaynagi
kapatildi ve jelin 1slak transfer yontemi ile PVDF membrana transferleri gergeklestirildi.
Bunun i¢in membran ile jel, siinger ve whatman kagitlarinin arasinda transfer kasetine
konularak tank igerisine yerlestirildi. Tank igerisine transfer tamponunun eklenmesinin
ardindan 100 V ve 250 mA’de 90-120 dakika arasinda orneklerin jelden membrana
aktarimi gerceklestirildi.

Jel iizerinde yer alan protein 6rneklerinin PVDF membrana transferinden sonra membran
BSA ile bloklandi. Daha sonra, membran E-kaderin, N-kaderin, Snail, Vimentin, -
katenin, c-myc, siklin D1 ve B-aktin primerleine 6zgili antikorlarla +4°C'de c¢alkalayici
iizerinde gece boyunca inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan membran ii¢ kez TBS-T ile
yikand1 ve yine {iretici firmanin talimatlarina gore hazirlanmis olan sekonder antikorlar ile
oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Daha sonra membran ii¢ kez TBS-T ile yikandi.
TBS-T ile yikama sonrasinda, membranlar ECL. Chemiluminescent HRP Western substrat
ile muamele edildi ve Gel Logic 2200 Pro cihazinda Carestreem programi kullanilarak
goriintiilenmesi gerceklestirildi. Western blot yontemi sonucu goriintiilenen proteinlerin
bant kalinliklar1 Image] programi kullanilarak degerlendirildi ve sayisal degerlere

dontstiirildi.

3.2.9. Hiicre transfeksiyonu

Yapilan analizler sonucunda en yiiksek FOXD1 ifadesine sahip olan 22Rv1 prostat kanseri
hiicresi, 6 kuyulu hiicre kiiltiirii plakalarina 5x10° hiicre/kuyu yogunlukta ekildi ve 24 saat
inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan 22Rv1 hiicreleri, iiretici firmanin protokoliine gore

siRNA Transfection Reagent kullanilarak transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra
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RNA, 48 saat sonra ise protein izolasyonu gergeklestirildi ve transfeksiyon verimliligi

western blot ve qRT-PCR kullanilarak teyit edildi.

3.2.10. WST-1 ile hiicre proliferasyonunun belirlenmesi

Hiicre proliferasyonu, WST-1 hiicre proliferasyon kiti kullanilarak tetrazolyum tuzu olan
WST-1’in mitokondriyal dehidrogenazlar tarafindan suda ¢Ozilinlir formazan kristalleri
olusturmas1 esasina dayanan WST-1 yontemi ile belirlendi. Kisaca, hiicreler FOXD1
siRNA ve negatif kontrol siRNA ile transfekte edildikten sonra, Tripsin-EDTA ile
tripsinize edilerek kaldirildi. Ardindan, taze besiyeri ile yeniden siispanse edildi ve 96
kuyulu hiicre kiiltiir plakalarinin her bir kuyusuna 5000 hiicre/100 pl yogunlukta hiicre
ekimi yapildi. Hiicreler %95 nem ve %5 CO; iceren inkiibatérde 37°C’de 24, 48 ve 72 saat
inkiibe edildi. Belirtilen siirelerin sonunda her bir kuyudaki besiyerleri uzaklastirilip yerine
100 pl fenol redsiz RPMI-1640 besiyeri ve 10 uL. WST-1 eklendi. Hiicreleri iceren kiiltiir
kabr etiivde 37°C'de 4 saat inkiibe edildi. Formazan {iriiniiniin olusturdugu renk degisimi 4
saat sonunda mikroplaka okuyucu (Spektramax M3 plate reader, Molecular Devices) ile

450 nm dalga boyu araliginda belirlendi. Her deney alt1 tekrar halinde gerceklestirildi.

3.2.11. In vitro yara iyilesme (Wound healing) deneyi

FOXD1 geninin susturulmasiin migrasyon iizerindeki potansiyel etkisini degerlendirmek
icin yara iyilesme deneyi yapildi. Yara iyilesme deneyi i¢in, 22Rv1 hiicreleri 6 kuyulu
hiicre kiiltiir plakalarina kuyu bagina 5x10° hiicre olacak sekilde ekildi ve %95 nem ve %35
CO; igeren inkiibatérde 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan hiicreler,
FOXD1-siRNA ve negatif kontrol-siRNA ile transfekte edildi. Transfeksiyon isleminden
sonra, 200 ul sar1 pipet ucu ile 22Rv1 hiicreleri lizerinde dikey bir ¢izik olusturuldu.
Ayrilmis hiicreleri uzaklastirmak icin hiicreler PBS ile dikkatlice yikandi ve inkiibatore
geri yerlestirilmeden Once 0. saatte fotograflandi. Cizik olusturulan alan 24. ve 48.
saatlerde yeniden fotograflandi. Fotograflar ImageJ programi ile analiz edildi. Hiicrelerin
% goc¢ oranlar1 su formiile gore hesaplandi: % alan kapanma orani= [(0.saat hasar alan1 —

24 saat hasar alani) / 0. saat hasar alani] X100
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3.2.12. In vitro migrasyon ve invazyon analizleri

In vitro migrasyon ve invazyon analizleri i¢in transwell migrasyon ve transwell invazyon
deneyleri yapildi. 8 pm por ¢apina sahip polikarbonat filtrenin {izeri matrigel ile kaplanarak
transwell invazyon analizi ve matrigel ile kaplanmayarak transwell migrasyon analizi
gerceklestirildi. Her iki deney i¢in, serum igermeyen besiyeri igerisinde siispansiyon haline
getirilmis 22Rv1 hiicreleri kuyu basina 5x10* hiicre olacak sekilde, polikarbonat filtrenin
iist bolmesine ekildi. Alt bolme ise %10 FBS iceren 750 ml RPMI-1640 ortami ile
dolduruldu. 48 saat inkiibasyondan sonra, membranin ist yilizeyinde kalan hiicreler
pamuklu bir ¢ubuk ile temizlendi. Filtrenin alt ylizeyindeki hiicreler %4 paraformaldehit ile
sabitlendi ve Giemsa ile boyandi. Alt ylizeyde yer alan hiicreler, invert mikroskop altinda

alt1 temsili alanda sayildu.

3.3. Normalizasyon ve Istatistiksel Analiz Yontemleri

Farkl1 prostat kanseri hiicre hatlarina ait mRNA ifade diizeyleri, insan prostat epitel hiicre
hattt RWPE-1 ve housekeeping gen olarak segilen GAPDH dikkate alinarak Livak ve

Schmittgen’in 2"22“T metoduna gore normalize edildi [160].

Calismadan elde edilen verilere gore gruplar arasindaki farkliliklar SPSS 23.0 istatistik
programi ile analiz edildi. Karsilastirmalar ANOVA veya Student’s t testi ile yapild.
Istatistiksel anlamlilik p degeri hesaplanarak incelendi. p degerinin *p<0.05, **p<0.01,

*#%p<0.001 ve ****p<(0.0001 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Prostat Kanseri Hiicre Hatlarinda ve Prostat Epitel Hiicre Hattinda FOXD1

ifadesinin mRNA ve Protein Diizeyinde Belirlenmesi

Calismamizda, 4 farkli prostat kanseri hiicre hatt1 (22Rv1, LNCaP, DU-145 ve PC-3) ve 1
tane normal prostat epitel hiicre hattt (RWPE-1) kullamlmustir. ilk olarak prostat kanseri
hiicre hatlarinda ve kontrol grubu olarak secgilen prostat epitel hiicre hattinda FOXDI
geninin mRNA ve protein ifade diizeyleri incelenmistir. Nicel Ger¢ek Zamanli Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (qQRT-PCR) analiz sonuglari, 22Rv1, PC-3 ve DU-145 hiicre hatlarinda
FOXD1 geninin mRNA ifade diizeylerinin RWPE-1 hiicre hattindaki ifadesine kiyasla
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiliksek oldugunu gostermistir (p<0.05 ve p<0.01) (Sekil
4.1). LNCaP hiicre hattinda ise, FOXD1 geni mRNA ifade diizeyinin kontrole gore arttig1
gozlense de bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir (p>0.05) (Sekil

4.1).
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Sekil 4.1. FOXD1 geninin dort prostat kanseri hiicre hatt1 (22Rv1, LNCaP, DU-145 ve PC-
3) ve normal prostat epitel hiicre hattinda (RWPE-1) mRNA diizeyindeki
ifadesinin qRT-PCR analizi ile karsilastirilmast. RWPE-1 hiicreleri ile
karsilastirildiginda *p<0.05, **p<0.01
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Western blot analizi sonuglart ise, FOXD1 geninin protein diizeyindeki ifadesinin dort
prostat kanseri hiicre hattinda (22Rv1, LNCaP, DU-145 ve PC-3) RWPE-1 hiicre hattindaki
ifadesinden belirgin sekilde daha yiliksek oldugunu gdstermistir. Caligmada kullanilan hiicre
hatlarinda, FOXD1 geninin protein diizeyindeki ifadeleri Sekil 4.2°de gosterilmistir.
Kuyulara esit ylikleme yapilip yapilmadigini kontrol etmek amaciyla, protein yiikleme

kontrolii olarak bir housekeeping gen olan B-Aktin kullanilmistir.

RWPE-1 22Rv1l LNCaP DU-145 PC-3

FOXD1 . “.- -—

B-Aktin | D TR -

Sekil 4.2. FOXD1 geninin dort prostat kanseri hiicre hatt1 (22Rv1, LNCaP, DU-145 ve PC-
3) ve normal prostat epitel hiicre hattinda (RWPE-1) protein diizeyindeki
ifadesinin Western blot analizi ile karsilagtirilmasi

Western blot ve qRT-PCR analizleri sonucunda hem mRNA hem de protein diizeyinde en
yliksek FOXD1 ifadesi 22Rv1 hiicrelerinde saptandigi icin bu asamadan sonra aragtirmaya

22Rv1 hiicre hattiyla devam edilmistir.

4.2. 22Rv1 Hiicrelerinde FOXD1’in Susturulmasinin Protein ve mRNA Diizeyinde
Teyit Edilmesi

22Rv1 hiicre hattinda siRNA uygulamasinin mRNA diizeyindeki etkinligini saptamak i¢in
qRT-PCR yapilmistir. Bu amagcla; oncelikle 22Rv1 hiicreleri FOXD1 siRNA ve spesifik
olmayan bir siRNA (negatif kontrol) ile transfekte edilmistir. Transfeksiyon isleminden
sonra FOXD1 mRNA ifade diizeyleri qRT-PCR ile degerlendirilmistir. qRT-PCR ile elde
edilen ham veriler, bir housekeeping gen olan GAPDH ile normalize edilmistir. qRT-
PCR’dan elde edilen sonuglar, FOXD1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde, FOXD1
ifadesinin belirgin sekilde baskilandigin1 gostermistir (Sekil 4.3). FOXD1 siRNA
(siFOXD1) ile transfekte edilen 22Rv1 hiicrelerinin mRNA ifade diizeyleri transfeksiyon
yapilmamis 22Rv1 hiicrelerinin mRNA ifade diizeyleri ile kiyaslandiginda FOXD1 mRNA
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ifadesinin %85 oraninda inhibe edildigi belirlenmistir (»p<0.0001) (Sekil 4.3). FOXD1
siRNA ile transfekte edilen 22Rv1 hiicrelerinin mRNA ifade diizeyi, negatif kontrol siRNA
(siNK) ile transfekte edilen 22Rv1 hiicrelerinin mRNA ifade diizeyleri ile kiyaslandiginda
ise bu oran %88 olarak tespit edilmistir (p<0.0001) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. FOXD1 siRNA ile transfekte edilen 22Rv1 hiicrelerinde FOXD1 mRNA ifade
diizeyleri. Transfekte edilmemis 22Rv1 hiicreleri ve negatif kontrol siRNA ile
transfekte edilen 22Rv1 hiicreleri ile karsilastirildiginda ****p<0.0001

22Rv1 hiicre hattinda siRNA uygulamasiin protein diizeyindeki etkinligini saptamak i¢in
western blot analizi yapilmistir. Western blot analizi sonuglarimiza gore; negatif kontrol
siRNA ile transfekte edilen ve transfekte edilmemis 22Rv1 hiicreleriyle karsilastirildiginda,
FOXD1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde FOXD1 proteininin ifadesinin belirgin bir
sekilde baskilandig1r gorilmiistiir (Sekil 4.4). FOXDI1 siRNA ile transfekte edilen 22Rv1
hiicrelerinde protein diizeyindeki susturmanin %70’in iistiinde oldugu bulunmustur. Negatif
kontrol siRNA ile transfekte edilen ve transfekte edilmemis 22Rv1 hiicrelerinde beklendigi

gibi herhangi bir susturma etkisi gézlenmemistir.
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Sekil 4.4. FOXD1 siRNA ile transfekte edilen 22Rv1 hiicrelerinde FOXD1 protein ifade
diizeyi. ***p<0.001

4.3. 22Rv1 Hiicrelerinde FOXD1'in Susturulmasinin Hiicre Proliferasyonuna Etkisinin

WST-1 Yontemi ile Degerlendirilmesi

FOXD]1 susturma isleminin siRNA ile transfekte edilmis 22Rv1 hiicrelerinde proliferasyon
tizerine etkisini belirlemek igin 24, 48 ve 72 saat slireyle WST-1 proliferasyon analizi
yapilmistir. Bu hiicrelerin proliferasyonu, FOXD1 siRNA ve negatif kontrol siRNA ile
transfekte edilmis ve herhangi bir siRNA ile transfekte edilmemis 22Rv1 hiicrelerine kiyasla

degerlendirilmistir.

WST-1 analizinden elde edilen sonuglar, FOXD1'in susturulmasinin, siNK ve herhangi bir
siRNA ile transfekte edilmemis 22Rv1 grubu ile karsilastirildiginda, 22Rv1 hiicrelerinin

proliferasyonunu 6nemli Olgiide inhibe ettigini gostermistir (Sekil 4.5). Negatif kontrol
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siRNA ile transfekte edilen 22Rv1 hiicrelerinin proliferasyonlari ile herhangi bir siRNA ile
transfekte edilmeyen kontrol grubundaki hiicrelerin proliferasyonlar1 arasinda 6nemli bir
farklilik tespit edilmemistir. siFOXD1 grubu, siNK ve 22Rvl1 gruplarn ile kiyaslandiginda

aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu saptanmistir (p<0.0001).
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Sekil 4.5. FOXD1'in susturulmasinin, 22Rv1 hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi.
Ak p<0.0001

4.4. 22Rvl Hiicrelerinde FOXD1'in Susturulmasimn EMT ile Tlgili Belirteclerin

Protein Diizeylerine Olan Etkisinin Degerlendirilmesi

Prostat kanseri ilerlemesinde FOXD1’in roliinlin molekiiler mekanizmalarin1 aragtirmak
icin, western blot analizi kullanarak 22Rv1 hiicrelerinde FOXD1'in susturulmasinin epitelyal
mezenkimal geg¢is siirecinde gorev alan bazi proteinlerin ve Wnt/B-katenin yolaginda gorev

alan baz1 proteinlerin ifadesi lizerindeki etkilerini inceledik.

Epitelyal mezenkimel gecisin, kanser hiicrelerinin invazyon ve metastaz yetenekleri
kazanmasi i¢in 6nemli bir adim oldugu disiiniilmektedir. Bu nedenle, FOXD1’in EMT
stirecinde diizenleyici bir role sahip olup olmadigini tespit etmek icin FOXDI’in
susturulmasi ile 22Rv1 hiicrelerinde EMT ile iligkili baz1 proteinlerin ifade diizeylerinde bir

degisiklik olup olmadigin1 analiz ettik.
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Epitelyal mezenkimal ge¢is slirecinde hiicrelerde E-kaderin kaybi bilinen bir ozelliktir.
Ayrica, Snail proteinin, E-kaderin ifadesini baskilayarak EMT'yi indiikleyebildigi
bilinmektedir. Western blot analizinden elde edilen sonuglar, 22Rv1 hiicrelerinde FOXD1’in
susturulmasinin E-kaderin ve Snail’in ifadesi tizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadigin

gostermistir (Sekil 4.6).

siFOXD1 siNK 22Rv1 siFOXD1 siNK 22Rvl

E-kaderin | 1 S S Snail | - — —

Vimentin | Sl Sl S | CMYC | .

B-AKHN | s s S | B-Aktin | #HR Sl S

Sekil 4.6. 22Rv1 hiicrelerinde FOXD1'in susturulmasi sonrasi E-kaderin, Vimentin, Snail ve
c-myc protein ifadelerindeki degisimler

Epitelyal mezenkimal gecis siirecinde hiicreler, epitel 6zelliklerini kaybeder ve mezenkimal
ozellikler kazanir. Boylece, N-kaderin, Vimentin gibi mezenkimal belirte¢lerin ifadelerinde
de degisim meydana gelir. Bu nedenle, FOXDI1 ile transfekte edilen 22Rv1 hiicrelerinde N-
kaderin ve Vimentin ifadelerinin degisip degismedigini belirlemeye ¢alistik. Sekil 4.6°da
gortldiigii gibi, 22Rv1 hiicrelerinde FOXD1’in susturulmasinin Vimentin ifadesi iizerine
etki etmedigi gézlenmistir. N-kaderin ifadesinde ise %40 oraninda bir azalma gozlenmistir

ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (»p<0.001) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. 22Rv1 hiicrelerinde FOXD1'in susturulmasi sonras1 N-kaderin, 3-katenin ve siklin
D1 protein ifadelerindeki degisimler. **p<0.01, ***p<0.001

Wnt/B-katenin yolaginin prostat kanserinde siklikla aktive edildigi ve EMT siirecinde
modiile edildigi bilinmektedir. Bu nedenle 22Rv1 hiicrelerinde FOXD1’in susturulmasinin
bu yolakta gorev alan bazi proteinlerin (B-katenin, C-myc ve siklin D1) ifadesi iizerinde bir
etkisi olup olmadig1 da arastirilmistir. Western blot analizi sonuglari, 22Rv1 hiicrelerinde
FOXD1’in susturulmasinin, B-katenin ve siklin D1 ifadelerinde diislise neden oldugunu
gostermistir (Sekil 4.7). FOXDI1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde B-katenin ifadesi
siNK ve 22Rvl gruplarina kiyasla %20’ye varan oranda azalirken (p<0.001), siklin DI
ifadesi siNK ve 22Rv1 gruplarina kiyasla %15’e varan oranda azalma gostermistir (p<0.01).
Bununla birlikte, c-myc ifade diizeyinin FOXDI1 ifadesindeki degisimlerden etkilenmedigi
saptanmistir (Sekil 4.6).



42

4.5. 22Rv1 Hiicrelerinde FOXD1'in Susturulmasinin Yara Iyilesmesi (Wound Healing)

Uzerindeki Potansiyel Etkisinin Degerlendirilmesi

FOXD1'in migrasyon tizerindeki potansiyel etkisini arastirmak i¢in, 22Rv1 hiicrelerinde
yara iyilesme (wound healing) deneyi yapilmistir. Yara iyilesme deneyi i¢in; 22Rvl
hiicrelerinin bir kismi ortamdaki son konsantrasyon 50 nM olacak sekilde negatif kontrol
siRNA ve FOXDI1 siRNA ile transfekte edilmis, hiicrelerin bir kismi ise kontrol grubu
olarak transfekte edilmemistir. Transfeksiyon igleminin ardindan, pipet ucuyla transfekte
edilen ve edilmeyen hiicrelerde yara olusturulmustur. Hiicrelerin fotograflar: 2 giin boyunca
her 24 saatte bir ¢ekilmis olup, yara olusturulduktan sonra 0, 24 ve 48. saatlerde invert
mikroskopta alinan goriintiiler Sekil 4.8° de gosterilmistir. Hiicrelerin migrasyon yetenegi,
belirli bir zaman diliminde yara olusturulan alana girdikleri mesafe Image J programi ile

olgiilerek ve migrasyon yiizdeleri hesaplanarak belirlenmistir.

FOXD1 siRNA uygulanan hiicrelerin migrasyon yeteneginin, siNK ve 22Rv1 gruplar ile
kiyaslandiginda 24 ve 48. saatlerde anlamli 6l¢iide azaldigi goriilmistiir (p<0,01 ve
p<0,001) (Sekil 4.8). FOXD1 siRNA uygulanan hiicrelerde migrasyon yiizdeleri 24. ve 48.
saatlerde sirasiyla %9 ve %22 iken, negatif kontrol siRNA uygulamas: yapilan hiicre
gruplarinda ve FOXD1 siRNA uygulamasi yapilmamis olan kontrol grubu hiicrelerinde
migrasyon yiizdeleri sirasiyla 24. saatte %26 ve %29, 48. saatte %39 ve %46 olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. FOXDl1'in susturulmasimin migrasyon tlizerindeki potansiyel etkisinin yara
iyilesme (wound healing) deneyi ile degerlendirilmesi. **p<0.01,***p<0.001
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4.6. 22Rv1 Hiicrelerinde FOXD1'in Susturulmasinin Transwell Migrasyon ve invazyon

Uzerindeki Potansiyel Etkilerinin Degerlendirilmesi

FOXD1'in migrasyon iizerindeki potansiyel etkisini incelemek igin 22Rvl hiicrelerinde
transwell migrasyon deneyi yapilmistir. siFOXD]1 ile transfekte edilen hiicrelerin migrasyon
yeteneginin, siNK ve 22Rv1 gruplart ile kiyaslandiginda 6nemli 6l¢giide azaldigi goriilmiistiir
(****p<0,0001). siFOXD1 uygulamasindan sonra hiicrelerin migrasyon yeteneklerinde,
22Rvl1 hiicrelerine kiyasla %350’ ye varan oranda diisiis gozlenmistir (Sekil 4.9). siFOXD1
ve siNK gruplarinin migrasyon yiizdeleri, 22Rv1 hiicrelerine kiyasla sirasiyla %50,2 ve

%88.9 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.9. FOXD1'in susturulmasinin migrasyon iizerindeki potansiyel etkisinin transwell
migrasyon testi ile degerlendirilmesi. ****p<0.0001

FOXD1 ile transfekte edilen hiicrelerin invazyon yeteneklerindeki degisiklikleri incelemek
icin 22Rv1 hiicrelerinde transwell invazyon deneyi yapilmistir. siFOXDI1 ile transfekte
edilen hiicrelerin invazyon yeteneginin, siNK ve 22Rv1 gruplar ile kiyaslandiginda 6nemli

Olciide azaldig1 goriilmiistiir (sirastyla *p<0,05; ***p<0,001). siFOXDI1 uygulamasindan
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sonra hiicrelerin invazyon yeteneklerinde, 22Rv1 hiicrelerine kiyasla %34’ e varan oranda
diisiis gozlenmistir (Sekil 4.10). siFOXD1 ve siNK gruplarinin invazyon yiizdeleri, 22Rv1

hiicrelerine kiyasla sirasiyla %33,7 ve %79,5 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.10. FOXD1'in susturulmasinin invazyon iizerindeki potansiyel etkisinin transwell
invazyon testi ile degerlendirilmesi. *p<0.05, ***p<0.001
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4. TARTISMA

Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin 2020 yil1 raporuna gére prostat kanseri diinya ¢apinda
erkeklerde en sik goriilen ikinci kanserdir ve 375 000°den fazla kisi bu hastalik nedeniyle
hayatin1 kaybetmistir [2]. Birgok bireyde prostat kanseri de dahil olmak iizere kansere bagl
Oliimlerin nedeni, lokalize primer tiimorlerin ileri evrelere ilerlemesi ve sonucta birden fazla
organa metastaz yapmasi ile iligkilidir [161,162]. Epitel kokenli tiimorlerde, epitelyal-
mezenkimal gegisin anormal indiiksiyonunun, timdr invazyonuna ve metastaza katkida
bulundugu bilinmektedir [163-165]. Bu nedenle, prostat kanseri metastazinda gdrev alan
yeni diizenleyicilerin belirlenmesi, kanser hastalarini tedavi etmek ve yagamlarini uzatmak

icin yeni ve etkili terapotiklerin gelistirilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir.

FOX proteinleri, insanlarda 50 iiyeden olusan evrimsel olarak korunmus bir transkripsiyon
faktorleri ailesidir [109,166]. FOX transkripsiyon faktorleri ailesi, hiicre biiylimesi, hayatta
kalma, uzun omiir, bagisiklik, metabolizma, farklilasma, gelisme ve migrasyon gibi cesitli
biyolojik siireclerde 6nemli roller oynamaktadir. Bu nedenle, FOX genlerinin ifadesinde
meydana gelen degisiklikler kanser ilerlemesini tesvik edebilir [167]. Bugiine kadar yapilan
caligmalarda, FOX transkripsiyon faktorleri ailesinin bazi iiyelerinin kanser baslangici,

invazyon, metastaz ve ilag¢ direnci ile iliskili oldugu bulunmustur [168,104,169,170].

FOXD1, FOX transkripsiyon faktorleri ailesinin yeni kesfedilen bir tiyesidir [110]. FOXDI1
ilk kez 6n beyin néroepitelyumunda tanimlanmistir ve retina gelisimi sirasinda 6nemli bir
faktor oldugu kabul edilmektedir [171]. Ayrica, FOXD1'in nefron progenitor farklilagmasini
tesvik ederek bobrekte dnemli bir rolii oldugu bildirilmistir [172]. Son zamanlarda yapilan
bazi caligmalar, FOXDI1'in ¢esitli insan kanserlerinde karsinogenez, timor ilerlemesi ve
metastazda onemli rol oynadigini gostermistir [173,117]. Ancak, FOXD1'in bir¢ok insan

kanserindeki biyolojik islevi tam olarak arastirilmamustir.

Zhao ve digerlerinin (2015) yapmis olduklar1 bir ¢aligmada, meme kanserli hastalarin
kanserli dokularinda ve ¢evresindeki normal dokularda, FOXD1 geninin hem mRNA hem
de protein ifade seviyeleri tespit edilmistir. FOXD1’in meme kanseri dokularinda ifadesinin
daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Daha sonra, qRT-PCR ve western blot analizi ile meme

kanseri hiicre hatlarinda ve normal meme epitel hiicre hattinda FOXD1 ifade diizeyleri
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mRNA ve protein diizeyinde belirlenmistir. mRNA ve protein diizeyinde en yliksek FOXD1
ifadesine sahip olan meme kanseri hiicre hatti1 olan MDA-MB-231 siRNA ile transfekte
edilmistir. Meme kanseri hiicre hatlar1 arasinda mRNA ve protein diizeyinde en diisiik
FOXDI1 ifadesine sahip meme kanseri hiicre hattt olan MCF-7 ise plazmid vektoriiyle
transfekte edilerek FOXD1’i asir1 ifade etmesi saglanmistir. FOXD1’in susturulmasinin
MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre proliferasyonu ve kemorezistans kabiliyetini azalttigini,
FOXD1'in asir1 ifadelendirilmesinin ise, MCF-7 hiicrelerinde hiicre proliferasyonu ve

kemorezistans kabiliyetini arttirdigini bildirmiglerdir [119].

Nakayama ve digerleri (2015) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 90 kii¢iik hiicreli olmayan
akciger kanseri hastasindan alinan 6rneklerden mikrodizi analizi yapilarak gen ifade profili
cikarilmigtir. Analiz sonucuna gére, FOXD1’in normal dokulara gore tiimdr dokularinda
daha yiiksek diizeyde ifade edildigi bulunmustur. Daha sonra FOXDI1’in mRNA ifade
diizeyleri, akciger kanseri hiicre hatlarinda ve normal brons epitel hiicre hattinda
degerlendirilmistir. Normal brong epitel hiicrelerine gore daha yiiksek FOXD1 ifadesine
sahip olan akciger kanseri hiicre hatlar1 belirlenmis ve bu hiicre hatlarinda FOXD1 ifadesi
siRNA ile baskilanmigtir. FOXD1’in ifadesinin baskilanmasinin, akciger kanseri
hiicrelerinin proliferasyonunu azalttig1 belirlenmistir. Arastirmacilar ayrica, yiiksek FOXDI1
ifadesine sahip olan hastalarin diisitk FOXD1 ifadesine sahip olan hastalardan ¢cok daha kisa

sagkalim siiresine sahip oldugunu rapor etmislerdir [120].

Gao ve digerlerinin (2017) yaptiklart bir c¢aligmada, glioma tiimér numuneleri ve
glioblastoma hiicrelerinde FOXDI1'in glioma tiimorgenezi ve ilerlemesindeki rolil
aragtirtlmistir. FOXD1'in ekspresyon paterni, qRT-PCR kullanilarak 70 glioma dokusu ve
20 normal beyin dokusunda degerlendirilmistir. FOXDI1 ekspresyonu, normal beyin
dokularma kiyasla glioma dokularinda énemli dl¢lide daha yiiksek bulunmustur. FOXD1'in
gliomadaki roliinii arastirmak i¢in, FOXD1-siRNA kullanarak U87 ve U251 glioma
hiicrelerinde FOXD1'in ifadesi baskilanmigtir. FOXD1 susturma isleminin glioma
hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu iizerindeki etkisi arastirilmistir. FOXDI1-siRNA
kullanilarak, FOXD1 ifadesinin baskilanmasinin hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu

onemli dl¢iide azalttig1 bildirilmistir [173].

Kolorektal kanserinde, FOXD1'in roliiniin arastirildigi bir ¢aligmada ise, 80 kolorektal
kanserli hastadan alinmisg tiimorliic ve normal dokularda FOXDI1 ifadesi qRT-PCR



49

kullanilarak belirlenmistir. FOXD1 mRNA ifadesinin, normal dokulara kiyasla tiimorlii
dokularda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica FOXD1’in asir1 ekspresyonunun
malign klinik ozellikler ile iligkili oldugu ve kolorektal kanserli hastalarin sagkalimini
azalttig1 saptanmistir. Insan kolorektal kanseri hiicre hatlari olan SW480 ve HT29’da
FOXDI1 ifadesi baskilanarak, FOXD1'in hiicre proliferasyonu ve apoptoz iizerine etkisi
arastirilmistir. FOXD1'in proliferasyonu destekledigi ve muhtemelen polo benzeri kinaz 2'yi
(P1k2) indiikleyerek kolorektal kanseri hiicrelerinin apoptozunu inhibe ettigi One

siiriilmiistiir [174].

Li ve digerlerinin (2018) yapmis olduklar1 caligsmada, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri
hastasina ait 264 dokuda FOXD1'in ifade diizeyleri mRNA diizeyinde incelenmistir.
FOXD1'in mRNA ifade diizeyinin, tiimorli dokularda ¢evresindeki normal dokulara kiyasla
onemli 6l¢iide yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica, FOXD1'in protein ifade diizeyleri,
Western blot analizi ile bes farkli akciger kanseri hiicre hattinda ve bir tane normal brons
epitel hiicre hattinda belirlenmistir. FOXDI1'in ifade diizeyinin, akciger kanseri hiicre
hatlarinda normal brons epitel hiicre hattina gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Akciger kanseri hiicre hatlarinda FOXD1 ifadesi baskilanarak, proliferasyon, migrasyon ve
invazyon iizerindeki etkileri incelenmistir. FOXDI1’in susturulmasinin proliferasyon,

migrasyon ve invazyonu onemli 6l¢iide inhibe ettigi bildirilmistir [121].

Pan ve digerleri (2018) tarafindan yapilan bir ¢calismada, 126 kolorektal kanser hastasinin
normal ve tiimorlii dokularinda FOXD1 protein ifadesi immiinohistokimyasal analiz ile
incelenmistir. FOXD1'in kolorektal kanser hastalarinin tiimorli dokularinda anormal sekilde
asir1 eksprese edildigi bildirilmistir. Daha sonra, FOXD1’in kolorektal kanser hiicrelerindeki
fonksiyonunu belirlemek i¢in FOXD1'i asir1 ifade eden Caco2 ve SW480 hiicre hatlari
olusturulmustur. Ayrica, SW1116 hiicre hatt1 shRNA ile transfekte edilrek FOXDI1 ifadesi
baskilanmistir. FOXD1 ifadesinin baskilanmasi1 kolorektal kanser hiicrelerinde hiicre
proliferasyonunu, migrasyonunu ve invazyonunu azaltmistir. FOXDI1'in  asir
ifadelendirilmesinin ise zit etkiler yarattigt belirlenmistir. Ayrica, FOXDI1’in asir
ekspresyonunun kolorektal kanser hastalarinin kotii prognozu ile onemli Olciide iliskili

oldugu bildirilmistir [123].

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, FOXD1’in normal oral mukoza doku o6rneklerine

kiyasla oral skuamdéz hiicreli karsinom doku o6rneklerinde daha yiiksek diizeyde ifade
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edildigi bulunmugstur. Yine ayni calismada, immiinohistokimyasal boyama sonuglari,
FOXD1 ifadesinin oral skuamoz hiicreli karsinomlu hastalarin klinik evresi ve niiks durumu
ile iligkili oldugunu gostermistir. FOXDI1'in oral skuamdz hiicreli karsinomda roliinii
belirlemek icin, shRNA kullanilarak CAL27 ve SCC25 hiicrelerinde FOXDI1 ifadesi
baskilanmistir. CAL27 ve SCC25 hiicrelerinde FOXDI1 ifadesi baskilandiginda, hiicrelerin
migrasyon, invazyon, koloni olusumu ve proliferasyon yeteneklerinin azaldigi tespit
edilmigtir. Ayrica, EMT ile ilgili belirteglerin protein ifade diizeylerinde meydana gelen
degisimler incelendiginde E-kaderin ifadesinde artig, N-kaderin ve Vimentin ifadesinde
azalma gozlenmistir. Yine ayni hiicrelerde, FOXD1’in agir1 ifade edilmesi saglandiginda ise
E-kaderin ifadesinde azalma, N-kaderin ve Vimentin ifadesinde artis gozlenmistir.
Arastirmacilar, FOXD1'in susturulmasimin oral skuaméz hiicreli karsinom hiicrelerinin

migrasyonunu, invazyonunu ve EMT'sini engelledigini gostermislerdir [175].

Chen ve digerleri (2021) tarafindan yakin tarihte yapilan bir bagka calismada ise, bas ve
boyun skuaméz hiicreli karsinomu olan hastalardan aliman numuneler ile normal
numunelerdeki FOXD1 ifade diizeyleri karsilastirildiginda, bas ve boyun skuaméz hiicreli
karsinomu olan hastalardan alinan numumelerde FOXD1'in ifade diizeylerinin daha yiiksek
oldugu bulunmustur. Ayn1 ¢alismada, bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom hiicre hatlari
(CAL27, SCC25 ve HN4) ve normal oral epitel hiicre hatti olan HIOEC arasinda FOXD1
ifade diizeyleri acisindan bir farklilik olup olmadig1 western blot ve qRT-PCR ile analizleri
tespit edilmistir. Bag ve boyun skuamdz hiicreli karsinom hiicre hatlarinda FOXD1
ifadesinin daha yiiksek oldugu bulunmustur. CAL27 ve SCC25 hiicrelerinde FOXD1 ifadesi
baskilandiginda, hiicrelerin migrasyon, invazyon, koloni olusumu ve proliferasyon
yeteneklerinde azalma oldugu saptanmistir. Ayrica, EMT ile ilgili belirteclerin ifade
diizeylerinde EMT siirecinin inhibe edildigini gosteren degisiklikler gozlenmistir. Aymni
hiicrelerde FOXDI1 asir1 ifade ettirildiginde ise, EMT ile ilgili belirteclerin ifade
diizeylerinde EMT siirecini destekleyici yonde degisiklikler gozlenmistir [176].

Van der Heul-Nieuwenhuijsen ve digerlerinin yapmis olduklar1 bir ¢aligmada, benign prostat
hiperplazisi (BPH), prostat kanseri ve lenf nodu metastazi tanis1 alan hastalarin prostat
dokularindan alinan 6rnekler ve normal prostat dokusundan alinan 6rnekler kullanilmistir.
Alman bu Orneklerde 12 farkli FOX geninin mRNA ifade diizeyleri qRT-PCR ile
incelenmistir. Yapilan bu ¢aligmada, FOXD1'in prostat kanseri ve lenf nodu metastazi tanist

alan hastalarin prostat dokularindan alinan 6rneklerde normal prostat dokusundan alinan
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orneklere kiyasla daha yiiksek oranda ifade edildigi bildirilmistir [118]. Ancak,
arastirmacilar bu calismada prostat kanserinin gelisiminde ve ilerlemesinde FOXD1'in

roliinii arastirmamislardir.

Bu doktora tez ¢alismasinda, daha once Van der Heul-Nieuwenhuijsen ve digerleri
tarafindan yapilan caligmada, prostat kanseri hastalarmin tiimdrli dokularinda ytiksek
diizeyde ifade edildigi tespit edilen FOXDI1'in, prostat kanseri ve prostat epitel hiicre
hatlarinda ifade diizeyleri agisindan bir farklilik olup olmadigr belirlenmistir. Literatiirde
cesitli kanser hiicre hatlarinda FOXD1’in ifade diizeyinin normal hiicre hatlarina gore
yiiksek oldugu bildirilmistir [119,120,121,123]. Bu tez g¢alismasinda kullanilan hiicre
hatlarinda, daha 6nce cesitli kanser hiicreleriyle yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglarla
uyumlu olarak, FOXD1’in prostat kanseri hiicre hatlarinda normal prostat epitel hiicre
hattina kiyasla hem mRNA hem de protein seviyelerinde 6nemli Olciide yiiksek ifade

edildigi tespit edilmistir.

FOXD1’in cesitli kanserlerde hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonu iizerine
etkilerinin deneysel sonuglar1 gz oniine alindiginda, FOXD1 susturulmasinin proliferasyon,
migrasyon ve invazyonu Onemli Ol¢iide inhibe ettigi goriilmektedir. Caligmamizda
FOXD1’in susturulmasinin prostat kanseri hiicrelerinde proliferasyon iizerine bir etkisinin
olup olmadigini belirlemek igin hem mRNA hem de protein diizeyinde en yiiksek FOXD1
ifadesine sahip hiicre hatt1 olan 22Rvl hiicreleri siRNA ile transfekte edilerek FOXDI
ifadesi baskilanmistir. Daha sonra 24, 48 ve 72 saat siireyle WST-1 proliferasyon analizi
yaptlmistir. WST-1 analizinden elde edilen sonuglar literatiirde yer alan caligsmalarin
sonuglart ile paralellik gostermekte olup, FOXD1'in susturulmasi, 22Rv1 prostat kanseri

hiicrelerinin hiicre proliferasyonunu énemli dl¢iide azaltmistir.

FOXD1'in migrasyon iizerindeki potansiyel etkisini arastirmak i¢in 2 farkli ydntem
kullanilmistir. Bunlardan ilki, yara iyilesme (wound healing) deneyi digeri ise transwell
migrasyon yontemidir. Her iki deneyden elde edilen sonuglar paralellik gdstermekte olup,
FOXD1 siRNA uygulanan hiicrelerin migrasyon yeteneginin, siNK ve 22Rv1 gruplar ile
kiyaslandiginda 6nemli dl¢lide azaldigr goriilmiistiir. Yine ayni sekilde transwell invazyon
deneyinden elde edilen veriler FOXD1 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerin invazyon
kapasitesinde istatistiksel olarak anlaml1 bir azalmaya neden oldugunu gdstermistir. /n vitro

deneylerden elde edilen sonuglar, FOXD1'in susturulmasinin 22Rvl prostat kanseri
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hiicrelerinin proliferasyonunu, migrasyonunu ve invazyonunu oOnemli olgiide azalttigini

gostermektedir.

EMT, epitel hiicrelerinin epitelyal fenotiplerini kaybetmelerine ve mezenkimal hiicrelerin
ozelliklerini kazanmasina neden olan biyolojik bir siirectir [177,178]. EMT nin ¢ok hiicreli
organizmalarin morfogenezi sirasinda kritik bir siire¢ oldugu gibi, aym1 zamanda
timorigenez, invazyon ve metastazda yer alan anahtar siireclerden biri oldugu da
diisiiniilmektedir [179,180,181,58,182]. Bu nedenle, FOXD1’in EMT siirecinde diizenleyici
bir role sahip olup olmadigimi tespit etmek icin, FOXD1’in susturulmasinin 22Rvl
hiicrelerinde EMT ile iliskili baz1 proteinlerin ifade diizeylerinde bir degisiklige neden olup

olmadig analiz edilmistir.

EMT siirecinde hiicrelerde E-kaderin gibi epitelyal belirteclerin ifadesinde azalma, N-
kaderin, Vimentin gibi mezenkimal belirteclerin ifadesinde artis meydana gelmektedir.
Ayrica, Snail proteinin, E-kaderin ifadesini baskilayarak EMT'yi indiikleyebildigi
bilinmektedir. Western blot analizinden elde edilen sonuglar, 22Rv1 hiicrelerinde FOXD1’in
susturulmasinin E-kaderin, Vimentin ve Snail’in ifadesi iizerinde herhangi bir etkiye sahip
olmadigin1 gostermistir. Ancak, N-kaderin ifadesinde Onemli oranda bir azalma

gozlenmistir.

EMT sirasinda E-kaderin ifadesinin kaybinin genellikle kanser hiicrelerinin ayrigmasina ve
invazyonuna izin vererek metastaz1 tesvik ettigi diisliniilmektedir [183,184,185]. Bununla
birlikte, caligmamizda FOXD1 ifadesi baskilanan 22Rv1 hiicreleri ile siNK ve 22Rvl
gruplar1 arasinda E-kaderin ifadesi bakimindan bir farklilik gézlenmemistir. Literatiirde yer
alan baz1 calismalarda bir¢ok metastatik dokunun yliksek seviyelerde E-kaderin ifadesine
sahip olabildigi ve E-kaderin ifade eden epitel hiicrelerin, kanserlerde EMT gecirmeden
invaziv hale gelebildigi ve metastaz yapabildigi bildirilmistir [186,187,188,189]. Ayrica, son
yillarda yapilan baz1 caligmalarda, E-kaderinin kanser hiicrelerinin disseminasyonu,
intravazasyonu ve hayatta kalmasinda dnemli roller oynadigi rapor edilmistir [190,191]. Bu
caligmalardan elde edilen veriler birlikte degerlendirildiginde, metastaz ile iligkili EMT
stirecinin, E-kaderin gibi geleneksel bir EMT belirtecinin ekspresyon paterni kullanilarak

tahmin edilemeyecegi goriilmektedir.
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EMT'de yer alan diger onemli bir faktér N-kaderin'dir. E-kaderin'den farkli olarak, N-
kaderin ifadesinin artmasinin, tiimor hiicrelerinin migrasyon ve invazyon kapasitelerini
arttirdig1 bildirilmistir [192]. Literatiirde yer alan bazi arastirmalarda, E-kaderin-pozitif
kanser hiicre hatlarinda, N-kaderinin asir1 ifadesinin, hiicreleri hem in vitro hem de in vivo
olarak daha invaziv hale getirdigi, ancak E-kaderinin ifadesinde paralel yonde bir azalma
olmadig1 bildirilmistir [193,194]. Bu sonuglar, N-kaderinin, E-kaderin varliginda bile kanser
metastazini  destekleyebilecegini gostermektedir [192]. Bu calismada, western blot
analizinden elde edilen veriler incelendiginde siRNA uygulanan hiicrelerde siNK ve 22Rv1
gruplart ile karsilagtirlldiginda E-kaderin ifadesinde gruplar arasinda degisim
gozlenmemistir, ancak N-kaderin ifadesinde azalma oldugu goriilmiistiir. N-kaderin
ifadesinde meydana gelen azalmanin 22Rv1 hiicrelerinin migrasyon ve invazyon

kapasitelerinde meydana gelen azalmaya katki saglamis olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Wnt/B-katenin sinyal yolagi hem normal prostat gelisiminde hem de prostat kanseri
ilerlemesinde rol oynamaktadir [195]. Literatiirdeki mevcut calismalarda, invaziv prostat
kanseri hiicre hatlarinda ve primer prostat kanseri drneklerinde wnt-1 ve B-katenin ifadesinin
arttigr rapor edilmistir [97,196]. Wnt sinyali, B-katenin bozulmasini Onlemekte ve f-
katenin'in sitoplazmik/niikleer birikimine neden olmaktadir [83]. B-katenin c¢ekirdege
girdiginde ise, bir transkripsiyon koaktivatorii olarak islev gérmekte ve c-myc, siklin D1,
MMP7, uPA ve AR gibi proliferasyon, migrasyon, invazyon ve metastazda yer alan hedef

genleri aktive etmektedir [83,197].

B-kateninin stabilizasyonu ve niikleer translokasyonu, Wnt/B-katenin sinyalizasyonunda
merkezi olaylardir [198]. Boylece, P-katenin'in protein seviyesini veya hiicre ici
lokalizasyonunu etkileyen herhangi bir molekiil, Wnt transkripsiyonel yanitinin
bliytlikliigiinii dogrudan kontrol eder. Literatiirde yer alan mevcut bilgilerin ¢ogu, bir¢ok
FOX transkripsiyon faktorleri ailesi {liyesinin kanser hiicrelerinde Wnt aktivatorleri veya
inhibitorleri olarak hareket ettigini gostermektedir [199,200]. FOX proteinlerinin kanserdeki
roliiniin, Wnt yolundaki islevleriyle tutarli oldugu goriilmektedir; yani, Wnt yolu
aktivatorleri olarak g¢alisan FOX proteinleri genellikle timor olusumunu tesvik eder ve
kanserlerde indiiklenir, oysa Wnt sinyalini inhibe eden FOX ailesi iiyeleri siklikla timor

baskilayicilar olarak taninir ve azalmig ekspresyon sergiler [200].
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Siklin DI, iyi bilinen bir Wnt hedef genidir. Prostat kanseri hiicrelerinin proliferatif
potansiyelini arttirmak i¢in genellikle ileri evre prostat kanseri ile iligkilidir [201]. Wnt/B-
katenin sinyal yolaginin prostat kanseri olusumu ve gelisimindeki dnemli rolii g6z Oniine
alindiginda, prostat kanserinde Wnt/B-katenin sinyal yolagmin aktivasyonunun FOXDI
tarafindan diizenlenip diizenlenmedigini arastirdik. Mevcut calismada, FOXDI1’in
susturulmasinin, 22Rv1 hiicrelerinde B-katenin ve siklin D1'in protein ifade diizeylerini
onemli Ol¢lide azalttigini gozlemledik. Ancak, c-myc ifadesinde gruplar arasinda degisim
gozlemlemedik. Bu bulgular, FOXD1’in prostat kanserinde en azindan kismen Wnt/3-
katenin sinyal yolaginda goérev alan ilgili proteinleri ve ardindan siklin D1’in ifadesini
diizenleyerek hiicrelerin proliferasyon, migrasyon ve invazyonunu diizenleyebilecegini

gostermektedir.

Karsinomla iligkili EMT baglaminda yapilan calismalarin ve mevcut bilgilerin ¢ogu,
hiicrenin migrasyon ve invazyon davranigindaki artist nedensel olarak EMT ile
iligkilendirmistir ve her iki durumunda EMT'min aywirt edici Ozellikleri oldugu
diistiniilmektedir. Ancak EMT gegiren bir hiicrenin her zaman gd¢ ve invazyon davranisinda

artis olup olmayacagi yoniinde ¢eliskili bulgular rapor edilmistir.

Schaeffer ve arkadaslarmin (2014), migrasyon ve invazyondaki degisikliklerin EMT ile
pozitif olarak iligkilendirmenin gerekip gerekmedigini arastirdiklar: ¢alismalarinda, gelismis
migrasyonun EMT'nin fenotipik bir gerekliligi olmadigini bildirmislerdir. Bu ¢aligmada, iki
EMT modelinde birkag in vitro ve in vivo migrasyon ve invazyon deneyi kullanilarak EMT,
migrasyon ve invazyon arasindaki iliski aragtirllmistir. EMT gecirmis (post-EMT)
hiicre hatt1 olarak si¢an prostat adenokarsinom hiicre hatt1 olan AT3, EMT ge¢irmemis (pre-
EMT) hiicre hatt1 olarak ise epitelyal DT hiicre hatti model olarak kullanilmigtir. Yara
iyilesme ve transwell migrasyon deneylerinde AT3 hiicrelerinin DT hiicrelerinden daha
yavag go¢ ettigi bulunmustur. Transwell invazyon deneylerinde ise AT3 hiicrelerinin DT
hiicrelerine gdre matrigel kapli membrandan daha fazla invaze olma yetenegine sahip
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, DT ve AT3 hiicrelerinin in vivo migrasyon ve invazyon
kabiliyetini belirlemek icin deney hayvani modeli kullanilmistir. AT3 hiicrelerinin, DT
hiicrelerinden daha az gd¢men ancak daha istilact bir fenotip sergiledikleri bildirilmistir.
Calismadan elde edilen veriler goz Oniine alindiginda, arastirmacilar migrasyonun EMT
gecirmemis hiicrelere kiyasla EMT gecirmis hiicrelerde her zaman artmadigini ve migrasyon

ve invazyonun birbiri ile baglantili olmadigini rapor etmistir [202].
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Kang ve arkadaslarinin 2016 yilinda yayinladiklar1 bir ¢aligmada, DU145 prostat kanseri
hiicresinde PSCA'nin susturulmasinin, DU145 hiicrelerinin migrasyon ve invazyonunu
azalttigini, ancak ayni anda EMT siirecinde gorev alan E-kaderin, B-katenin ifadelerinde
azalma, Vimentin, Fibronektin, Snail, Slug ve Twist ifadelerinde artis ile EMT'yi
indiikledigini bildirmislerdir. Bu nedenle azalan metastatik potansiyelin EMT'den bagimsiz
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica EMT'nin metastatik hiicresel davranisinda hiicre igerigine
bagl (context-dependent) bir rolii oldugunu ve bu bulgularin diger prostat kanseri hiicre

hatlarinda dogrulanmasi gerektigini belirtmislerdir [203].

Literatirde yer alan baz1 c¢alismalarda, c¢esitli kanser hiicrelerinde FOXDI1’in
susturulmasinin proliferasyon, migrasyon, invazyon ve EMT'yi 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi
bildirilmigtir. Mevcut calismada ise, FOXD1’in susturulmasmin 22Rvl hiicrelerinin
proliferasyon, migrasyon ve invazyon yeteneklerinde onemli Ol¢iide azalmaya neden
oldugunu gozlemledik. Ancak, ¢alismada kullanilan EMT belirteclerinin tamaminda degisim
meydana gelmemesi nedeniyle, FOXD1’in susturulmasi ile 22Rv1 hiicrelerinin migrasyon
ve invazyon yeteneklerinde meydana gelen azalmanin EMT'den bagimsiz olarak

gerceklestigini diislinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Prostat kanseri erkeklerde en sik goriilen kanserlerden biridir. Prostat kanserinin erken
evrelerinde cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel tedaviler faydali
olabilmektedir. Bununla birlikte, kanser uzak organlara metastaz yaptiginda, geleneksel
tedaviler sadece palyatiftir. Bu nedenle, prostat kanserinin tedavisine yonelik yeni terapdtik
hedeflerin arastirilmasi ve bu terapotik hedeflerin etkilesime girdikleri hiicresel sinyal
yolaklarinin  belirlenmesi, prostat kanserinin ilerlemesinde rol oynayan molekiiler

mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi agisindan 6nem arz etmektedir.

Son yillarda yapilan g¢aligmalar, insan kanserlerinde FOXDI1’in kritik rol oynadigini
gostermistir. Bununla birlikte, daha onceki yillarda yapilan bir ¢calismada FOXD1'in prostat
kanseri hastalarinin tiimorlii dokularindan alinan 6rneklerde normal prostat dokusundan
alinan Orneklere kiyasla yliksek diizeyde ifade edildigi bulunmustur, ancak bu calismada

prostat kanserinin gelisiminde ve ilerlemesinde FOXD1'in rolii aragtirllmamustir.

Bu tez calismasinda, FOXD1'in prostat kanseri hiicre hatlarinda normal prostat epitel hiicre
hattina kiyasla daha yiiksek diizeyde ifade edildigi bulunmustur. Ayrica, 22Rv1 hiicrelerinde
FOXD1'in ifadesinin baskilanmasinin, prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu,
migrasyonunu ve invazyonunu Onemli Olclide azalttigi tespit edilmistir. Bu durum,
FOXD1'in prostat kanserinde onkojenik fonksiyonu olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bunlara
ilaveten, FOXD1'in susturulmasinin bazi EMT proteinleri ve Wnt/B-katenin yolaginda
gorevli bazi1 proteinlerin ifadeleri {izerindeki etkileri de arastirilmistir. FOXD1'in
susturulmasinin, Wnt/B-katenin sinyal yolaginda gorevli B-katenin ve siklin DI’in
ifadelerini etkiledigi belirlenmistir. Ancak, N-kaderin disindaki EMT ile iliskili proteinlerin
ifadesi iizerine etki etmedigi gézlenmistir. Bu durum, FOXD1’in susturulmasi ile 22Rvl
hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon ve invazyon kabiliyetinde meydana gelen azalmanin
EMT’den bagimsiz oldugunu gostermistir. Ancak, FOXD1’in fonksiyonlarini
degerlendirirken, ¢alisilan hiicre hattinin icerigine bagl olarak farkli hiicre hatlarinda farkl
etkilere yol acabilecegini g6z Onlinde bulundurmak ve fonksiyonu hakkinda daha
detayli bilgi edinmek i¢in daha fazla g¢alisma yapmak gerekmektedir. Ayrica, prostat
kanserinde FOXD1'in asir1 ifadelendirilmesinin proliferasyon, migrasyon, invazyon ve

Wnt/B-katenin sinyal yolaginda gorevli proteinlerin ifadesini nasil diizenleyeceginin
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molekiiler mekanizmas1 da arastirilmalidir. Bunun yani sira, mevcut bulgularin hayvan

modellerinde dogrulanmasi gerekmektedir.

Sonug olarak, bu calisma, FOXD1'in susturulmasmin prostat kanseri ilerlemesi sirasinda
Wnt/B-katenin sinyal yolagini baskilayarak, 22Rv1 hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon ve
invazyon potansiyellerini azalttigini gosteren ilk calismadir. Bu baglamda, ¢alismamizin
kanser biyolojisindeki mevcut FOXDI1 anlayigsina katki saglayacagi diisiincesindeyiz.
Sonuglarimiz, FOXD1'in prostat karsinogenezinde ve ilerlemesinde Onemli bir rol
oynadigimi gostermistir. Bu nedenle, FOXD1'in ifade durumu yeni bir prognostik faktor

olabilecegi gibi, prostat kanseri tedavisi i¢in potansiyel bir terapdtik hedef olabilir.
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