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ÖZET 

ÖZGÜR E. (2017). Prostat Kanserinde Prostat Kanser Antijen 3’ün Androjenle 

İlişkisinin Araştırılması. İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Temel 

Onkoloji Anabilim Dalı. Doktora Tezi. İstanbul. 

 

‘Prostat kanser antijen 3’ (PCA3) olarak adlandırılan kodlamayan RNA, prostat 

kanserinde önem kazanan genlerden biridir. PCA3, prostat tümörlerinde ve prostat 

kanseri hücre soylarında aşırı ifade edilmektedir. Ayrıca, çok sayıda çalışmada 

PCA3’ün idrarda saptanmasının prostat kanseri teşhisindeki yararlılığı araştırılmaktadır. 

Son yıllarda elde edilen bulgular, bu kodlamayan RNA geninin prostat kanser tedavi 

stratejilerinde hedef moleküllerden biri olabileceğine işaret etmektedir. Bundan 

hareketle, tez çalışmasında PCA3 geninin androjen yolağı ile ilişkisi ve prostat kanseri 

hücrelerinin sağkalımı üzerindeki etkisinin incelenmesi amaçlandı. Bu amaçla, farklı 

klinik durumları temsil eden farklı prostat kanseri hücre modelleri kullanıldı; androjen 

reseptörü (AR) ifade eden ve androjen duyarlı LNCaP hücreleri ile yüksek oranda AR 

ifade eden LNCAP-AR+ hücreleri ve androjenden bağımsız büyüyebilen VCaP 

hücreleri. Tek başına veya androjen reseptör blokajı ile kombinasyon halinde, PCA3 

geninin baskılanmasının androjen yolağında yer alan genler (PSA, PRNCR1 ve 

PCGEM1) ile hücre sağkalımı üzerindeki etkisi incelendi. PCA3 geni, siRNA-aracılı 

yaklaşımla baskılanırken, AR enzalutamid ile bloke edildi. Gen ifadesi nicel PZR ile, 

hücre sağkalımı ise gerçek zamanlı hücre analizi, klonojenik test ve apoptoz ölçümü 

yaklaşımları incelendi. Tez çalışmasının bulguları, LNCaP hücrelerinin androjenle 

muamele edilmesi sonucu, PCA3’ün PSA’ya göre çok daha etkin bir şekilde 

uyarıldığını ortaya koymuştur. PCA3 geninin baskılandığı hücrelerde PSA ve PCGEM1 

ifadesi azalırken, PRNCR1 geninde önemli bir değişiklik saptanmadı. PCA3 

baskılanması, AR blokajı ile kombine edildiğinde etki daha yüksek idi. Prostat kanseri 

hücrelerinde PCA3 geninin susturulması, prostat kanseri hücrelerinin sağkalımını 

azaltırken, AR antagonisti olan enzalutamidin yol açtığı sitotoksisiteyi arttırmaktadır. 

Sonuç olarak, çalışmanın bulguları, PCA3’ün androjen yolağının bir parçası olduğunu 

ve bu genin baskılanmasının prostat kanser hücrelerinin sağkalımını azalttığını ortaya 

koymaktadır. PCA3 prostat kanseri tedavisinde hedef moleküllerden biri olarak 

karşımıza çıkmaktadır.  

 

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, PCA3, androjen, enzalutamid, hücre kültürü 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No: 50722. 
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ABSTRACT 

Ozgur E. (2017). Investigation of the Relationship between Prostate Cancer Antigen 3 

and Androgen in Prostate Cancer. İstanbul University, Institute of Health Science, 

Department of Basic Oncology. Doctorate Thesis. Istanbul.  

 

The non-coding RNA gene, called 'Prostate cancer antigen 3' (PCA3), is one of the 

emerging molecules in prostate cancer. PCA3 has been shown to be expressed highly in 

prostate cancer cell lines and cancerous prostate tissues as compared with benign 

prostate tissues. Furthermore, urinary PCA3 has recently been studied extensively for its 

utility in prostate cancer detection. In view of latest findings, PCA3is supposed to be a 

relevant target of treatment strategies in prostate cancer. Therefore, in this Thesis, the 

involvement of the PCA3 in the androgen pathway and the effect of PCA3 on the 

survival of prostate cancer cells were investigated. For this, we designed an in vitro 

investigation to study the effect of PCA3 targeting on androgen receptor (AR-related 

genes (PSA, PRNCR1 and PCGEM1) and the viability of PCa cells, in combination 

with enzalutamide-mediated AR inhibition. In hormone-sensitive LNCaP cells, AR-

overexpressing LNCaP-AR+ cells and VCaP cells (representing castration-resistant 

prostate cancer), PCA3 was silenced using siRNA oligonucleotides. Gene expression 

was analyzed by real-time PCR, and the cell viability assessed in PCA3-silenced and/or 

AR-blocked cells by a real-time cellular analysis, clonogenic assay or apoptosis 

measurement. The findings reveal that the treatment of LNCaP cells with androgen has 

a much higher effect on PCA3 than on PSA. In PCA3-silenced cells, PSA and 

PCGEM1 were down-regulated whereas PRNCR1 was not affected. The silencing of 

the PCA3 gene in prostate cancer cells declined their survival and sensitized them to 

enzalutamide. In conclusion, our findings reveal that PCA3 is a component of androgen 

pathway and its silencing is associated with a reduced survival of prostate cancer cells. 

PCA3 proved to be a target of prostate cancer treatment strategies.  

 

Keywords: Prostate cancer, PCA3, Androgen, Enzalutamide, Cell culture. 

This Project has been funded by the Istanbul University Scientific Research Projects 

Coordination Unit. Project No: 50722 

 

 



1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 Prostat bezinin malign bir hastalığı olan prostat kanseri, tüm dünyada erkeklerde 

en sık görülen ikinci kanserdir ve kanserden ölümlerde ön sıralarda yer almaktadır [1]. 

Prostat kanseri, androjene bağımlı bir hastalıktır. Androjen reseptörü  (AR) üzerinden 

etki eden androjen, karmaşık bir transkripsiyonel program ile prostat kanseri gelişimini 

ve büyümesini düzenler. AR, prostat intraepitelyal neoplazinin (PIN) erken evrelerinden 

organ-sınırlı invaziv prostat kanserine, metastatik tümörden hormonal tedavinin öncesi 

ve sonrası olmak üzere prostat karsinogenezinin farklı aşamalarında ifade edilir [2-4]. 

Bu nedenle, androjenler ve androjen reseptörü prostat kanseri araştırmalarının en önemli 

alanını teşkil etmektedir. AR aktivitesini kontrol eden stratejiler prostat kanseri 

tedavisinin temel modalitelerini oluşturur. AR sinyali, prostat kanser hücreleri için 

önemli bir sağkalım yolağıdır ve androjen deprivasyon tedavisi (ADT) lokal ileri ve 

metastatik prostat kanserinde başlıca tedavi yöntemidir [5]. ADT, hücre döngüsünün 

durdurulması ve apoptotik hücre ölümü yoluyla tümor büyümesini ve hastalığın 

ilerlemesini yavaşlatır [6-8]. Hastaların birçoğunda ADT cevaba yol açar, ancak tedavi 

sürecinde yüksek oranda agresif, tedavi edilemeyen ve yüksek mortalite ile ilişkili olan 

‘kastrasyona dirençli’ hastalık gelişir. Kastrasyona dirençli prostat kanserinde 

kemoterapötik ajanlar kullanılırken, yeni nesil androjen biyosentez inhibitörleri veya 

androjen reseptör antagonistleri kullanılmaya başlanmıştır  [9]. 

 Prostat kanserinde öne çıkan ve yüksek biyobelirteç potansiyeli taşıyan 

moleküllerden biri, 1999 yılında Bussemakers and Issacs tarafından keşfedilen ve 

‘prostat kanser antijen 3’ (PCA3) olarak adlandırılmış moleküldür [10]. Uzun 

kodlamayan RNA geni olan PCA3, normal prostat dokusunda düşük; prostat kanseri 

hücre soylarında ve primer prostat tümörlerinde ise aşırı ifade edilir [11, 12]. PCA3’ün 

idrarda saptanması prostat kanserinin erken dönemde saptanmasında diagnostik 

doğruluğu arttırmaktadır [13]. PCA3, sınırlı ve patolojik olarak anlamlı olmayan prostat 

kanseri için prediktif değerde iken, lokal ileri hastalık veya agresif kanserde değerinin 

düşük olduğu gösterilmiştir. Güncel sonuçlar, PCA3’ün diğer biyobelirteçlerle 

kombinasyonunun prostat kanserinin diagnostik ve prognostik doğruluğunu 

iyileştireceğine işaret etmektedir.  

 PCA3 geninin, prostat spesifik antijen (PSA) ve prostatik asit fosfotaz (PAP) 

gibi androjenler tarafından uyarıldığı ve AR hedef genlerini modüle ettiği gösterilmiştir 
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[14]. Bu bulgulardan ve prostat kanserindeki öneminden hareketle, PCA3 molekülünün 

prostat kanserinin tedavi modalitelerinde hedef moleküllerden biri olabileceği 

düşünülmektedir. PCA3 geninin baskılanmasının prostat kanseri tedavisinin etkinliğini 

arttıracağı öngörülmektedir.  

 Tez çalışmasında PCA3 geninin androjen yolağı ile ilişkisi ve prostat kanseri 

hücrelerinin sağkalımı üzerindeki etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. Deneysel 

çalışma niteliğinde olan bu tezde, ilk olarak, PCA3’ün androjen tarafından ne ölçüde 

uyarıldığı incelenecektir. Bunu takiben, farklı prostat kanseri hücre modelleri (AR ifade 

eden ve androjen duyarlı LNCaP hücreleri ile yüksek oranda AR ifade eden LNCAP-

AR+ hücreleri ve androjenden bağımsız büyüyebilen VCaP hücreleri) kullanılarak 

PCA3 geninin baskılanmasının etkileri araştırılacaktır. PSA ve androjen yolağı ile 

ilişkilendirilmiş iki kodlamayan RNA’nın (PRNCR1 ve PCGEM1) anlatım 

düzeylerinini PCA3 baskılanmasından nasıl etkilendiği incelenecektir. PCA3 geninin 

baskılanmasının prostat kanseri hücrelerinin sağkalımını nasıl etkilediğinin araştırılması 

tez çalışmasının önemli hedeflerinden biridir. Bununla ilişkili olarak, ayrıca, PCA3 

susturulmasının, yeni nesil AR antagonisti olan enzalutamidin etkisini etkileyip 

etkilemediği incelenecektir.   

 Tez çalışmasında, PCA3 geninin androjen yolağındaki önemi ve anti-AR tedavi 

yaklaşımını etkileme potansiyeli konusunda yararlı bilgiler elde edileceği 

öngörülmektedir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Prostat Bezi 

 Erkek üreme sisteminin bir parçası olan prostat, mesanenin altında bulunan, 

üretrayı çevreleyen ekzokrin bir bezdir. Prostat, idrar akışını kısıtlamak için hareket 

eder ve ince alkalin prostatik sıvı salgılayarak spermin hayatta kalmasına ve motilitesine 

yardımcı olur  [15]. Prostat bezi, farklı işlevsel bölümlerden oluşur. 1981 yılında 

McNeal prostat bezini biyolojik ve histolojik özelliklerine göre 4 temel anatomik 

bölgeye ayırmıştır [16] (Şekil 2-1). Her bölge prostatik üretradan köken alır ve kendine 

özgü yapısal özelliklere sahiptir. Bu bölgeler; merkez bölge, periferik bölge, 

transizyonel bölge ve fibromüsküler stroma. Bu dört bölge,  prostat bezinin ceviz 

şeklindeki yapısını oluşturmak üzere bir yalancı kapsül içinde sıkıştırılır [17]. Periferik 

bölge, prostatın glandüler kısmının yaklaşık %70’ini oluşturur [18] ve prostat 

kanserlerinin büyük bir kısmı bu bölgeden gelişir. Periferik ve transizyon bölgelerinin 

arasında yer alan merkez bölge ise glandüler dokunun yaklaşık %25’ini oluşturur ve bu 

bölgeden nadiren kanser gelişir. Transizyonel bölge, bezin yaklaşık %5’ini oluşturan ve 

klinik olarak önemli olan bir alandır. Çünkü bu bölge, ilerleyen yaş ile genişleyen ve 

Selim Prostat Hiperplazisinin (BPH) meydana geldiği alandır. Fibromüsküler stroma 

ise, glandüler yapıda olmayıp, üretranın önünde yer alan ve üretral direncin 

sağlanmasında önemli rol oynayan bölgedir [19, 20]. 

 

Şekil 2-1: Prostat bezinin anatomisi 
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2.2. Prostat Bezinin Hastalıkları 

 Erkeklerde yaş ilerledikçe prostata bağlı hastalıkların gelişme riski artmaktadır. 

En yaygın olarak görülen prostat hastalıkları, prostat bezinin iltihabı (prostatit), BPH, 

prostat kanserinin öncüsü olarak kabul edilen proliferatif inflamatuar atrofi (PIA) ve 

prostatik intraepitelyal neoplazi ile prostat kanseridir.  

 

2.2.1. Prostatit 

 Prostat bezinin iltihabı veya enfeksiyonu nedeni ile oluşan prostatit, şişkinlik ve 

çeşitli üriner problemlerle ortaya çıkan bir hastalıktır. Her yaşta görülebilmesine karşın, 

genç erkeklerde daha sık görülmektedir [21]. Hastalığın oluşmasına yol açan potansiyel 

risk faktörleri arasında virüsler, idrar reflüsü, beslenme ile ilişkili faktörler ve fiziksel 

travma yer almaktadır [22]. Prostat bezinin kronik iltihabı en yaygın olarak periferik 

bölgede görülür [20]. 

 

2.2.2. Selim Prostat Hiperplazi (BPH) 

 BPH, sıklıkla transizyonel bölgedeki genişlemeyle ortaya çıkan prostat bezinin 

malin olmayan büyümedir. BPH, progresif bir hastalıktır ve ileri yaş en önemli risk 

faktörüdür. BPH, 40’lı yaşlardaki erkeklerin yaklaşık %25’inde görülürken, 80 yaş 

üzerindeki erkeklerde %90 oranında rastlanılmaktadır [23]. Bazen prostatın üretra 

çevresindeki iç bölümü büyümeye devam eder ve bu durum ciddi problemlere yol açar. 

Prostat büyüdüğünde üretranın basısı nedeniyle idrar akışı kolayca kısıtlanır ve bu 

durum ağrı (dizüri), gece sık idrara çıkma (noktüri) ve mesanenin tam boşaltılamaması 

gibi bazı semptomlara yol açar. Amerika Birleşik Devletleri’nde (ABD) yaklaşık 14 

milyon erkeğin BPH nedeni bu sorunlarla karşı karşıya olduğu tahmin edilmektedir [24-

26]. 

 

2.2.3. Prostat Kanserinin Öncül Oluşumları 

 Prostat kanseri, PIA veya PIN ile başlar ve daha sonra invaziv adeno karsinom 

gelişir.  PIA, kronik inflamasyon ile yakından ilişkilidir. Sık görülen bu lezyonda, mast 

hücreleri ve makrofajlar gibi kronik inflamatuar hücre infiltrasyonları ve prostatın 

periferik bölgesindeki atrofik hücrelerin yapılar izlenir  [27, 28]. Etkilenmiş olan 

epitelyal luminal hücreler büyümüş çekirdek, artmış çoğalma hızı ve azalmış apoptoz 
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oranı sergilerler [29]. Çoğunlukla periferik bölgedeki yerleşimi nedeniyle PIN yada 

prostat kanserine dönüşebilmektedir [27]. 

 PIN, prostatta asinüs ve salgı kanallarındaki epitel hücrelerin neoplastik 

büyümesidir. Bu hücreler, genişlemiş çekirdek, çekirdekçik ve artmış hücre çoğalması 

ile karakterizedir [30, 31]. Gözlenen değişiklikler sadece luminal hücreleri etkiler ve 

bazal tabaka bozulmadan kalır. PIN, düşük dereceli (sınıf I) ve yüksek dereceli (sınıf II-

III) olarak sınıflandırılsa da, günümüzde, PIN ile yüksek dereceli olanlar 

kastedilmektedir. Çünkü, düşük dereceli PIN prognostik bir değere sahip değildir. 

Yüksek dereceli PIN ise prostat kanseri gelişimi için öncü lezyon olarak kabul edilir 

[30, 32, 33]. Yüksek dereceli PIN ile prostat kanserinin sıklıkla periferik bölgede ortaya 

çıkması bu görüşü destekler niteliktedir [34, 35]. Klinik olarak, yüksek dereceli PIN’e 

sahip hastaların %40'ından fazlasında, tanıdan 3 yıl sonra prostat kanseri teşhisi 

konulmaktadır [30]. Diğer taraftan, PIN lezyonları ve prostat kanserinde ortak bazı 

çeşitli genetik değişiklikler de tanımlanmıştır. Örneğin, TMPRSS2-ERG gen füzyonu 

ve 8p12-21’de genetik kaybın her ikisinde de görülmesi, yüksek dereceli PIN’in prostat 

kanserinin doğrudan öncüsü olabileceğine işaret etmektedir [31, 36]. 

 

2.2.4. Prostat Kanseri 

 Normal hücrelerin çoğalması, doku yapısının bütünlüğünü ve fonksiyonunu 

sağlayan büyüme destekleyici faktörler ve hücre döngüsünün kontrol noktalarında yer 

alan proteinler ile kontrol edilir [37]. Kanser hücreleri ise kazandıkları bazı özellikler 

sayesinde kontrol noktalarından kaçarak, bağımsız olarak çoğalma yöntemleri 

geliştirmişlerdir. Bu özellikler; ‘sürekli’ aktif büyüme sinyallerine sahip olma, 

büyümeyi baskılayıcı faktörlere direnç, immün denetimden kaçma, replikatif 

ölümsüzlüğün sağlanması, tümör progresyonununu arttıran inflamasyon, anjiyogenez, 

invazyon ve metastazın aktive edilmesi, genom kararsızlığı, hücre ölümüne karşı direnç 

ve hücresel enerji metabolizmasındaki değişikliklerdir [38]. 

Prostat epitel hücrelerinin kontrolsüz büyümesi sonucu gelişen prostat kanseri 

dünya genelinde erkeklerde ikinci en sık görülen kanser tipi olup kansere bağlı 

ölümlerde de ön sıralarda yer alır [39]. Dünya genelinde görülme sıklığı değişkenlik 

gösteren prostat kanserlerinin yaklaşık %70 kadarı gelişmiş ülkelerde ortaya 

çıkmaktadır [40]. Prostat kanserinin gelişiminde yaş, aile öyküsü ve etnik köken gibi 

birçok risk faktörü tanımlanmıştır. Yaş, prostat kanseri için temel risk faktörüdür. Yaşa 
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göre düzeltilmiş insidans eğrileri incelendiğinde 55 yaşın üzerindeki erkeklerde prostat 

kanseri riskinin yükselmeye başladığı ve 74 yaşında riskin en yüksek seviyeye ulaştığı 

görülmektedir [41]. Prostat kanserlerinin %10-20'si ailesel, geriye kalan büyük bölümü 

ise sporadiktir [42-44]. Bununla birlikte, 44.788 ikiz üzerinde yapılan bir çalışmada, 

prostat kanseri gelişimi için kalıtsal faktörlerin %42'lik bir risk oluşturduğu 

gösterilmiştir [45]. Ayrıca siyahi etnik köken, prostat kanserine yakalanma riskini 1.4 

kat arttırmaktadır [46]. Yukarıda bahsedilen risk faktörlerine ek olarak diyet, yaşam 

tarzı, çevresel faktörler ve steroid hormonlar gibi bazı etmenlerin prostat kanseri 

gelişiminde rol oynayabileceği düşünülmektedir.  

 Bir adenokarsinom olarak sınıflandırılan prostat kanseri yaygın olarak prostat 

bezinin periferik bölgesinden gelişir. Prostatta farklı hücre tipleri bulunmasına karşın, 

tüm prostat kanserlerinin yaklaşık %95’i prostatik kanallarda salgı yapan hücrelerden 

köken alır. Diğer %5’lik kısmı ise nadir olarak görülen transizyonel hücre karsinom, 

küçük hücreli karsinom ve skuamöz hücreli karsinom gibi histopatolojik tipleri 

oluşturur [47, 48]. Prostat kanseri yavaş büyüyen bir malinitedir; organa sınırlı kalarak 

yıllarca semptom oluşturmadan kalabilir. Hastalık ilerlemeye başladığında, ilk olarak 

kapsül aracılığı ile invazyon yapar ve lokal olarak çevre dokulara yayılır. En sonunda 

lenf nodları, kemik, akciğer ve karaciğer gibi organlara yayılım gerçekleşir. 

 Günümüzde prostat kanserinin saptanmasında, parmakla rektal muayene (PRM) 

ve serumda PSA miktarının tayini yöntemlerinden yararlanılmaktadır. PSA normal 

prostat sekresyonlarında üretilen bir kallikrein-ilişkili serin proteazdır. Ancak, bazal 

membranın ve tümör büyümesiyle normal prostat yapısının bozulması sonucu prostat 

kanserli hastaların kan dolaşımına salınır [49]. PSA düzeylerini ölçmek için yapılan kan 

testleri 1990'lı yılların başlarından bu yana hastalığı saptamak ve tedaviye cevabı 

izlemek amacıyla kullanılmaktadır [49]. PRM ve PSA ölçümü,  tüm prostat kanser 

vakalarını saptamaya yetecek kadar duyarlı değildir. Ayrıca bu incelemeler, prostatit 

veya BPH varlığında gereksiz biyopsileri önleyecek kadar duyarlı değildirler [50]. Bir 

hasta anormal PRM bulguları ve/veya yüksek PSA seviyesine sahipse prostat biyopsisi 

ile kesin tanı konulur.  

 Prostat biyopsileri, 1966 yılında Donald F. Gleason tarafından geliştirilen [51] 

ve Gleason skoru olarak adlandırılan histolojik derecelendirme sistemi kullanılarak 

skorlanır [52]. Çoğunlukla birden fazla odak halinde görülen bir adenokarsinom olan 

prostat kanserinin derecelendirmesinde yaygın kullanılan bu sistem, 2005 ve 2010'da 
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güncellenmiştir [53, 54]. Bu derecelendirme, tümörün ne kadar hızlı büyüyeceğinin ve 

yayılacağının öngörülmesini sağlayan bir ölçüttür. Bu sistemde doku yapısı, büyüme ve 

farklılaşma düzeyine göre 2 puanlama yapılır (her biri 1 ile 5 arasında). Birincisi, 

farklılaşmış hücrelerdeki baskın hücre tipini tanımlarken, ikinci rakam ikincil baskın 

hücre tipini tanımlar. 2 ile 10 arası değişen Gleason skoru, en baskın olan iki skorun 

toplamıdır. Düşük Gleason skoru kanserin agresifliğinin sınırlı olduğunu gösterirken, 

yüksek Gleason skoru kanserin metastaz yapma olasılığının arttığının işaretidir [53, 54].  

 Klinik prostat kanseri evrelemesi ise 1992 yılında Amerikan Kanser Komitesi 

(AJCC) ve Kansere Karşı Uluslararası Birlik (UICC) tarafından geliştirilen, 2010 

yılında güncellenen TNM (Tümör-Lenf-Metastaz) sistemi kullanılarak yapılır [55, 56]. 

Bu sınıflamada primer tümörün boyutu (T), lenf nodlarına yayılım durumu (N) ve uzak 

metastaz (M) değerlendirilmektedir. Klinik olarak prostat kanserlerini 3 gruba 

ayrılmaktadır: Lokalize prostat kanseri, lokal ileri evre prostat kanseri ve metastatik 

prostat kanseri. 

 ABD’de prostat kanseri tanısı alan erkeklerin %90'nından fazlasında, tümörün 

prostatı çevreleyen dokularla sınırlı olduğu lokal hastalık mevcuttur [57]. Lokalize 

prostat kanseri tanısı konan erkeklerde ortalama 5 yıllık sağkalım oranı yaklaşık 

%100'dür [57]. Lokalize hastalığı olan erkekler için tedavi seçenekleri aktif izlem, 

prostatektomi veya radyasyon tedavisidir [58, 59]. Ancak lokalize prostat kanserlerinin 

yaklaşık %30'u 5 yıl içerisinde ileri evre hastalığa dönüşür [58]. Klinik olarak bölgesel 

lenf nodu tutulumu ya da uzak organ metastazı olmadan, kapsül dışı yayılım gösteren 

prostat kanseri, lokal ileri evre hastalık olarak tanımlanmakta olup, klinik evrelemede 

T3 veya T4 olarak sınıflandırılır. Yüksek riskli (Gleason skoru 7 ve /veya artmış PSA, 

>20 ng/mL) lokal hastalığa sahip hastalar ile lokal ileri hastalığa sahip hastalarda, 

cerrahi sonrası hormon tedavisi veya bunun radyoterapi ile kombinasyonu birlikte 

kullanılabilmektedir [60]. 

 Prostat kanseri prostat bezinin ve pelvik bölgenin dışına yayıldığında, ileri evre 

ya da metastatik prostat kanseri olarak adlandırılır. ABD’de, prostat kanseri olan 

erkeklerin %4'ü tanı esnasında ileri evre hastalığa sahiptir ve ortalama 5 yıllık sağkalım 

oranı %31'dir [57]. Prostat kanserlerinin büyük çoğunluğu bölgesel lenf nodlarına veya 

kemiğe metastaz yapar. Kemik metastazı ileri evre prostat kanserli hastaların %90'ında 

mevcuttur ve hastalığa özgül mortalitenin en sık nedenini oluşturur [61]. Metastatik 

prostat kanserli hastaların çoğunluğu bir süre sonra hormon tedavisine direnç kazanırlar. 
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Hastalarda kastrasyon direnci geliştiğinde androjen baskılanmasına devam edilir ve ek 

olarak hormon terapisi ve kemoterapötik ajanlar uygulanır. Hormonal veya hormon 

replasman tedavisi (kastrasyon), erkek hormonlarını baskılar. Son yıllarda yeni nesil 

androjen biyosentez inhibitörleri (abirateron asetat) veya androjen reseptör 

antagonistleri (örn.enzalutamid) başarılı bir şekilde uygulanmaktadır. 

 

2.3. Prostat Kanseri Gelişiminin Moleküler Temelleri 

 Karsinogenez, farklı genetik değişikliklerin birikmesiyle ortaya çıkan ve birkaç 

aşamada gerçekleşen karmaşık bir süreç olarak nitelendirilir. Diğer birçok solid tümörde 

olduğu gibi, prostat kanserinin de farklı aşamalarının özgül genetik değişikliklerle 

ilişkili olduğu kabul edilmektedir. Yeni nesil dizileme ve mikrodizin temelli 

çalışmaların ilerlemesi ile prostat kanserlerindeki genetik değişiklikler aydınlatılmaya 

başlansa da [62-67], prostat kanserinin başlamasından sorumlu olabilecek ‘tek’ bir 

moleküler olay henüz tanımlanmamıştır. Kronik inflamasyon, oksidatif stres, 

kromozomal değişiklikler, genetik mutasyonlar ve epigenetik değişiklikler de dahil 

olmak üzere çok sayıda değişikliğin prostat kanserinin gelişmesine katkıda bulunduğu 

düşünülmektedir [68]. Prostat kanserinde yaygın olarak görülen genomik bozukluklar: 

TMPRSS2-ETS gen füzyonu, p53, AR, RB1 ve PTEN/PIK3CA'nın mutasyonları ve 

kopya sayısı değişikliklerinin yanı sıra BRCA2 ve ATM gibi DNA onarım genlerindeki 

değişikliklerdir [66, 69-74]. 

 Androjenler tarafından düzenlenen bir serin proteaz olan Trans Membran 

Proteaz Serin 2 (TMPRSS2) ile ETS transkripsiyon faktör ailesine ait ERG ve ETV1 

arasında oluşan füzyon malin prostat tümörlerinin yaklaşık %50-79’unda saptanmıştır 

[62, 65, 67, 75]. TMPRSS2–ETS füzyonu lokalize prostat kanserinde kötü prognoz ile 

ilişkilidir [76]. TMPRSS2-ERG füzyonuna ilaveten kromozom 8q'de kromozomal 

kazançlar; kromozom 3p, 8p, 10q, 13q ve 17p' de kayıplar görülmektedir [67, 77, 78]. 

8q21'de NKX3-1, 10q23'te PTEN ve 8q24'de MYC gibi birkaç önemli düzenleyici gen 

genetik değişikliklerden etkilenmektedir [68].  

 Prostat tümörlerinin yaklaşık %3-47’sinde p53 gen mutasyonları, %2-15 

kadarında ise homozigot delesyon saptanmaktadır [63, 67]. Bu protein, genomik 

stabilitenin korunmasında ve tümör oluşumunun önlenmesinde önemli yer tutar. Prostat 

kanserinde önem taşıyan diğer bir gen olan PTEN (Fosfataz ve Tensin Homolog); PI3K 

(fosfoinositol-3-kinaz) ve AKT'yi içeren sinyal yolağı, hücre çoğalması ve hücre 
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ölümünün düzenlenmesinde merkezi rol oynar [79]. PI3K/AKT/mTOR yolağı, prostat 

kanserinin metastatik potansiyelinin temelini oluşturur ve hedef tedavi yolaklarının 

başında gelir [69]. Erken evre prostat kanserinde PTEN'in bir kopyası sıklıkla 

kaybedilirken, ileri evre kanserde genin her iki kopyası da işlevsiz hale gelebilmektedir. 

PTEN, PI3K’yı etkisiz hale getiren bir fosfolipid fosfatazdır [80]. Prostat tümörlerinin 

yaklaşık %2-14'ünde PTEN mutasyonları ve %12-41'inde ise allel kaybı 

oluşabilmektedir [62, 65-67].  

 Bunların dışında, kanserlerin yaklaşık %2-20’sinde, hücre döngüsünün 

ilerlemesi, apoptoz ve hücresel dönüşümde önemli rol oynayan MYC geni 

amplifikasyonu gözlenmektedir [81]. Ayrıca son zamanlarda prostat kanserlerinin bir 

kısmında, BRCA2 ve ATM gibi DNA onarım genlerinde hem germline hem de somatik 

mutasyonların gerçekleştiği bildirilmektedir [66, 81, 82]. 

 Bunlara ek olarak, histon modifikasyonları ve DNA metilasyonundaki global 

değişiklikler, normal prostat dokusunda ve prostat tümörlerinde tanımlanmıştır [83-85]. 

En çarpıcı epigenetik değişikliklerden biri, prostat kanseri vakalarının %90'ında 

saptanan GSTP1 geninde CpG hipermetilasyonudur [86]. Ayrıca, prostat kanserinde 

DNMT3A, DNMT3B ve EZH2 gibi DNA metilasyonu ve histon metilasyonunun 

düzenlenmesinde rol oynayan birkaç proteinin ifadesinde artış gösterilmiştir [84, 87]. 

 

2.4. Androjenler ve Androjen Reseptörü 

 Erkek steroid hormonları olan androjenler,  prostatın embriyonik gelişimi ve 

işlevlerini sürdürmesi için gerekli olmakla beraber prostat kanseri gelişimi de genel 

olarak androjenlere bağımlıdır [88]. Androjenler çoğunlukla (%90 oranında) testislerde 

Leydig hücreleri tarafından testosteron olarak üretilir [89]. Böbrek üstü bezlerde de 

(%10) androjenler üretilmesine karşın, bu, doku androjenlerinin birincil kaynağı 

değildir [90]. Testosteron üretimi hipotalamus-hipofiz bezi-gonadal aks tarafından 

düzenlenir. Hipotalamus, luteinize edici hormonu salgılatan hormonu (LHRH) salgılar 

ve bu şekilde hipofiz bezi tarafından luteinize edici hormon (LH) salınımını uyarır. LH, 

testislerdeki Leydig hücreleri tarafından testosteron üretimini uyarır. Kandaki 

testosteron seviyeleri, bir negatif ‘geri bildirimle’ kontrol edilir [91]. Dolaşımdaki 

testosteron genellikle seks hormonu bağlayıcı globulin (SHBG), albumin ve 

kortikosteroid bağlayıcı globulin gibi serum proteinlerine bağlanır [89]. Proteinlere 

bağlı testosteronlar, daha sonra bu proteinlerden ayrılarak prostat hücrelerinin plazma 

http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/luteinize edici hormonu salg%C4%B1latan hormon
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zarları boyunca difüze olarak 5α-redüktaz enzimleri (SRD5A1, SRD5A2) tarafından 

sitoplazmada AR'nin aynı türden ligandı olan dihidrotestosterona (DHT) dönüştürülür. 

SRD5A1'in varlığı, prostatta, testosterondan daha etkin bir androjen olan DHT’den 

zengin bir mikroçevre oluşturur [92, 93]. 

 Prostat bezinin işlevlerini etkin bir şekilde sürdürebilmesi için androjenler, 

özellikle de testosteron ve DHT gereklidir. Prostat bazal epitel hücrelerinin, salgılayıcı 

luminal epitel hücrelerine farklılaşması androjenler tarafından düzenlenir. Bununla 

birlikte, androjenler aynı zamanda stromal hücrelerin parakrin desteğiyle epitel 

hücrelerinin çoğalmasını da uyarır. Stromal hücreler epitel hücrelerinin hayatta kalması 

için çok önemli olan büyüme ve sağkalım faktörleri salgılarlar. Bu büyüme desteği, 

androjenler ve AR sinyali aracılığı ile meydana gelir. Androjenler olmadan, örneğin 

kastrasyondan sonra, epitelin stromal hücreleri tarafından epitele verilen destek bloke 

edilir; böylece epitelyal hücreleri hızla apoptoz yoluyla ölürler. 

 Androjenlerin işlevi, ligand tarafından uyarılabilir bir transkripsiyon faktörü olan 

AR aracılığı ile gerçekleşir [94-96]. AR, X kromozomu (Xq11-12)  üzerinde, yaklaşık 

90 kb uzunluğunda 8 ekzondan oluşan bir genomik bölge tarafından kodlanır. AR 

reseptörü, prostat bezindeki tüm hücre tiplerinde ifade edilmez. Lüminal salgı hücreleri 

yüksek düzeyde AR ifade ederken [97]; bazal hücrelerin, nöroendokrin hücrelerin ve 

kök hücrelerinin çoğunluğu AR negatiftir ve androjenlerden bağımsız olarak işlev 

görürler [98]. AR, steroid nükleer reseptör süperailesine ait bir üyedir [99, 100]. Steroid 

reseptör ailesinin diğer üyelerine göre daha fazla korunmuş olan AR, yapısal olarak 4 

fonksiyonel bölgeye ayrılır (Şekil 2-2). Bunlar; az korunmuş N-terminal bölgesi (NTD), 

yüksek oranda korunmuş DNA bağlayıcı bölge (DBD), orta derecede korunmuş ligand 

bağlama bölgesi (LBD) ve kısa bir aminoasit dizisi olan ‘Hinge bölgesi’dir [99-102]. 
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Şekil 2-2: Androjen reseptör geni ve AR proteinin şematik yapısı  

 

 AR’nin en büyük bölgesi olan N-terminal domaini (NTD), ekzon 1 tarafından 

kodlanır ve reseptörün, transkripsiyonel aktivasyon işlevine sahip alandır. NTD, iki 

transkripsiyonel aktivasyon birimini (TAU-1 ve TAU-5) içeren, ligandtan bağımsız 

transkripsiyonel aktivasyon birimini (AF-1) barındırır [103]. TAU5, NTD içindeki 

yapısal transkripsiyonel aktivitenin temel sorumlusudur [104]. 

 Ekzon 2 ve 3 tarafından kodlanan DNA bağlanma domaini (DBD) başlıca iki 

çinko parmak alandan oluşur. İlk çinko parmak, DNA oluğu içindeki gen spesifik 

nükleotid etkileşimlerini koordine eden korunmuş bir P-kutusu motifi içerir. İkinci 

çinko parmak ise, reseptör homodimer oluşumu için DBD/LBD bağlanma yeri olarak 

işlev gören korunmuş bir D-kutusu motifine sahiptir [105]. Bu iki çinko parmak, 

DNA'nın tanınması ve bağlanması için kritik önem taşır. 

 Yaklaşık 50 aminoasitlik kısa bir diziden oluşan “Hinge Bölgesi” LBD'yi 

DBD'den ayırır. Bu bölge, AR’nin çekirdek içine geçişi için çift taraflı ligand bağımlı 

nükleer lokalizasyon sinyalinin (NLS) bir kısmını da içerir. Bir hücre iskeleti proteini 

olan Filamin-A (FlnA), AR'nin Hinge, DBD ve LBD bölgeleri ile etkileşime girer ve 

AR’nin çekirdeğe geçişini kolaylaştırır. FlnA negatif hücre soylarında, AR'nin nükleer 

geçişi gerçekleşmemekte ve uzun süren androjen maruziyetinden sonra dahi AR 

sitoplazmada kalmaktadır [106]. 
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 Ekzon 4-8 tarafından kodlanan ligand bağlanma domaini (LBD), AR 

ligandlarının bağlanmasına yardımcı olur ve dimerizasyona katılan aminoasitleri içerir. 

Ayrıca LBD, ligand bağımlı aktivasyon fonksiyonu 2 (AF-2) olarak adlandırılan bir 

bölge taşır. Bu bölge spesifik ligand bağlanması, dimerizasyon ve transaktivasyon için 

gereklidir [100, 101].  

 Aktif olmayan AR, ısı-şok proteinleri (HSP) ailesinden şaperon proteinlerine 

(özellikle HSP90) bağlı olarak sitoplazmada bulunur [107]. LBD, reseptörün 

istenmeyen aktivasyonunu önlemek için inhibe edici özellikler sergiler [108]. AR’nin 

klasik etki yolağında, testosteron veya DHT'nin AR'nin LBD’ye bağlanması ile bir dizi 

konformasyonel değişiklikler meydana gelir ve böylece AR’nin HSP'lerden ve şaperon 

moleküllerinden ayrılması uyarılır. Bu değişiklikler ile AR’nin fosforilasyonu 

gerçekleşir ve aktif formdaki AR kompleksi hızla hücre çekirdeğine geçer. Çekirdekteki 

aktif AR, eş-düzenleyicilerle ile etkileşime girer ve hedef genlerin promotör 

bölgelerinde bulunan androjen cevap elementlerine (ARE) dimer halinde bağlanır [109] 

(Şekil 2-3). AR, hücre büyümesi, farklılaşması ve sağkalımına ek olarak birçok genin 

transkripsiyonunu kontrol eder [110, 111]. 

 Bu klasik AR genomik sinyal yolağı, birkaç saat içinde gerçekleşen bir süreç 

olup yazılım ve hücre çoğalması için, AR’nin çekirdeğe geçişine ve DNA’ya 

bağlanmasına bağımlıdır. Buna karşılık, klasik olmayan ve ‘genomik olmayan AR 

sinyal yolağı’ olarak adlandırılan durumda, AR dakikalar içinde sitoplazmada hücre içi 

sinyal molekülleri ile etkileşir. Bu yolakta aktif AR, direkt olarak PI3K'nin p85α 

düzenleyici alt birimi, Src’nin SH3 (Src homoloji 3) domaini ve Ras/Raf-1 ile doğrudan 

etkileşime girebilmektedir. Bunun sonucunda MAPK/ERK (mitojen-aktive protein 

kinaz/ekstrasellüler sinyal regüle kinaz) aktivasyonu ve hücre çoğalması uyarılır [112-

114].  
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Şekil 2-3: Androjen reseptör yolağının işleyişi 

 

2.5. Androjen Reseptörü ve Prostat Kanseri 

 1941 yılında Haggins ve Hodges’un [115], prostat kanseri büyümesinin ve 

ilerlemesinin androjen bağımlı olduğunu göstermelerinden bu yana androjenler ve AR, 

prostat kanserinin en önemli moleküllerini oluştururlar  [116]. Yukarıda bahsedildiği 

gibi lokalize ve lokal ileri prostat kanseri için aktif izlem, radikal prostatektomi ve 

radyasyon terapisi tedavi seçenekleri oluştururlar. Metastatik prostat kanserinde ise, 

temel tedavi seçenekleri kemoterapi (dosetaksel) ve ADT’dir. Serum testosteron 

seviyeleri, testislerin cerrahi olarak çıkarılması (orşidektomi), LHRH agonistleri ve 

bunların kombinasyonunu kullanarak veya AR işlevini bloke eden AR antagonistleri 

kullanılarak düşürülür [117-119]. ADT ileri evre prostat kanseri tedavisinde temel 

yaklaşım olmaya devam etmektedir.  

 ADT'nin birincil amacı testis kaynaklı androjenlerin üretimini baskılamaktır. 

ADT, hücre döngüsünün durdurulması ve apoptotik hücre ölümü yoluyla tümör 

büyümesini ve hastalığın ilerlemesini yavaşlatır [6-8]. Başlangıçta ADT'ye yanıt gelişir; 

ancak birçok hastada birkaç yıl (2-3) içinde, androjen seviyelerinin düşürülmesine 

rağmen, tümör hücrelerinin kendi büyümelerini sağlayacak mekanizmalar geliştirdiği 

kastrasyona dirençli prostat kanseri (KDPK) gelişir [5]. Hormona duyarlı prostat kanseri 

ile karşılaştırıldığında KDPK'li hastaların prognozu bariz şekilde daha kötüdür [120]. 

Klinik çalışmalarda KDPK'li hastaların medyan sağkalımı 9-30 ay arasında 

değişmektedir [120]. Bu durum, abirateron asetat ve enzalutamid gibi ikinci nesil AR 
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sinyal yolağı inhibitörlerinin geliştirilmesine yol açmıştır. Abirateron asetat, adrenal 

bezlerden ve tümör mikroçevresinden ekstragonadal testosteron sentezini inhibe etmek 

için tasarlanmış, CYP17A1 (Sitokrom P450 17A1) enziminin geri dönüşsüz bir 

inhibitörüdür [121]. 

 Enzalutamid ise, 2012 yılında ABD gıda ve ilaç kurumu (FDA) tarafından 

onaylanmış ilk AR inhibitörüdür ve etki mekanizması ile, hem birinci nesil anti-

androjenlerden (örneğin bikalutamid) hem de androjen biyosentezi inhibitörlerinden 

(örneğin abirateron asetat) ayrılır  [122, 123]. Enzalutamid, AR antagonist ailesinin bir 

üyesi olan tiohidantoin türevidir ve diğer AR antagonistlerine kıyasla daha yüksek AR 

afinitesine sahiptir. Enzalutamid ile tedavi edilen hastaların yarısından çoğunda, serum 

PSA düzeyinde %50'den fazla azalma gözlemlenmiştir. Bu molekül KDPK’li hastalarda 

kemoterapi sonrası genel sağkalımı (OS) arttırmaktadır [124]. Yapılan in vitro 

çalışmalar enzalutamidin AR’nin LBD’sine bağlanarak AR sinyal yolunu üç ana 

aşamada etkilediğini göstermektedir. Bu ikinci nesil AR antagonisti; androjenlerin 

AR'ye bağlanmasını engelleyerek, aktif AR'ın çekirdeğe geçişini bloke ederek ve AR ile 

DNA'nın bağlanmasını önleyerek etki gösterir [9, 125]. 

 

2.6. AR Sinyali ile Düzenlenen Yolaklar  

 AR sinyali, genel metabolizma ve biyosentez, lipid ve kolestrol biyosentezi, yağ 

asidi metabolizması, endoplazmatik retikulum (ER) stresine yanıt ve glikozilasyon da 

dahil olmak üzere prostat kanseri gelişiminde ve ilerlemesinde önemli olduğu bilinen 

çok sayıda yolakla doğrudan bağlantılıdır [111, 126-133]. 

 PI3K/AKT sinyal yolağı, prostat kanserinin ilerlemesinde önemli bir mekanizma 

olup,  primer tümörlerin %42, metastatik tümörlerin ise %49'unda yolağın değişime 

uğradığı saptanmıştır [67]. PI3K/AKT sinyal yolağının negatif düzenleyicisi olan tümör 

baskılayıcı gen PTEN'in kaybı, hemen hemen tüm metastatik KDPK vakalarında 

PIK3CA ve AKT1 mutasyonları ile birlikte görülmektedir [66, 134]. AR sinyali ile 

PI3K yolu arasındaki karşılıklı çapraz etkileşim KDPK'nın gelişiminde temel 

mekanizmalardan biri olarak kabul edilmektedir [135]. PI3K proteininin düzenleyici alt 

ünitesi olan PIK3R1’in ifadesi androjen ile düzenlenir ve prostat kanser dokularında 

baskılanmıştır. Bu da AR sinyalizasyonu ve PI3K yolağı arasındaki transkripsiyonel 

bağlantıyı desteklemektedir [136]. Ayrıca, AR ve PI3K sinyal yolaklarının birlikte 

inhibisyonu, kanserin KDPK’ye ilerlemesini önemli ölçüde sınırlamaktadır.  
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 Prostat kanserlerinde yaygın olarak görülen diğer bir genetik lezyon 

RAS/ERK1/ERK2 sinyal yolağının bozulmasıdır. Primer tümörlerin %43,  metastatik 

tümörlerin %90'ında bu yolakta yer alan genlerde aktive edici mutasyonlar görülür [67]. 

RAS/ERK1/ERK2’nin aktivasyonunun, prostat kanseri progresyonunda PTEN kaybının 

etkisini arttırdığı düşünülmektedir [137]. 

 KDPK gelişiminde Wnt/β-katenin yolağının rolü konusunda da bilgiler 

artmaktadır    [138]. β-katenin, AR ile etkileşerek, ligand bağlama hassasiyetini ve 

özgüllüğünü değiştirerek transkripsiyonel aktiviteyi arttırmaktadır [139, 140]. Primer 

prostat tümörlerine kıyasla ileri evre tümörlerde ve KDPK'da çekirdekte β-katenin 

anlatımının arttığı gözlenmiştir [141, 142]. Ayrıca KDPK’lı hastalarda β-katenini 

kodlayan dizilerde aktive edici mutasyonlar ve APC’de tekrarlayan değişiklikler 

tanımlanmıştır [66, 143]. 

 

2.7. Kastrasyona Dirençli Prostat Kanserinin Gelişimi 

 KDPK, geleneksel olarak ‘hormona dirençli’ veya ‘androjen bağımsız’ prostat 

kanseri olarak adlandırılsa da günümüzde tercih edilen terminoloji ‘kastrasyona 

dirençli’ kavramıdır. ADT tedavisi sürecinde, serum testosteronun kastrasyon seviyeleri 

(<50 ng/dL) ile aşağıdaki kriterlerden birini veya birkaçını karşılayan kanserler 

‘kastrasyona dirençli’ olarak kabul edilir: 

1) PSA serum seviyelerinin yükselmesi (biyokimyasal progresyon),  

2) Önceden mevcut olan kanser varlığında belirtilerin gelişimi (klinik progresyon), 

3) Görüntüleme ile teyit edilmiş yeni metastatik lezyonların saptanması (radyografik 

progresyon) [144, 145]. 

 Androjene bağımlı prostat kanserinin KDPK'ye ilerlemesine yol açan 

mekanizmalar büyük ölçüde belirsizliğini korumaktadır. Dolaşımdaki androjenlerin 

azaltılmasına ve AR blokajına rağmen, devam eden AR sinyalizasyonun KDPK’nın 

gelişiminde merkezi rol oynadığı düşünülmektedir [94, 146]. KDPK’da gözlenen 

androjen bağımsız büyüme ile ilişkili birçok mekanizma ve alternatif yolak 

bulunmaktadır. Bunların büyük çoğunluğu AR aracılığıyla gerçekleşir. Dolayısıyla, AR 

sinyalinin baskılanması, prostat kanserinin tedavisinde terapötik hedef olmaya devam 

etmektedir. 
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2.7.1. Androjen Reseptör Amplifikasyonu ve Aşırı Duyarlılık 

 AR üretimindeki artış KDPK'da AR sinyalinin etkinleşmesine yol açar. AR aşırı 

ekspresyonu KDPK'de en sık görülen genetik değişimdir. AR geninde amplifikasyon, 

mRNA transkripsiyonunun artması ya da mRNA veya proteinin stabilizasyonunun 

artması daha fazla AR üretilmesi ile sonuçlanır [147]. AR geninde kopya sayısı kazancı 

KDPK’lı hastaların %50'sinde saptanmıştır [65, 66, 148]. AR amplifikasyonu, tümör 

hücrelerinin düşük testosteron seviyelerine aşırı duyarlı hale gelmesine yol açar. Diğer 

taraftan, metastatik KDPK’lı hastaların dolaşımdaki tümör hücrelerinde (CTC'ler) ve 

serbest (cell-free) tümör DNA'sında (ctDNA) hem AR hem de CYP17A1'de geninde 

kopya sayısı değişiklikleri gösterilmiştir [149-151]. 

 

2.7.2. Androjen Reseptör Gen Mutasyonları 

 AR nokta mutasyonları lokal ve lokal ileri tümörlerde saptansa da, genel olarak, 

ileri derece androjen bağımsız kanserlerde, özellikle de anti-androjenlerle tedaviden 

sonra görülür. KDPK’lı hastalarının yaklaşık %10-30'unda AR mutasyonları 

görülmektedir [152]. KDPK’da saptanan mutasyonların çoğunluğu (%49) AR’nin LBD 

bölgesinde gerçekleşir. Bunu, NTD (%40), DBD (%7) ve hinge bölgesi (%2) izler 

[153]. En sık rastlanan AR mutasyonu, 877. nükleotidteki treonin aminositinin alanine 

(T877A) dönüştüğü nokta mutasyonudur. T877A mutasyonu AR'nin LBD domaininde 

meydana gelir ve KDPK’lı vakaların yaklaşık üçte birinde görülür [154]. LBD'deki 

mutasyonlar ligand özgünlüğünü genişleterek östrojen, progesteron ve hatta androjen 

antagonisti flutamidi içeren çok sayıda endojen hormon ile reseptörün aktive olmasına 

yol açabilir [155]. NTD ve DBD'de meydana gelen mutasyonlar, eş-düzenleyicilere 

karşı reseptör afinitesini ve çekirdeğe geçişi etkileyebilmektedir [156]. 

 

2.7.3. Androjen Reseptör Varyantları 

 Alternatif gen kırpılması veya AR geninin yeniden düzenlenmesi yoluyla ortaya 

çıkan yapısal olarak aktif AR varyantları (AR-V), son yıllarda kastrasyona dirençli 

büyümeye katkıda bulunan bir unsur olarak giderek daha fazla araştırılmaktadır. Çok 

sayıda yapısal olarak aktif AR varyantı tanımlanmıştır. Bu varyantların büyük 

çoğunluğu, proteinin C-terminal ucunun kesilmesi veya ekzon atlaması yapılarak, LBD 

bölgesinin kaybı sonucu oluşur. AR varyantlarının en yaygın olanları AR-V7 [157] ve 
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ARv567es [158] olup, her ikisinde de işlevsel bir LBD yoktur. Ancak nükleer 

lokalizasyon sinyali muhafaza edilmiştir. Bu değişiklikler çekirdeğe geçişi sağlar ve 

androjenlerin yokluğunda veya enzalutamid varlığında AR sinyalini kolaylaştırır [159, 

160]. Yüksek düzeyde AR-V7 ve ARv567es ifadesi saptanan hastalarda prognoz 

olumsuz etkilenir ve daha kısa sağkalım oranları söz konusudur [161]. Metastatik 

KDPK hastalarının dolaşımındaki tümör hücrelerinde AR-V7 mRNA transkriptleri 

saptanmıştır ve abirateron asetat ve enzalutamide karşı direnç için yüksek prediktif 

değere sahiptir [162, 163]. Bu bulgu, AR ek varyantlarının potansiyel prognostik ve 

prediktif belirteçler olarak önemine işaret etmektedir. 

 

2.7.4. Androjen Reseptörünün Eş-Düzenleyicileri 

 AR için eş-düzenleyici (ko-regülatörler) olarak görev yapan birçok farklı protein 

tanımlanmıştır. Bu proteinler, AR'nin transkripsiyonel aktivitesini arttırıcı (ko-

aktivatörler) ya da baskılayıcı (ko-represörler) olarak işlev görebilirler. Bu eş-

düzenleyici proteinlerin ekspresyonu prostat kanseri progresyonunun farklı 

aşamalarında değişir ve bunun sonucunda prostat kanseri hücrelerinin çoğalması, 

apoptoz, migrasyon, invazyon ve farklılaşmasını etkileyebilir [164]. ADT sürecinde 

P300, CBP ve Tip60 dahil olmak üzere birkaç AR eş-düzenleyici molekülün ifadesinin 

arttığı gözlenmiştir [165-167]. P300/CBP yolağı androjenden bağımsız IL-6 aracılı AR 

aktivasyonunu uyarır [168]. Tip60, AR'nin çekirdeğe geçişi ile hücre çoğalmasını 

arttırır [169]. 

 

2.7.5. Tümör İçi Androjen Biyosentezi 

 ADT sonrası düşük serum testosteron düzeyleri elde edilmesine karşın, tümör içi 

testosteron seviyeleri kanserin ilerlemesini uyarmak için yeterli düzeyde kalabilir. Bu 

durum, steroid biyosentezinin değiştirildiğini göstermektedir. Birçok çalışma, prostat 

kanseri hücrelerinin, kolesterol [170] ve adrenal androjen dehidroepiandrosteron (DHEA) 

gibi farklı androjen öncüllerinden testosteron sentezleyebildiğini göstermiştir [171]. Buna 

ek olarak, testosteron biyosentezinde yer alan birkaç genin ifadesi KDPK’de artmaktadır.  

Bu genler; öncül moleküllerin testosterona dönüşmesini katalizleyen bir enzimi kodlayan 

AKR1C3, testosteronu DHT'ye dönüştüren SRD5A1/2 ve kolesterolün androjen öncüllerine 

dönüştürülmesinden sorumlu CYP17A1 ve HSD17B6’dır [172]. 
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2.7.6.  Liganddan –Bağımsız Aktivasyon  

ADT, AR sinyalini baskılamak için kullanılsa da, AR'yi stabilize eden ve ligand 

bağlanmasından bağımsız olarak transkripsiyonel aktiviteyi arttıran bir dizi sitokin ve 

büyüme faktörü bulunmaktadır. İnterlökin-6 (IL-6), immün regülasyon için önemli olan 

ve hücre çoğalmasını düzenleyen çok işlevli bir sitokindir [173]. Androjenler, androjen 

duyarlı LNCaP prostat kanseri hücre soylarında IL-6 ekspresyonunu uyarır [174]. 

Bunun tersi de gerçekleşebilir; IL-6, düşük androjen konsantrasyonlarında bile, AR 

aktivitesini ligandtan bağımsız ve sinerjik bir şekilde düzenleyebilir [175, 176]. Serum 

IL-6 düzeyleri prostat kanserinde önemli bir prognostik faktördür ve KDPK 

hastalarında artmış IL-6 serum seviyeleri bildirilmiştir [177]. JAK-STAT, MAPK ve 

PI3K-AKT sinyal yollarının, IL-6 ile AR aktivasyonunda önemli olduğu gösterilmiştir 

[178, 179]. 

Epidermal büyüme faktörü reseptörü (Her2/neu) hücre büyümesinde ve 

farklılaşmada önemli bir rol oynayan bir reseptör tirozin kinaz onkoproteinidir [180]. 

Her2/neu gen amplifikasyonu ve Her2/neu proteininin aşırı ekspresyonu, meme kanseri 

ve yumurtalık kanseri de dahil olmak üzere birçok kanser türünün ilerlemesine yol açar 

[181]. KDPK’de Her2/neu ifadesi artmaktadır ve androjenlerin yokluğunda Akt (protein 

kinaz B) aktivasyonu vasıtasıyla hücre büyümesini ve sağkalımını teşvik etmektedir 

[182, 183]. 

 Transkripsiyon faktörü nükleer faktör kappa B (NF-κB) ailesi insan 

malinitelerinde onkogenik yolağın önemli bir bileşenidir. AR’nin, androjenlerin 

yokluğunda NF-κB sinyalini aktive ettiği ve androjenlerin varlığında NF-κB'yi 

baskıladığı düşünülmektedir [184]. Yapılan in vitro çalışmalarda androjenlerin 

bulunmadığı durumlarda, NF-κB sinyalinin yapısal olarak aktifleştirilmesinin, AR 

mRNA ve protein düzeylerini, AR transaktivasyon aktivitesini ve hücre çoğalmasını 

önemli ölçüde arttırdığı gösterilmiştir [185].  

 

2.8. Androjen Reseptörünün Hedef Genleri 

 Mikrodizin yaklaşımı ile yapılan gen ifadesi çalışmaları, hücredeki tüm 

transkriptlerin yaklaşık %24'ünün doğrudan veya dolaylı olarak androjenler tarafından 

düzenlenebileceğini öne sürmektedir [186, 187]. AR, hedef genlerin androjen cevap 

elementlerine (ARE'ler) bağlanarak androjene cevap veren genlerin ifadesini düzenler. 
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Dizi analizi ve kromatin immüno çökeltme (ChIP) teknikleri klasik ARE'lere ek olarak, 

hedef genden uzak bölgelerde bile (300 kb) bulunabilen doğal olmayan birkaç AR 

bağlanma bölgesi tanımlamıştır [188]. 

PAP, PSA ve TMPRSS2 en yaygın olarak bilinen ve araştırılan AR hedef 

genleri arasında yer alırlar. Bunlara ek olarak, son zamanlarda mikroRNA ve uzun 

kodlamayan RNA’ların androjen yolağındaki rolü konusunda yeni bulgular 

bildirilmektedir [189, 190]. 

 

2.8.1. Prostat Asidik Fosfataz (PAP) 

 PAP geni kromozom 3q21q23'de yer alır. PAP, prostat epitel hücrelerinde 

sentezlenen ve prostat sıvısına salınan 100 kDa büyüklüğünde bir lipid fosfataz kodlar. 

PAP’ın, hücresel ve salgılanan formu olmak üzere farklı biyokimyasal özelliklere sahip 

iki formu bulunur. PAP'ın androjenler tarafından doğrudan bifazik bir şekilde 

düzenlendiği ve hem normal prostatta hem de prostat kanserinde yüksek oranda ifade 

edildiği gösterilmiştir [191-193]. Hücresel PAP seviyeleri ileri evre prostat kanserinde 

azalır ve PAP ifadesi hücre büyümesi ve kanser ilerlemesi ile negatif olarak ilişkilidir. 

Ancak PAP düzeylerinin azalmasına neden olan moleküler mekanizmalar 

bilinmemektedir. 

 
2.8.2. Prostat Spesifik Antijen (PSA) 

 AR’nin en önemli hedef genlerinden birisi olan PSA, insan kallikrein (KLK) 

ailesinin bir üyesidir ve kromozom 19q13.41'de yerleşiktir. PSA, 33 kDa'luk moleküler 

ağırlığa sahip bir glikoproteini kodlar ve serin proteaz olarak işlev görür. Tüm kallikrein 

genleri, benzer boyuttaki beş ekzona sahiptir ve yüksek dizi homolojisi gösterirler. 

Ayrıca bu peptidazların birçoğu birkaç alternatif bağlanma varyantına sahiptir ve 

androjenler tarafından düzenlendiği bilinmektedir [194]. 

 PSA, sperm hareketliliğini kolaylaştırmak için prostat epiteli tarafından üretilen 

seminal sıvının bir bileşenidir [195]. Malin hücrelerden periferik dolaşıma PSA 

salınmasından dolayı prostat kanserli hastaların serumunda bu proteinin seviyeleri 

yükselme eğilimindedir [196]. PSA, prostata özgü olmasına karşın tümör spesifik 

değildir ve BPH, prostatit, travma ve alt üriner sistem enfeksiyonlarında da seviyesi 

yükselebilmektedir. Yüksek serum PSA değerlerine sahip erkeklerin yaklaşık %70'inde 

biyopside histolojik olarak prostat kanseri bulgusu bulunmamaktadır [197, 198]. 
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Dahası, normal PSA düzeyleri olan erkekler arasında %15 kadarı prostat kanserine 

sahip olabilmektedir [199]. PSA’nın, ekstrasellülar matriks glikoproteinlerini doğrudan 

parçalayarak ve hücre göçünü kolaylaştırarak prostat kanserinin ilerlemesinde rol 

oynadığı düşünülmektedir [200, 201]. 

 
2.8.3. TMPRSSS2-ERG 

 2005 yılında, prostat tümörlerinde androjen tarafından düzenlenen zar-geçen bir 

serin proteaz kodlayan TMPRSS2 geninin 5'-UTR bölgesi ile ETS transkripsiyon faktör 

ailesinin iki üyesi arasında (ERG ve ETV1) yaygın olarak bulunan füzyonlar 

tanımlanmıştır [202]. Bütün bu füzyonlar AR'nin transkripsiyonel kontrolü altında 

bulunur. En sık görülen füzyon olan ve klinik insidansı %50'yi aşan TMPRSS2-

ERG’nin başlangıçta prostat kanserinin agresif, invaziv bir alt tipi ile ilişkili olduğu 

düşünülmekte idi [203]. Ancak, bu gen füzyonunun prognostik değeri tam olarak 

tanımlanamamıştır. Bazı çalışmalar, TMPRSS2-ERG gen füzyonu pozitif olan 

olgularda, bu genetik değişikliğin, agresif prostat kanseri, metastaz ve mortalite ile 

ilişkili olduğunu ileri sürerken [204, 205], diğer bazıları bu füzyon ile klinik sonuç 

arasında bir korelasyon saptayamamıştır [206].  

 
2.9. Kodlamayan RNA’lar 

 RNA molekülleri protein kodlama özelliklerine göre ikiye ayrılır: protein 

kodlama yeteneğine sahip olan haberci RNA (mRNA) molekülleri ve protein kodlama 

potansiyeli olmayan veya çok az olan ‘kodlamayan RNA'lar’ (ncRNA'lar). Moleküler 

biyolojinin santral dogmasının temel bileşeni olan mRNA'lar, DNA'dan ribozomlara 

genetik bilgi aktarıp protein sentezine aracılık yaparlar. Yüksek çıktılı dizileme 

teknolojilerinin hızlı bir şekilde gelişmesi ve uygulanması ile ökaryotik genomların 

yaklaşık % 90'ının yazılıma uğradığı ve mRNA'ların toplam RNA'ların yalnızca %1-

2'sini oluşturduğu gösterilmiştir [207].  

 ncRNA'lar işlevlerine bağlı olarak ‘yaşamsal’ ncRNA'lar ve ‘düzenleyici’ 

ncRNA'lar olarak sınıflandırılabilir. Yaşamsal ncRNA’lar olarak bilinen transfer 

RNA’lar (tRNA’lar), ribozomal RNA (rRNA’lar), küçük çekirdek RNA’ları  

(snRNA’lar) ve küçük çekirdekçik RNA’ları (snoRNA) protein sentezi başta olmak 

üzere birçok hücresel süreçte görev yapan bileşenlerdir. Düzenleyici ncRNA’lar ise 

genellikle küçük ncRNA’lar ve uzun kodlamayan RNA’lar (lncRNA) olarak 

adlandırılırlar [208]. 
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 miRNA'lar olarak adlandırılan kısa (yaklaşık 17-25 nükleotid uzunluğunda) 

kodlamayan RNA'lar, memeli genomunun %1-3'ünü oluşturur [209]. miRNA’lar gen 

ifadesinin yazılım sonrası aşamada negatif yönde düzenlenmesinde anahtar rol oynarlar. 

Bunu, protein sentezini baskılayarak ya da mRNA yıkımına yol açarak gerçekleştirirler 

[210, 211]. Dolayısıyla miRNA’lar, hücre gelişimi, farklılaşma, gen düzenlenmesi, 

kromatin düzenlenmesi ve apoptoz gibi farklı yolakları düzenleyerek, hücrede ve 

dolayısıyla kanser gelişiminde son derece kritik rol oynarlar. Yapılan çalışmalarda 

prostat kanseri ile ilişkili birçok miRNA keşfedilmiştir, öne çıkan moleküller arasında 

miR-141 ve miR-375 yer almaktadır [212-214]. 

2.9. 1. Uzun Kodlamayan RNA’lar 

 Uzun kodlamayan RNA’lar (lncRNA’lar), biyogenezleri açısından geniş bir 

RNA grubuna ait olan, 200 nükleotidden uzun molekülleridir. lncRNA moleküllerinin 

birçoğu, poli-(A) kuyruğu ve şapka (7-metil guanozin) taşımaları yönüyle mRNA’lara 

benzerler [215]. Başlangıçtaki düşüncelerin aksine, son yıllarda yapılmış yüzlerce 

çalışma, DNA, RNA ve transkripsiyon faktörleri ile etkileşen lncRNA'ların, DNA 

metilasyonu, histon modifikasyonları ve kromatin yeniden modellenmesi gibi çeşitli 

biyolojik süreçlere katıldığını göstermektedir [216]. lncRNA promotörlerinin histon 3 

lizin 4 trimetilasyonu (H3K4me3), RNA polimeraz II (Pol II) ve DNaz I aşırı duyarlılık 

bölgelerinden zengin olması, lncRNA ekspresyonunun aktif olarak düzenlendiğini 

düşündürmektedir. Bu bulgu, birçok lncRNA molekülünün doku veya gelişimsel 

aşamalardaki özgül ifadesini açıklamaktadır. Protein kodlayan genlerle 

karşılaştırıldığında, lncRNA'lar, düşük dizi korunmasına ve düşük ifade seviyelerine 

sahiptir.  

 İşlevsel olarak heterojen moleküller olmalarından dolayı lncRNA'ların 

sınıflandırılması konusunda tam bir fikir birliği oluşmamıştır. Genomdaki 

yerleşimlerine göre bu moleküller iki büyük sınıfa ayrılabilir: 1)intergenik lncRNA'lar; 

psödogenler, uzun intergenik kodlamayan RNA'lar (lincRNA'lar) ve çok uzun 

intergenik kodlamayan RNA'lar (vlincRNA'lar); 2) protein kodlayan genlerle çakışan 

lncRNA’lar; intronik RNA'lar, doğal antisens transkriptler (NAT'lar) ve promotör 

RNA'lar [217]. 
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 Yapılan çalışmalardan elde edilen bulgular bu RNA sınıfının tümör biyolojisinin 

önemli bileşenleri olduğunu göstermektedir. Bugüne kadar iyi tanımlanmış lncRNA'lar 

gen ifadesini yazılım sonrası (post-transkripsiyonel) aşamada düzenlerler. LncRNA’lar 

tarafından düzenlenen genler genomik olarak bölgesel (cis) ya da uzak yerleşimli (trans) 

olabilir. LncRNA'lar cis düzenleme ile histon modifikasyon komplekslerini genomun 

belirli alanlarına dahil ederek gen ifadesinin lokal kontrolüne katkıda bulunur. Bu etki, 

örneğin insülin-benzeri büyüme faktörü 2’de (IGF2) olduğu gibi belirli bir gen için 

spesifik olabildiği gibi XIST molekülü aracılığı ile dişi memelilerde X kromozomu 

sessizleştirilmesi örneğinde olduğu gibi tüm kromozomu da kapsayabilir. 

Trans-düzenleyici lncRNA'lar genomun uzak bölgelerinde işlev görebilirler. Bu 

grup moleküllerin en çok çalışılan örneği HOTAIR’dir [218-220]. İlk olarak 

fibroblastlarda tanımlanan HOTAIR, HoxC kümesinde bulunur ve HoxD küme 

genlerinin düzenlenmesinde görev alır  [221]. HOTAIR'ın iki ana işlevsel alanı vardır; 

RNA'nın 5' ucunda bulunan bir PRC2 bağlama alanı ve RNA'nın 3' ucunda yer alan 

LSD1/CoREST1 bağlama alanı. Bu baskılayıcı RNA/protein komplekslerinin genom 

boyunca birçok bölgede gen ifadesinin epigenetik olarak susturulmasında rol aldığı 

gösterilmiştir [221, 222].  

 Birçok lncRNA molekülünün kanserde düzenlenmesinin bozulduğu ve ifade 

düzeylerinin değiştiği saptanmıştır. Meme ve hepatoselüler karsinomlarda HOTAIR 

ifadesi yükselmektedir [223]. Meme kanserinde HOTAIR'in aşırı ekspresyonu, genel 

sağkalım ve progresyonsuz sağkalım için bağımsız bir ön belirteçtir [219]. Meme 

kanseri hücre soylarında HOTAIR'in aşırı ifadesi, kanser hücrelerinin yayılma 

kapasitelerinin artmasına yol açmaktadır. İnsan dokularında sıklıkla ifade edilen 

MALAT-1'in anlatım düzeyinin birçok kanserde değiştiği gösterilmiştir [224]. 

 Dizileme teknolojisindeki ilerlemeler sayesinde lncRNA'lar konusundaki bilgiler 

artmaktadır. Bununla bağlantılı olarak prostat kanseri ile ilişkili birçok lncRNA 

tanımlanmıştır; bunların sayısı giderek artmaktadır [225, 226]. Bugüne kadar, prostat 

kanserinde araştırılan en belirgin lncRNA molekülü, ‘Prostat Kanser Antijen 3’ (PCA3) 

olmuştur. DD3 olarak da bilinen PCA3’ün prostat kanseri tümörlerinde aşırı ifade 

edildiği ilk olarak 1999 yılında Bussemakers ve arkadaşları tarafından bildirilmiştir 

[10].  Prostat kanseri dokusuna yüksek özgüllüğü (yaklaşık %100) nedeniyle en umut 
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verici yeni biyolojik belirteçlerden biri olarak kabul edilmektedir. PCA3 dışında, prostat 

kanseri ile ilişkili, ‘Prostat Kanseri Kodlamayan RNA 1’ (PCNCR1) ve ‘Prostat 

Spesifik Gen 1’ (PCGEM1), AR aktivitesini çeşitli mekanizmalar ile değiştiren 

onkojenik etkilere sahiptirler.  

2.9.2. Prostat Kanser Antijen 3 (PCA3)  

 PCA3 geni kromozom 9q21-22’de yaklaşık 25 kb'lık bir alanda yer alır ve 

‘Prune Homolog 2’ (PRUNE2 veya BMCC1) geninin 6. intronunda ters yönde kodlanır. 

Biyolojik işlevi tam olarak bilinmemektedir ve homoloji gösterdiği bir gen henüz 

saptanmamıştır. PCA3, AR pozitif prostat kanseri hücrelerinde önemli ölçüde ifade 

edilirken, tümöre komşu neoplastik olmayan doku ve BPH hücrelerinde düşük anlatım 

seviyelerine sahiptir.  PCA3 geni dört ekzon ve üç introndan oluşur. Birçok varyantı 

bulunan PCA3 transkriptlerinin %65'inde ekzon 1, 3, 4a ve 4b bulunur. Varyantların 

oluşmasına yol açan mekanizmalar, alternatif kırpılma (en yaygın 2. ekzonda görülülür) 

ve ekzon 4'te alternatif poliadenilasyondur (Şekil 2-4) 

 PCA3 promotöründe bilinen herhangi bir başlatıcı motif, TATA kutusu, CAAT 

kutusu ya da GC-açısından zengin bölgeler saptanmazken [227], kısa ardışık (tandem) 

tekrar polimorfizmi (TAAA) bulunduğunu gösterilmiştr [228]. Bu kısa tekrar 

polimorfizmi, beş polimorfizm ve sekiz genotip içerir ve bunun prostat kanseri için bir 

risk faktörü olabileceği öne sürülmüştür.  
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    Şekil 2-4: PCA3 transkripsiyon biriminin yapısı 

 

 PCA3'ün hedeflerinden biri, tümör baskılayıcı gen PRUNE2'dir. Prostat 

kanserinde PCA3 ve PRUNE2 anlatım seviyeleri ters orantılıdır. PCA3 geninin, 

PRUNE2 geninin antisense yönünde yerleşmiş olması, PRUNE2 etkinliğini düzenlemek 

amaçlı olduğu kabul edilmektedir. Çekirdekte PCA3 lncRNA ve PRUNE2 pre-mRNA 

birlikte ifade edilir ve birbirlerine bağlanarak çift sarmallı bir RNA oluştururlar. Bu çift 

sarmallı RNA daha sonra bir kompleks oluşturarak, adenozin deaminaz işlevi görür ve 

PRUNE2 ifadesini düzenler [229]. 

 PCA3 dizilerinde ARE bölgeleri tanımlanmamış olsa da, PCA3 androjen 

uyarımına yanıt veren bir moleküldür. Androjene duyarlı prostat kanseri hücre 

soylarında duyarlı olmayanlara göre daha yüksek seviyelerde bulunur ve androjen 

uyarımıyla miktarı daha da artar [14, 230]. Ancak bu etkinin altında yatan 

mekanizmalar bilinmemektedir. Steroid hormon reseptörleri androjen duyarlı LNCaP 

hücrelerinde PCA3 ekspresyonunu etkilemektedir. Tümör baskılayıcı özelliğe sahip 

olan östrojen reseptör beta'nın (ERβ) baskılanması, PSA artışı ve hücre çoğalmasının 

hızlanması eşliğinde PCA3'ün daha fazla oranda ifade edilmesine neden olur [231].  

 PCA3’ün idrarda saptanmasının klinik yararı konusunda da çalışmalar 

yapılmıştır. Bu amaçla geliştirilen testte, parmakla rektal muayene sonrası idrarda 

PCA3 ve PSA mRNA düzeyi ölçülür [232]. PCA3 skoru PCA3/PSA mRNA x 1000 

formülüyle hesaplanır. Çeşitli çalışmalarda PCA3 testinin hem biyopsi kararının 

verilmesinde hem de klinik olarak önemli olan ve olmayan tümörlerin ayırımında 

kullanılabileceği bildirilmektedir [233, 234]. Marks ve ark. yaptığı çalışmada, daha 

önce bir ya da birden fazla negatif prostat biyopsi sonucu olup, PSA değeri 2.5 olan 233 
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olguda PCA3 skoru total PSA değerine kıyasla tekrar biyopsi sonucunu öngörmede 

daha yüksek tanı doğruluğu göstermiştir [235]. 

 

2.9.3. PRNCR1 ve PCGEM1 

 Prostat kanserinde, PCA3 dışında, AR aktivitesi ile ilişkili olabilecek başka 

lncRNA molekülleri de bildirilmiştir. Yang ve ark. yaptığı bir araştırma, PRNCR1 ve 

PCGEM1 olarak isimlendirilen iki lncRNA molekülünü AR yolağı ile ilişkilendirmiştir 

[236]. Ancak, başka bir çalışmada, araştırmacıların, bu moleküller ile AR arasında 

fiziksel etkileşim bulunmadığı ve KDPK ile ilişkili olmadığı hakkında görüş 

belirtmeleri bu konuyu tartışmalı hale getirmiştir [237]. Konuyu irdeleyen diğer 

çalışmalarda, androjen tedavisi üzerine PCGEM1'in tepki verdiği [238, 239], 

PCGEM1'in AR'ye bağlanma ve eş-uyarım yeteneği [240] ve AR transaktivasyonunda 

PRNCR1'in rolünü gösteren kanıtlar [241] PCGEM1 ve PRNCR1'in AR 

sinyalizasyonundaki onkogenik rollerini desteklemektedir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

          

3.1. Materyal 

3.1.1. Hücre Soyları 

 Bu tez çalışması, in vitro koşullarda yapılan deneysel bir çalışma niteliğinde 

olup İstanbul Üniversitesi Onkoloji Enstitüsü Temel Onkoloji Anabilim Dalı 

Laboratuvarlarında gerçekleştirildi. Çalışmada 3 farklı hücre soyu kullanıldı; LNCaP 

hücre soyu, 1977 yılında prostat adenokarsinomlu bir hastanın lenf nodu metastazından 

elde edilen androjene duyarlı hücrelerdir [242]. Diğer prostat kanseri hücrelerine göre, 

LNCaP hücrelerinde PCA3 ifadesi daha yüksektir [14]. LNCaP-AR+ hücre soyu, atasal 

LNCaP hücrelerinden türetilmiştir ve 3-5 kat daha fazla AR ifade eder. VCaP hücreleri 

ise, 1997 yılında kastrasyona dirençli bir hastanın vertebral kemik metastazından izole 

edilmiştir. Yabani tip AR ifade etseler de, androjenden-bağımsız çoğalabildikleri için 

KDPK için model olarak kullanılırlar [12]. LNCaP (ATCC# CRL-1740)  ve VCaP 

(ATCC# CRL-2876) hücre soyları Amerikan Tipi Kültür Koleksiyonundan (ATCC), 

LNCaP-AR+ hücre soyu ise Memorial Sloan Kettering Kanser Merkezinden (MSKCC) 

temin edildi.  

 

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler 

RPMI 1640 Besiyeri                                                                 [BIOCHROM] 

DMEM Besiyeri                                                                       [BIOCHROM] 

Opti-MEM Medium                                                                 [GİBCO] 

Fötal Sığır Serumu                                                                   [BIOCHROM] 

Penisilin/Streptomisin                                                              [BIOCHROM] 

Tripsin/EDTA                                                                          [BIOCHROM] 

Enzalutamid                                                                             [ASTELLAS] 

siRNA                                                                                      [EUROFİNS GENOMİCS] 

Lipofectamine 2000                                                                 [İNVİTROGEN] 

Kristal Viyole 

Tripan Mavisi                                                                          [SİGMA] 

6X Yükleme Boyası                                                                [FERMENTAS] 
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100-bç Marker                                                                         [FERMENTAS] 

0,5X TEB                                                                                [Laboratuar Stok] 

PBS [SIGMA]                                                                         [Laboratuar Stok] 

TriPure RNA İzolasyon Kiti                                                   [ROCHE] 

Transcriptor First Strand cDNA Sentez Kiti                           [ROCHE] 

Lightcycler DNA Master SYBR Green I                                [ROCHE] 

Lightcycler 480 Multiwell Plak                                              [ROCHE] 

Primer                                                                                     [IDT] 

Cell Death Detection Elisa Kit                                               [ROCHE] 

Petri Kabı (35x10 mm)                                                           [GREİNER BIO-ONE] 

Kültür Kapları (25, 75 cm2 )                                                   [TPP] 

 

3.1.3. Kullanılan Cihazlar   

Sınıf II Laminar Akım Hücre Kültür Kabini                          [TEZSAN] 

CO2 İnkübatör                                                                         [HERAEUS] 

Ters Mikroskop                                                                       [SEDIVAL] 

Santrifüjler                                                                              [HETTICH, JOUAN] 

-20 Derin Dondurucu                                                              [ARISTON] 

-80 Derin Dondurucu                                                              [NUAIRE] 

Thermal Cycler                                                                       [TECHNE] 

LightCycler 480                                                                      [ROCHE] 

Jel Elektroforezi                                                                      [HORIZON] 

Jel Görüntüleme                                                                      [VILBER LOURMAT] 

Mikrodalga Fırın                                                                     [ARÇELİK] 

Hassas Terazi                                                                          [CHYO] 

Thoma Lamı                                                                            [HAUSSER] 

ELISA Okuyucu                                                                     [THERMO] 

iCELLigence                                                                           [ACEA BIOSCIENCES] 
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Hücre Kültürü 

 LNCaP ve LNCaP-AR+ hücrelerinin çoğaltılması için RPMI-1640, VCaP 

hücrelerinin çoğaltılması için ise DMEM besiyeri kullanıldı. RPMI-1640, 1966 yılında 

Roswell Park Memorial Enstitüsü'nde Moore ve arkadaşları tarafından geliştirilmiş olup 

deneysel çalışmalarda yaygın olarak kullanılan bir besiyeridir. Diğer bir yaygın 

kullanılan besiyeri olan DMEM ise, 1955 yılında Harry Eagle tarafından bulunan 

‘Eagle’ın Basal Medyumunun’  (BME) değiştirilmiş halidir ve yüksek miktarda 

aminoasit ve vitaminleri içerir. Büyüme besiyerleri %10 fetal sığır serumu (FBS) ve %1 

antibiyotik (penisilin/streptomisin) içermektedir. Hücreler standart hücre kültürü 

koşullarında (37°C ve %5 CO2) büyütüldüler.  

 Azot tankında muhafaza edilen hücreleri kültüre almak için, hücrelerin oda 

sıcaklığında çözülmeleri beklendi.  Hücreler, besiyeri içeren tüplere pipetle yavaşça 

damlatıldı. Hücre pelleti elde etmek amacıyla 1500 rpm’de 5 dk. santrifüj yapıldı. 

Santrifüj sonunda sıvı faz uzaklaştırıldı ve pellet besiyeri içinde pipetaj yoluyla 

çözüldükten sonra yeni kültür şişesine aktarıldı. Hücreler kültür şişesinin yaklaşık 

%90’lık alanını kapladığında pasajlama işlemi gerçekleştirildi. Bu amaçla, öncelikle, 

hücre kültür şişesindeki besiyeri uzaklaştırıldı. Daha sonra uygun miktarda 

Tripsin/EDTA (75 cm2’lik kültür şişesi için 6 ml) eklendi; 5 dk. etüvde bekletildikten 

sonra çözünen hücreler toplanarak yeni tüplere aktarıldı. 3000 rpm’de 5 dk. 

santrifüjleme işleminden sonra oluşan hücre pelleti, taze besiyeri içinde çözüldü ve bir 

kısmı (yaklaşık 1/5) yeni bir kültür şişesine aktarılarak 37°C etüvde büyümeye bırakıldı. 

 Toplam hücre süspansiyonunun içerisindeki hücre sayısını hesaplamak için, 

üzerinde üçlü çizgilerle ayrılmış 16 büyük kareden oluşan yivler bulunan 1 mm2’lik 

alan ve 0,1 mm derinliğe sahip Thoma lamı kullanıldı. Süspansiyonun mililitresindeki 

toplam hücre sayısı aşağıdaki formülle hesaplandı: Toplam Hücre Sayısı/ml=Sayım 

Sonucu x 104 x Besiyeri miktarı (ml) 

3.2.2. siRNA ile PCA3 Baskılanması  

 Küçük interferans RNA (siRNA) temelli gen susturulması tekniği olarak bilinen 

RNA interferans (RNAi), son 15 yılda moleküler biyolojinin en önemli tekniklerinden 

biri haline gelmiştir. RNAi, evrimsel olarak büyük oranda korunmuş bir mekanizmadır 

ve çift iplikli RNA’nın hücreye girişiyle birlikte, benzer diziye sahip mRNA 
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moleküllerinin yıkımı esasına dayanır. Bu yazılım-sonrası (post-transkripsiyonel) gen 

susturma mekanizması, fonksiyonları bilinmeyen genlerin işlevlerinin ortaya 

çıkarılmasında ya da hedeflenen genlerin ekspresyonunu baskılamak amacıyla yaygın 

olarak kullanılmaktadır.  

 siRNA, hedef mRNA dizisinin parçalanması için spesifik olarak tasarlanmış 

sentetik bir RNA dupleksidir. siRNA'lar, bir antisens zincir (veya rehber) ve bir sens 

zincir (veya korunan) olmak üzere iki RNA iplikciğinden oluşur. Bunlar, 3' dinükleotid 

çıkıntıları ile 19 ila 25 bp uzunluğunda bir dupleks oluştururlar. Hücreye aktarıldığında, 

RNAi mekanizmasının bileşenleri siRNA’yı tanır ve ‘RNA tarafından uyarılan 

susturucu kompleks’ (RISC)  olarak bilinen protein kompleksi ile siRNA’nın antisens 

ipliği etkileşir. Bu şekilde aktifleşen protein ve nükleik asit kompleksi, daha sonra,  

hedef mRNA dizisine bağlanır ve onun yıkımına yol açar. siRNA’lar, katyonik lipid ya 

da polimer bazlı transfeksiyon reaktifleri, elektroporasyon veya hücre tarafından 

alınmasına yardımcı olmak için dupleks üzerinde kimyasal modifikasyonlar ekleyerek 

hücrelere transfekte edilirler.  

 Tez çalışmasında prostat kanseri hücre hücrelerinde PCA3 gen ifadesini 

baskılamak için Ferreira ve ark. tarafından çalışmalarında tanımladıkları siRNA dizileri 

kullanıldı [14]. PCA3 geninin 4. ekzonunu hedefleyen siPCA3 ve negatif kontrol olarak 

kullanılan ‘scramble küçük interferans RNA’ (siScrbl) oligonükleotidlerinin dizisi 

aşağıdaki gibidir:  

siPCA3: 5 'CUAGCACACAGCAUGAUCAUUACGG 3'  

siScrbl: 5 'GCACGCUCCUACGAAUGCUAGUAAA 3' 

PCA3 baskılanması amacıyla yapılan transfeksiyon deneylerinde yaklaşık 

200.000 hücre kullanıldı. Bu amaçla, hücreler 35x10 mm petri kaplarına ekildi ve 2’şer 

ml antibiyotik içermeyen besiyeri eklenip %5 CO2 içeren ve 37 °C ısıya sahip etüvde 

büyümeye bırakıldı. 24 saat sonra, petrilerdeki besiyeri 1.5 mL taze besiyeri ile 

değiştirildi ve katyonik lipid bazlı bir transfeksiyon ajanı olan Lipofectamine 2000 

(İnvitrogen), siPCA3 veya kontrol siScrbl ile transfeksiyon karışımı hazırlandı. 

 siRNA transfeksiyon karışımı (toplam 500 µL)  250’şer µl’lik iki bileşenden 

oluşmaktadır; serum içermeyen siRNA karışımı ve transfeksiyon karışımı. siRNA 
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karışımı 60 nM (12 µL) siRNA ve transfeksiyon için üretilmiş özel bir besiyeri olan 

Opti-MEM besiyerinden oluşmaktadır. Transfeksiyon karışımı ise, transfeksiyon 

ajanının (5 µL) yine Opti-MEM besiyerinde çözülmesi ile hazırlandı.  siRNA 

transfeksiyon karışımının iki bileşeni (siRNA çözeltisi ve transfeksiyon çözeltisi) 

karıştırılarak son karışım (500 µL) elde edildi. Lipozomların oluşması ve siRNA 

enkapsülasyonu için 20 dk. oda sıcaklığında muamele edildi. Transfeksiyon karışımı 1,5 

ml besiyeri içeren petrilerdeki hücrelerin üzerine aktarıldı ve etüvde 6 saat inkübasyona 

kaldırıldı. Petri kapları etüvden çıkarılarak,  antibiyotik içermeyen besiyeri uzaklaştırıldı 

ve %1 antibiyotik içeren taze besiyeri eklendi. Hücreler 30 saat etüvde inkübasyona 

bırakıldı. Etüvde 30 saat kalan petri kapları alınarak hücreler toplandı. Elde edilen 

hücreler sonraki işlemler için kullanıldı (örn. PCA3 gen ifade incelenmesi) ya da hemen 

kullanılmayacaksa  -80ºC’ye kaldırıldı. 

3.2.3. Hücrelerin Androjen ile Muamelesi 

 Hücrelerin dihidrotestosteron  (DHT) veya enzalutamid ile muamelesinden önce, 

hücre kültürü besiyerinde kullanılan büyüme serumunu steroid hormonlardan arındırma 

işlemi gerçekleştirildi. Bu işlem, fetal sığır serumunun dekstran kaplı kömür ile 

muamelesi yoluyla yapıldı. Bu amaçla, 100 mg kömür, 5 ml serum ile karıştırıldı ve 

+4°C’de çalkalayıcı üzerinde gece boyu inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında 

serum 2000 rpm’de 30 dk. santrifüjlendi. Üst faz, kalan kömür moleküllerini tamamen 

uzaklaştırmak amacıyla, iki defa 0,2 μm’lik filtreden geçirildi. Bu şekilde, steroid 

hormonlardan arındırılmış serum ve antibiyotik içeren RPMI-1640 ve DMEM 

besiyerleri hazırlanarak, kullanılıncaya kadar +4°C’de muhafaza edildi. 

 DHT, etanol içerisinde çözülerek stok çözelti (10 nM) hazırlandı ve alikotlar 

halinde -20°C’de muhafaza edildi. Enzalutamid ise dimetil sülfoksit (DMSO) içerisinde 

çözüldü ve stok çözeltisi (1mM) hazırlanarak alikotlara ayrıldı ve -20°C’de muhafaza 

edildi. 

 Hücrelerin DHT ile muamelesi 6 kuyucuk içeren petri kaplarında 

gerçekleştirildi. Her bir kuyuya 5 ml hormondan arındırılmış serum içeren besiyeri 

eşliğinde yaklaşık 300.000 hücre ekildi. Hücreler 48 saat hormonlardan arındırılmış 

besiyeri koşullarında tutulduktan sonra besiyerleri ortamdan uzaklaştırıldı. DHT (0, 1, 

10 ve 100 nM konsantrasyonlarda) eklenerek hücreler 24 saat androjenle muamele 
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edildi.  Sürenin sonunda hücreler kazıma yoluyla toplandı ve sonraki PCA3 ifade 

analizinde kullanılmak üzere -80°C’de muhafaza edildi.  

 

3.2.4. Enzalutamid ile Androjen Reseptör Blokajı  

 Tez çalışmasında, PCA3 gen baskılanmasının, AR inhibisyonunun etkisini 

arttırıp artırmadığını araştırmak amacıyla AR blokajı yapıldı. AR inhibisyonu için ikinci 

nesil AR antagonisti olan enzalutamid kullanıldı. Bu ajan, metastatik KDPK’lı 

hastalarda dosetaksel sonrası kullanılmaktadır. Enzalatumidin etki mekanizması Genel 

Bilgilerde anlatılmıştır.  

 Androjen reseptör blokajı için yaklaşık 200.000 hücre 35x10 mm petri kaplarına 

ekildi. Hücreler, standard büyüme kolşullarında 3 gün boyunca, dekstran kaplı kömür 

ile muamele edilmiş serum içeren besiyeri içinde büyütüldüler. 72 saat sonra 

enzalutamid  (0, 500 veya 5000 nM) eklenerek 24 saat süre ile AR blokajı yapıldı. 

PCA3 baskılanması ile AR blokajının kombinasyonunda ise, enzalutamid eklenmeden 6 

saat önce, yukarıda anlatıldığı gibi siPCA3 (ve kontrol siRNA) transfeksiyonu yapıldı. 

Besiyeri değiştirme aşamasında enzaluatmid eklenerek, hücreler bu koşullarda 30 saat 

büyütüldüler. Süre sonunda hücreler toplanarak sonraki işlemlere geçildi.  

3.2.5. Gen İfade Analizi 

 Tez çalışmasında PCA3 ve bazı AR hedef genlerinin (PSA, PRNCR1, 

PCGEM1) ifade düzeyleri incelendi. PCA3 ifadesi, hem DHT ile muamele edilen 

hücrelerde hem de PCA3 baskılanan hücrelerde araştırıldı. AR hedef genlerinin ifadesi 

ise, PCA3 baskılanan ve/veya AR blokajı yapılan hücrelerde analiz edildi. Gen 

ekspresyon analizinin ilk aşaması için hücrelerden RNA izolasyonu gerçekleştirildi.  

3.2.5.1. Hücrelerden Total RNA İzolasyonu 

 Tez çalışmasında araştırılan hedef genlerin anlatım düzeyleri total RNA 

üzerinden ölçüldü. Bu amaçla ticari olarak temin edilen RNA izolasyon solüsyonu 

(fenol ve guanidin tiosiyanat karışımı) kullanıldı. RNA izolasyon işlemi, hücrelerin 

üzerine 1 ml RNA izolasyon solüsyonu eklenmesi ile başladı. Hücreler solüsyon içinde 

homojenize edilip 5 dk. oda ısısında muamele edildi. Bu aşamada, hücreler 

parçalanmakta ve endojen nükleazlar denatüre edilmektedir. Böylece RNA’nın intakt 

kalması sağlanmaktadır. Örneklerin üzerine 200 μl kloroform eklenerek, vortekslendi ve 
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5 dk. oda ısısında inkübasyon gerçekleştirildi. İnkübasyon sonrasında örnekler 15 dk. 

11.200 rpm’de soğutulmuş santrifüjde santrifüjlendi. İşlem sonrası 3 faza ayrılan 

karışımın, en üst kısmındaki RNA içeren renksiz faz yeni tüpe aktarıldı. RNA’nın 

çökeltilmesi amacıyla 500 μl izopropanol eklendi ve 5 dk. oda ısısında inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrasında örnekler 4°C’de 10 dk. 11.200 rpm’de santrifüjlenerek 

çöktürüldü. Sıvı faz uzaklaştırıldı ve RNA pelletinin üzerine 1 ml %75’lik soğuk etanol 

eklendi. Bu yıkama işleminin amacı, RNA’yı, tuz ve diğer bileşenlerden temizlemektir. 

Örnekler soğutulmuş ortamda tekrar santrifüjlenerek (5 dk. 7500 rpm’de)  RNA yeniden 

çöktürüldü. Sıvının uzaklaştırılmasını takiben etanolün tamamen buharlaşması amacıyla 

örnekler 10 dk. oda ısısında bekletildi. Son olarak, elde edilen RNA, 50 μl RNaz DNaz 

içermeyen su içerisinde çözüldü. Elde edilen RNA’nın miktar tayini ve saflık düzeyi 

spektrofotometrik olarak belirlendi. Protein ve fenol benzeri kimyasalların 

kontaminasyon oranını belirlemek amacıyla yapılan 260/280 ve 260/230 absorbans 

ölçümlerinde saflıklar 1.7-1.8 aralığında ölçüldü ve elde edilen RNA’lar cDNA sentez 

işlemine kadar -80°C’de muhafaza edildi.  

 

3.2.5.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi 

 Prostat kanser hücrelerinden elde edilen total RNA’lardan cDNA sentezi 

gerçekleştirildi. Bunun için ticari olarak temin edilen kit kullanıldı. cDNA sentezi için, 

0.2 µl’lik PCR tüplerine 6 µl total RNA, 1 µl random hekzamer primeri ve 5 µl dH2O 

eklendi. Daha sonra, Tablo 1’de gösterilen reaksiyon bileşenleri sırasıyla karıştırılarak 

termal döngü cihazına yerleştirildi. cDNA sentezinin reaksiyon koşulları Tablo 2’de 

verilmiştir. Elde edilen cDNA örnekleri – 20°C’de muhafaza edildiler.   

 

                   

                       Tablo 3-1: cDNA sentezi reaksiyon bileşenleri 
Reaksiyon Bileşenleri                                               1 Örnek 

5X RT Reaksiyon Tamponu                                        4 µl 

Protector RNase İnhibitör                                            1 µl    

10 mM Deoksinükleotid Karışımı                               2 µl 

Transkriptor Reverse Transkriptaz                              1 µl                                  
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    Tablo 3-2: cDNA sentez reaksiyon koşulları 
Sıcaklık (0C)                                       Süre  

      25                                                  5 dk. 
      42                                                 60 dk. 
      70                                                   5 dk. 

 

 

3.2.5.3.  Nicel Polimeraz Zincir Reaksiyonu  

 PCA3 gen ifadesi baskılanan ve enzalutamid ile androjen blokajı yapılan 

hücrelerde PCA3 ve AR ilişkili genlerin ifade düzeyleri incelendi. Ekspresyon analizi, 

nicel gerçek-zamanlı PZR yöntemi ile laboratuvarımızda bulunan LightCycler 480 PZR 

platformu (Roche) kullanılarak yapıldı. İfade düzeyleri ‘yarı-nicel’ (semi-quantitative) 

olarak gerçekleştirildi. Hücreler için yaşamsal gen olan gliseraldehit 3-fosfat 

dehidrogenaz (GAPDH)  hedef genlerin ifade düzeylerinin normalizasyonunda referans 

gen olarak kullanıldı. Nicel PZR’de floresan molekül olarak SYBR Green’den (Roche) 

yararlanıldı.   

 Tablo 3’de tek bir örnek için PZR bileşenleri gösterilmektedir. Tablo 4’de ise, 

tez çalışmasında ifade düzeyleri incelenen hedef genlerin ve referans gen için kullanılan 

primer dizileri yer almaktadır. PZR koşulları, primer özellikleri ve SYBR Green kitinin 

protokolüne göre seçildi. PZR protokolü 45 döngüden oluştu; her bir döngü 95 °C’de 10 

sn., 55°C’de 20 sn. (ilk iki döngü 60°C’de) ve  72°C’de 30 sn. olmak üzere sırasıyla 

denatürasyon, bağlanma ve sentez alt aşamalarını içerir. PZR aşamasını takiben, “erime 

eğrisi analizi’ (melting curve analysis) gerçekleştirildi. Bunun amacı oluşan PCR 

ürünlerinin istenilen gerçek ürünler olup olmadığının teyit edilmesi ve özgül olmayan 

ürünler ile primer dimerleri gibi ikincil yapıların dışlanmasıdır. Bu amaçla,  örnekler,  

55°C’den 95°C’ye kadar saniyede 0.2°C’de artan bir ısı yükselmesine maruz bırakılırlar. 

Bu süreçte, PZR ürünün bileşenine bağlı olarak, yaklaşık 75-80°C aralığında erime 

eğrileri ortaya çıkmaktadır.  

 Örneklerin miktar tayini göreceli olarak gerçekleştirildi. Gerçek-zamanlı PZR 

reaksiyonunda, floresan düzeyinin cihaz tarafından ölçülebilen eşik değerini aştığı 

döngü Ct (cycle treshold) olarak adlandırılır. Elde edilen Ct değerlerine göre, her bir 

örnek için 2-ΔCt metodu kullanılarak gen ifadeleri hesaplandı ve değerlendirildi.  
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ΔCt = ( Cthedef - Ctreferans ) 

2-ΔCt = 2-[( Cthedef - Ctreferans ) 

                                                            

                       Tablo 3-3: Gerçek-zamanlı PZR reaksiyon bileşenleri 
Reaksiyon Bileşenleri                                                            1 Örnek 

10X LightCycler® 480 SYBR Green I Master                             10 µl 
Primer-F   (300   µM)                                                                   0,2 µl 
Primer-R  (300   µM)                                                                   0,2 µl 
cDNA                                                                                              3 µl 
dH2O                                                                                            6,6 µl 
Toplam                                                                                         20 µl 

 

Tablo 3-4: Primer dizileri 
Gen Adı         İleri yönlü primer F (5’- 3’)      Ters yönlü primer R (5’- 3’) 

PCA3 GGTGGGAAGGACCTGATGATAC GGGCGAGGCTCATCGAT 

PSA TGAACCAGAGGAGTTCTTGAC CCCAGAATCACCCGAGCA 

PRNCR1 CCAGATTCCAAGGGCTGATA GATGTTTGGAGGCATCTGGT 

PCGEM1  GGTGCCTTTGCCAATGTTAT AGCATGCTCTCTGCAAAGGT 

GAPDH GCTCTCTGCTCCTCCTGTTC ACGACCAAATCCGTTGACTC 

 

3.2.6. Hücre Çoğalmasının Gerçek Zamanlı Analizi  

 Teknolojideki ilerlemeler sonucu geliştirilen yeni sistemler, kültür hücrelerinin 

çoğalma kinetiklerini gerçek zamanlı takip etme imkanı tanımaktadır. Bunlardan birisi 

olan ‘iCELLigence’ sistemi (ACEA BIOSCIENCES), hücrelerin elektrik akımına karşı 

gösterdikleri direncin ölçülmesi esasına dayanır. Alt yüzeyinde altın elektrotlar bulunan 

‘E-Plaka’ yüzeyine tutunan hücrelerin çoğalması veya azalması ölçülen direnç ile doğru 

orantılıdır. Bu gerçek-zamanlı hücresel analizde, hücrelerin çoğalma özellikleri sürekli 

olarak kaydedilebilmekte ve kaydedilen veriler grafikler halinde bilgisayar ekranına 

aktarılmaktadır.  

 Tez çalışmasında, siRNA yaklaşımı ile PCA3 baskılanması ve enzalutamid ile 

AR blokajının prostat kanseri hücrelerine olan etkileri, gerçek zamanlı hücre analiz 

sistemi ile değerlendirildi. İlk olarak her E-plakanın bir kuyucuğuna, hücre içermeyen 

100 μL besiyeri konularak cihazda bazal ölçüm yapıldı. Ardından kültür şişelerinden 

tripsinizasyon ve santrifüjleme (1500 rpm, 5 dk.) ile toplanan hücreler sayılarak 500 µl 

besiyeri içinde kuyucuk başına 2x104 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. Ekim işleminin 

ardından E-Plakalar 30 dk. boyunca steril çalışma kabini içerisinde oda sıcaklığında 
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inkübe edildi ve daha sonra iCELLigence cihazındaki yerlerine yerleştirilerek 37°C ve 

% 5 CO2 ortam şartlarında inkübasyona devam edildi. Cihaza her 30 dakikada bir ölçüm 

alması için komut verildi. 24 saat sonunda, hücrelerin çoğalma fazının 1/3’lük 

diliminde, yukarıda anlatıldığı gibi PCA3 gen baskılanması ve/veya enzalutamid (0, 500 

ve 5000 nM) uygulamaları gerçekleştirilerek 72 saat süresince 30 dakika aralıklarla 

ölçüm alındı ve hücrelerin çoğalma kinetikleri takip edildi.  

 

3.2.7. Klonojenik test  
 

 Klonojenik test, sitotoksik bir tedavinin (ışınlama, kemoterapotik ajanlar gibi) 

tümör hücrelerine olan etkisini belirlemek amacıyla yapılan in vitro hücre sağkalım 

deneyidir. Tez çalışmasında, prostat kanser hücrelerinde PCA3 baskılanmasının ve 

enzalutamid ile AR blokajının hücre sağkalımına etkisini araştırmak için bu test 

uygulandı.  

Klonojenik test için, 200.000 hücre 35x10 mm petri kaplarına ekildi ve steroid 

hormonları uzaklaştırılmış serum içeren besiyerinde 24 saat büyümeye bırakıldı. siRNA 

transfeskiyonu yapıldı ve 6 saat tamamlandığında besiyeri değiştirilerek enzalutamid 

eklendi. Hücreler 30 saat bu koşullarda büyütüldüler. Sürenin tamamlanmasıyla 

hücreler hasat edildi ve 1 ml taze besiyerinde çözüldüler. Tripan mavisi ile boyama ile 

canlı hücre sayımı yapıldı. Bunu takiben, petri başına 1000 canlı hücre olacak şekilde 

yeni petrilere ekim yapıldı. Etüve kaldırılan hücreler 10 gün büyümeye bırakıldılar. 

İnkübasyonun tamamlanmasıyla beraber sıvı besiyeri uzaklaştırılarak hücreler PBS ile 

yıkandı ve etanol ile 5 dk. muamele edilerek sabitlendiler. Hücreler %0,5’lik kristal 

viyole ile 5 dk. boyandılar ve koloniler sayıldı.  Hücre canlılığı aşağıdaki eşitliğe göre 

hesaplandı:  

                                                      
                           Petri başıma düşen ortalama koloni sayısı  
% Canlılık  = -------------------------------------------------------- x 100  
                         Kontrol petrisindeki ortalama koloni sayısı  
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3.2.8. Apoptotik Hücre Ölümünün Değerlendirilmesi 

 PCA3 geni baskılanan ve/veya enzalutamid ile muamele edilen hücrelerdeki 

apoptotik hücre ölümü düzeyleri, ELİZA-bazlı çalışan ve sitoplazmadaki mono- ve 

oligonükleozomların ölçümü esasına dayanan “Cell Death Detection ELISA” kiti 

(Roche) ile saptandı.  Nükleozom, DNA’nın, 4 nüve histon proteininin (H2A, H2B, H3 

ve H4) ikişerli kopyalarının oluşturduğu oktamer yapının etrafını dolanması ile ortaya 

çıkan kromatin paketlenmesinin temel birimidir. İki nükleozom arasında uzanan 

DNA’nın uzunluğu yaklaşık 150 bp’dir. Apoptotik hücre ölümü sürecinde, aktifleşen 

endonükleazlar, DNA’yı nükleozomlarda kestiğinden, apoptozun tipik göstergeleri olan 

mono- ve oligonükleozomlar oluşur ve sitoplazmaya geçerler.  “Cell Death Detection 

ELISA” kiti, içerdiği anti-histon ve anti-DNA antikorlarıyla söz konusu yapıları 

saptamaya yöneliktir. Materyal olarak hücrelerden elde edilen sitoplazmik lizat 

kullanıldı. 

 Bu amaçla, -80°C’ye kaldırılan hücreler alınıp üzerlerine 500 µl inkübasyon 

tamponu eklendi. Homojenizasyon sonrası örnekler 30 dk. oda sıcaklığında muamele 

edildi. Yüksek hızda (16.700 rpm) 10 dk. santrifüj yapıldı ve oluşan üst sıvı faz 

(yaklaşık 400 µl) yeni tüpe aktarıldı. ELİZA mikroplağının her kuyucuğuna 100 µl 

kaplama solüsyonu eklendi ve oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. Süre sonunda 

solüsyon ortamdan uzaklaştırıldı ve kuyucuklara 200 µl inkübasyon tamponu eklenerek 

30 dk. oda sıcaklığında muamele edildi. İnkübasyon tamponu uzaklaştırıldı ve 

kuyucuklar yıkama solüsyonu ile 3 defa yıkandı. Hücrelerden elde edilen sitoplazmik 

lizatlardan 25’er µl, 200 µl inkübasyon tamponu ile karıştırıldı. Bu karışımdan 100’er µl 

kuyucuklara eklendi ve 90 dk. oda sıcaklığında inkübe edildi. Süre sonunda 3 defa 

yıkama yapıldıktan sonra 100’er µl enzim solüsyonu eklendi. 90 dk. oda sıcaklığında 

inkübe edildikten sonra tekrar 3 defa yıkama yapıldı. Daha sonra 100 µl substrat 

solüsyonu eklenerek karıştırıcı üzerinde 250 rpm hızda renk değişimi görülünceye kadar 

muamele edildi (10-15 dk.). Renk değişimleri gözlendikten sonra absorbans değerleri 

ELİZA okuyucusunda 405 nm’de okutuldu ve değerler göreceli apoptoz miktarı olarak 

kabul edildi.   
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3.2.9. İstatistiksel Analizler 

Tez çalışmasında, istatistiksel analizler için birbirinden bağımsız olarak 

gerçekleştirilmiş 3 hücre kültürü deneyinin bulguları kullanıldı. Kontrol hücreleri 

(muamele edilmeyen hücreler ya da kontrol siRNA ile transfekte edilen hücreler) ile 

PCA3 geninin baskılandığı veya enzalutamid ile muamele edilen hücreler arasında, gen 

ifade değişimleri ve sitotoksisite karşılaştırmaları yapıldı.  İncelenen parametrelerdeki 

değişimler, bazal seviyelere göre “kat değişimi” olarak ifade edildi. İstatistiksel 

karşılaştırmalar “Bağımsız Örneklem t Testi” kullanılarak yapıldı ve p<0.05 değerleri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 
 
4.1. Androjenle Uyarılan Prostat Kanseri Hücrelerinde PCA3 Molekülünün İfade   

Düzeyinin İncelenmesi 
 

Normal prostat hücrelerinde ve prostat kanser hücrelerinde birçok genin 

androjenler tarafından düzenlendiği bilinmektedir. PCA3 molekülünün de androjen 

tarafından uyarıldığını bildiren sınırlı sayıda çalışma bulunmaktadır. Bu çalışmada da 

PCA3 molekülünün ne oranda androjen tarafından uyarıldığı incelendi. Bu amaçla 

LNCaP hücreleri 24 saat süre ile DHT’nin farklı dozları ile (0, 1, 10 ve 100 nM) 

muamele edildiler. Hasat edilen hücrelerden total RNA izole edildi; cDNA sentezini 

takiben PCA3 ve PSA genlerinin ekspresyon düzeyleri nicel GZ-PZR ile incelendi. 

Şekil 4-1’de PCA3 genine ait çoğalma eğrilerine örnek gösterilmektedir. Referans genin 

anlatımı tüm DHT konsantrasyonlarında birbirine yakın iken, PCA3 ifadesinin önemli 

ölçüde değiştiği göze çarpmaktadır.  

 

 

Şekil 4-1: DHT ile muamele edilen LNCaP hücrelerinde PCA3 çoğalma eğrileri 

 

Birbirinden bağımsız 3 farklı deneyin sonuçları Şekil 4-2’de özetlenmiş ve gen 

anlatım düzeyindeki değişimler ‘kat değişimi’ olarak ifade edilmiştir.  PCA3 ve PSA 

genlerinin ifade düzeylerinin artan DHT konsantrasyonları ile arttığı göze çarpmaktadır. 

En yüksek DHT dozunda (1000 nM), PCA3 ifade düzeyinde yaklaşık 1000 kat artış 

saptanmıştır (p<0.001) (Şekil 4-2A). PSA anlatım düzeyinde ise doza bağlı olarak 12 ile 
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53 katlık bir artış (p<0.01) gözlenmiştir (Şekil 4-2B). Bu veriler, prostat kanseri 

hücrelerinin androjenle uyarımının, PSA’ya kıyasla, protein kodlamayan bir gen olan 

PCA3 üzerinde çok daha büyük bir etkiye sahip olduğunu göstermektedir.  

 

 

 

 

 
 

Şekil 4-2: DHT ile muamele edilen LNCaP hücrelerinde A) PCA3 ifade düzeyi 
       B) PSA ifade düzeyi 

 

 

4.2. siRNA-aracılı Oligonükleotidlerle PCA3 Geninin Baskılanması  

PCA3 geninin androjen tarafından yüksek oranda uyarıldığının gösterilmesinin 

ardından, bu genin baskılanmasının etkilerinin araştırılması amaçlandı. PCA3 

baskılanması siRNA-aracılı oligonükleotidlerle gerçekleştirildi. Gereç ve yöntem 

bölümünde detaylı olarak anlatılan deney koşullarında, LNCaP, LNCaP-AR+ ve VCaP 

hücreleri kontrol siRNA (siSCR) ve PCA3-siRNA ile transfekte edildiler. 

Transfeksiyondan 36 saat sonra hücreler hasat edildi; RNA izolasyonu ve cDNA 

sentezini takiben, PCA3 ifade düzeyi GZ-PZR ile incelendi. Şekil 4-3’te görüldüğü 

üzere, PCA3-siRNA ile transfekte edilen hücrelerdeki PCA3 anlatım düzeyinin, kontrol 

siRNA (siSCR) ile transfekte olan hücrelerdeki PCA3 ifade düzeyine oranla azaldığı 

göze çarpmaktadır. Buna karşın, referans gen PCA3 susturulmasından 

etkilenmemektedir.  
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Şekil 4-3: siRNA ile transfekte edilen LNCaP-AR+ hücrelerinde PCA3 çoğalma eğrileri 

 

Şekil 4-4, LNCaP ile LNCaP-AR+ hücrelerinde PCA3 baskılanması sonrası 

yapılan nicel PZR ürünlerinin agaroz jel elektroforezinde ayrıştırılmasını 

göstermektedir. Görüldüğü üzere, kontrol siRNA ile transfekte edilen hücrelerde PCA3 

bandı yer alırken, PCA3-siRNA ile transfekte edilen hücrelerde gen baskılanmasının 

etkin şekilde gerçekleştiği görülmektedir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4-4: siRNA ile transfekte edilen LNCaP ve LNCaP-AR+ hücrelerinde PCA3 
                 molekülüne ait PZR ürünlerinin jel görüntüsü 
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Şekil 4-5’te PCA3 baskılanan LNCaP, LNCaP-AR+ ve VCaP hücrelerinde 3 

farklı deneyin sonuçları gösterilmektedir. Analiz sonrası, kontrol siRNA (siSCR) ile 

transfekte edilen hücrelerdeki PCA3 ifade düzeyi ‘1’ olarak kabul edildi ve PCA3-

siRNA ile transfekte edilen hücrelerdeki ifade değişimleri hesaplandı. Şekilde 

görüldüğü üzere, PCA3 gen ifadesinde en fazla azalma LNCaP hücrelerinde (ortalama 

%88) görülürken, LNCaP-AR+ hücrelerinde ortalama %77, VCaP hücrelerinde ise %80 

oranında azalma saptanmıştır. Bu bulgular, PCA3 geninin siRNA yaklaşımı ile başarı 

bir şekilde baskılandığını göstermektedir. Her 3 hücre soyunda elde edilen değerler 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0.05) 

 

 

 

 
 

 
Şekil 4-5: siRNA yaklaşımı ile PCA3 baskılanan LNCaP (A), LNCaP-AR+ (B) ve 

                   VCaP (C) hücrelerinde PCA3 ifade düzeyi 
 
 
 

4.3. Enzalutamid ile Androjen Reseptör İnhibisyonu Sonrası PCA3 Gen İfade 

Düzeyinin İncelenmesi  

PCA3 geninin androjen tarafından etkin bir şekilde uyarıldığı yukarıda 

gösterildi. Bu nedenle, androjen yolağının baskılanmasının PCA3 üzerine etkisinin ne 

olacağı merak konusu idi. Bu konuyu araştırmak amacıyla, LNCaP, LNCaP-AR+ ve 

VCaP hücreleri 24 saat süre ile göreceli olarak düşük bir enzalutamid dozu ile (500 nM) 

muamele edildiler. Süre sonunda, PCA3 gen ekspresyonu nicel GZ-PZR ile incelendi. 

Enzalutamid ile AR inhibisyonu, PCA3 geni ifadesinin LNCaP (%37) ve LNCaP-AR+ 

(%44) hücrelerinde azalmasına yol açarken, VCaP hücrelerinde herhangi bir etki 

saptanmadı (Şekil 4-6). Bu bulgular, göreceli olarak düşük bir enzalutamid dozunun 

PCA3 geninde önemli oranda ekspresyon azalışına yol açtığını göstermekte ve 

PCA3’ün androjen yolağının bir parçası olduğunu teyit etmektedir. Kastrasyona dirençli 

özellikteki VCaP hücrelerinde etki saptanmaması bu hücrelerde farklı bir düzenlenmeye 

işaret etmektedir.  
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Şekil 4-6: Enzalutamid ile muamele edilen LNCaP (A), LNCaP-AR+ (B) ve VCaP 
                   C) hücrelerinde PCA3 ifade düzeyi 

 

 

 

4.4. PCA3 Baskılanması ile Androjen Reseptörü İnhibisyonunun Androjen İlişkili 
      Genler Üzerindeki Etkisinin İncelenmesi 

Bir sonraki aşamada, AR inhibisyonu ile birlikte PCA3 baskılanmasının AR 

ilişkili genleri nasıl etkilediği araştırılmıştır. Bu amaçla, PSA genine ilaveten AR yolağı 

ile ilişkilendirilmiş 2 kodlamayan RNA geni (PCGEM1 ve PRNCR1) seçilmiştir. PCA3 

ile birlikte, seçilen genlerin LNCaP, LNCaP-AR+ ve VCaP hücrelerindeki bazal 

ekspresyon düzeyleri (referans gen GAPDH’a kıyasla) Şekil 4-7, Şekil 4-8 ve Şekil 4-9 

gösterilmektedir. Oranlar logaritmik olarak ifade edilmiştir. İfade profilleri her üç hücre 

tipinde benzerlik gösterirken, PSA’nın bazal düzeyinin, beklendiği gibi, diğer genlere 

göre daha yüksek olduğu görülmektedir. LNCaP-AR+ hücrelerinde PCA3 geninin bazal 

ifade düzeyi LNCaP hücrelerine kıyasla bir miktar daha yüksek iken (yaklaşık 1.2 kat), 

VCaP hücrelerinde PCA3 ifadesinin çok daha düşük olduğu göze çarpmaktadır. 

PRNCR1 VCaP hücrelerinde bazal olarak daha yüksek düzeyde eksprese olmaktadır. 

PCGEM1 ifade düzeyinin ise LNCaP ve LNCaP-AR+ hücrelerinde VCaP hücrelerine 

kıyasla daha yüksek olduğu saptandı. 
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Şekil 4-7: LNCaP hücrelerinde hedef genlerin göreceli bazal ifade düzeyleri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4-8: LNCaP-AR+ hücrelerinde hedef genlerin göreceli bazal ifade düzeyleri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Şekil 4-9: VCaP hücrelerinde hedef genlerin göreceli bazal ifade düzeyleri 
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 Enzalutamid ile AR blokajının, hedef genler (PSA, PRNCR1, PCGEM1) üzerine 

olan etkisini araştırmak için hücreler 24 saat boyunca bu ajan (500 nM) ile muamele 

edildiler. Süre sonunda, hedef genlerin ifade düzeyi yukarıda anlatıldığı gibi nicel GZ-

PZR ile incelendi. Şekil 4-10’da görüleceği üzere, hücrelerin enzalutamid ile muamelesi 

her 3 hücre soyunda da PSA geninin ifadesinin azalmasına yol açmaktadır. PSA ifadesi, 

LNCaP-AR+ hücrelerinde ortalama %72 oranında azalırken, LNCAP hücrelerinde %47 

ve VCaP hücrelerinde ise ortalama %41 oranında azalma saptanmıştır. Bu bulgu, 

enzalutamid ile AR blokajının, AR ifadesinin yüksek olduğu durumda, LNCaP-AR+ 

hücrelerinde olduğu gibi, etkisinin daha belirgin olduğunu göstermektedir.  

 

 

 

 
Şekil 4-10: Enzalutamid ile muamele edilen LNCaP (A), LNCaP-AR+ (B) ve VCaP 
                    (C) hücrelerinde PSA ifade düzeyi 

 

 Reseptör blokajı sonrası PRNCR1 ve PCGEM1 genlerinin ifade değişiklikleri 

incelendiğinde; PCGEM1 ifadesinde her 3 hücre soyunda azalma gözlenirken, PRNCR1 

ifadesinde belirgin bir değişiklik saptanmadı. PCGEM1 ifadesindeki azalma LNCaP-

AR+ ve VCaP hücrelerinde benzer oranda gerçekleşirken (yaklaşık %50 azalma), 

LNCaP hücrelerinde yaklaşık %40 azalma saptandı (Şekil 4-11). PCGEM1’in aksine 

PRNCR1 ekspresyon düzeyinde anlamlı bir değişiklik görülmedi (Şekil 4-12).   

 

 

 

 

 
Şekil 4-11: Enzalutamid ile muamele edilen LNCaP (A), LNCaP-AR+ (B) ve VCaP 
                   (C) hücrelerinde PCGEM1 ifade düzeyi 
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Şekil 4-12: Enzalutamid ile muamele edilen LNCaP (A), LNCaP-AR+ (B) ve VCaP 
                   (C) hücrelerinde PRNCR1 ifade düzeyi 

 
 

 PCA3 baskılanmasının PSA, PCGEM1 ve PRNCR1 genleri üzerindeki etkisini 

incelemek amacıyla hücreler kontrol siRNA ve PCA3-siRNA ile transfekte edildiler. 

Transfeksiyondan 36 saat sonra hücreler hasat edildi, RNA izolasyonu ve cDNA sentezi 

sonrası moleküllerin ifade düzeyleri nicel GZ-PZR ile incelendi. Şekil 4-13’de PCA3 

baskılanmış hücrelerde PSA ifade düzeyleri görülmektedir. LNCaP-AR+ hücrelerinde 

PCA3 baskılanması, kontrole kıyasla PSA ifadesinde ortalama yaklaşık %40 azalmaya 

yol açmıştır. LNCaP ve VCaP hücre soylarında ise bu oran %30 olarak gerçekleşti.  

 PCA3 baskılaması her üç hücre soyunda da PRNCR1 ifadesinde önemli bir 

değişikliğe yol açmamıştır (Şekil 4-14).  Sadece LNCaP-AR+ hücrelerinde yaklaşık 

%20’lik bir düşüş göze çarpmaktadır. LNCaP-AR+ ve VCaP hücrelerinde PCGEM1 gen 

ifadesinde %40 oranında azalma görülmektedir. LNCaP hücrelerinde PCGEM1 anlatım 

düzeyinde değişiklik gözlenmedi (Şekil 4-15).  

 

 

 

 

 
 4-13: PCA3 baskılanan LNCaP (A), LNCaP-AR+ (B) ve VCaP (C) 
           hücrelerinde PSA ifade düzeyi 
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Şekil 4-14: PCA3 baskılanan LNCaP (A), LNCaP-AR+ (B) ve VCaP (C) 
                             hücrelerinde PRNCR1 ifade düzeyi 

 

 

 

 

Şekil 4-15: PCA3 baskılanan LNCaP (A), LNCaP-AR+ (B) ve VCaP (C) 
                             hücrelerinde PCGEM1 ifade düzeyi 

 
 

 Yukarıda görüldüğü gibi, hem enzalutamid ile AR blokajı hem de PCA3 

susturulması, PSA ve PCGEM1 genlerinin anlatımlarını önemli ölçüde baskılarken, 

PRNCR1 geni üzerinde sınırlı bir etki saptanmıştır. Bir sonraki aşamada, AR 

inhibisyonu ile PCA3 baskılanması kombine edilerek genler üzerindeki etkisi araştırıldı. 

Bu amaçla, hücreler yukarıda olduğu gibi, kontrol siRNA ve PCA3-siRNA ile 

transfekte edildiler. Transfeksiyondan 6 saat sonra besiyeri değiştirilme aşamasında 500 

nM enzalutamid eklendi ve hücreler bu koşullarda 30 saat muamele edildiler. Sürenin 

tamamlanmasıyla hasat edilen hücrelerde RNA izolasyonu yapıldı ve cDNA sentezi 

sonrası moleküllerin ifade düzeyleri nicel GZ-PZR ile incelendi. 

 Her 3 hücre soyunda PCA3 baskılanmasının AR blokajının etkisini arttırdığı 

görülmektedir. Kontrol hücreleri (kontrol siRNA + enzalutamid) ile karşılaştırıldığında, 

PCA3-siRNA + enzalutamid kombinasyonu uygulanan LNCaP hücrelerinde PSA gen 

ifadesinde ortalama %40 oranında ilave bir azalma saptanmıştır (Şekil 4-16). Diğer 

hücrelerde etki biraz daha düşük gerçekleşti.  PRNCR1 geninde AR blokajı ile PCA3 

baskılanmasının etkileri ayrı ayrı düşük iken, bu ikisinin kombinasyonu PRNCR1 gen 

ifadesini azaltmaktadır (%20-40) (Şekil 4-17). PCGEM1 ifadesine göz atıldığında ise, 
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VCaP hücrelerinde yaklaşık %50 oranında ilave bir etki görülmektedir (Şekil 4-18). 

LNCAP ve LNCaP-AR+ hücrelerinde azalma VCaP hücrelerine kıyasla daha düşüktür.  

 

 

 

 

 
Şekil 4-16: PCA3 ve AR baskılanan LNCaP (A), LNCaP-AR+ (B) ve VCaP (C) 

                       hücrelerinde PSA ifadesi 
 

 

 

 
 

Şekil 4-17: PCA3 ve AR baskılanan LNCaP (A), LNCaP-AR+ (B) ve VCaP (C)  
                       hücrelerinde PRNCR1 ifadesi 

 
 

 
 

 

 

 
Şekil 4-18: PCA3 ve AR baskılanan LNCaP (A), LNCaP-AR+ (B) ve VCaP (C)  

                       hücrelerinde PCGEM1 ifadesi 
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4.5. PCA3 Baskılanması ile Androjen Reseptör İnhibisyonunun Hücre Sağkalımı 

Üzerine Etkisinin Araştırılması 

 Yukarıda bulguları sıralanan deneysel çalışmalarda PCA3 baskılanmasının, AR 

inhibisyonuna benzer şekilde, androjen yolağında yer alan genleri baskıladığı gösterildi. 

Buradan yola çıkarak, PCA3 baskılanmasının tek başına veya enzalutamid (500 nM ve 

5000 nM) ile kombinasyon halinde, prostat kanser hücrelerinin sağkalımını nasıl 

etkilediği araştırıldı. Hücreler yukarıda anlatıldığı gibi tansfekte edildiler ve 

transfeksiyon sonrası enzalutamid eklendi. Hücrelerin çoğalma özellikleri iCELLigence 

gerçek zamanlı hücre analiz sisteminde 72 saate kadar izlendi. Bunun sonucunda elde 

edilen ve normalize edilmiş hücre indeksi eğrileri Şekil 4-19’ da gösterilmektedir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4-19: Prostat kanseri hücrelerinde gerçek zamanlı hücre çoğalma eğrileri 
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 Tablo 4-1’de, hücresel analizde 36. ve 72. saatte elde edilen canlılık değerleri 

özetlenmiştir. Buna göre, iki farklı enzalutamid dozu ile muamele edilen hücrelerde 36. 

saatte gözlenen etkinin sınırlı olduğu görülmektedir. 72. saat sonunda ise, artan doza 

paralel bir şekilde LNCaP ve LNCaP-AR+ hücrelerinde canlılık oranlarının %32 ve 

%30 azaldığı saptanmıştır. VCaP hücrelerinde canlılık daha az (%21) etkilenmiştir. 

PCA3 baskılanması ise, (kontrol siRNA’ya kıyasla) 72. saat sonunda LNCaP, LNCaP-

AR+ ve VCaP hücrelerinde canlılığı sırasıyla %11, %20 ve %6 düşürmüştür. PCA3 

baskılanması ile enzalutamid edildiğinde ise, etkinin düşük doz enzalutamid ile 

kombinasyonda daha belirgin olduğu göze çarpmaktadır. LNCaP-AR+ hücrelerinde 

canlılıkta belirgin (%22 ilave düşüş) azalma saptanırken, LNCaP ve VCaP hücrelerinde 

etki daha sınırlı olarak gerçekleşti. Sonuç olarak, PCA3 baskılanmasının prostat kanser 

hücrelerinin sağkalımını azalttığı ve etkinin AR’yi aşırı eksprese eden hücrelerde daha 

yüksek olduğu görülmektedir.  

 

Tablo 4-1: PCA3 baskılanması ve/veya enzalutamidin prostat kanseri hücrelerinin 

canlılığı üzerindeki etkisi (% kontrol) 

 

 

Bir sonraki aşamada, AR inhibisyonu ile birlikte PCA3 baskılanmasının prostat 

kanseri hücreleri üzerindeki etkisini daha iyi değerlendirmek amacıyla klonojenik test 

gerçekleştirildi. Klonojenik test, sitotoksik bir ajanın (radyasyon, ilaç vb.) etkisini 

belirlemek açısından yaygın olarak kullanılan bir uygulamadır.  Bu testte PCA3 

baskılanan ve/veya enzalutamid ile muamele edilen hücrelerin hücre kültür koşullarında 

koloni oluşturabilme kapasiteleri araştırıldı. Bu amaçla hücreler deney koşullarında 10 

gün büyütüldüler ve hücrelerin oluşturduğu koloniler boyanarak sayıldı (Şekil 4-20).  

 

Hücre Soyu

Enzalutamid

500 nM

36s   72s

Enzalutamid

5 µM

36s   72s

siSCR

36s   72s

siPCA3

36s   72s

siSCR+

500 nM Enz

36s   72s

siPCA3 +

500 nM Enz

36s   72s

siPCA3 + 

5 µM Enz

36s   72s

LNCaP 97      94 87     68 91     84 87     75 89     79 85    73 84    68

LNCAP-

AR+

98      94 88    70 98     93 92     73 96     92 88    70 88    60

VCaP 93      92 88    79 96     95 92     89 95     91 92    82 87    78
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Şekil 4-20: Prostat kanseri hücrelerinin oluşturduğu koloni görüntüleri 

 

 

 Elde edilen bulgular Tablo 4-2’de özetlenmiştir. Beklendiği gibi, PCA3 

baskılanması ve/veya AR inhibisyonunun hücreler üzerindeki etkisi,  klonojenik testte, 

iCELLigence cihazındaki 72 saatlik gerçek zamanlı hücre analizine kıyasla, daha iyi 

görülmektedir. 

 Düşük doz enzalutamid (500 nM) hücrelerin koloni oluşturma kapasitelerini  

%7-16, 5µM enzalutamid ise  %22-38 oranında azaltmıştır. PCA3 baskılanması da 

hücrelerin canlılığını azaltmaktadır. PCA3 baskılanması LNCaP ve LNCaP-AR+ 

hücrelerinde yaklaşık %35, VCaP hücrelerinde ise %21 düzeyinde koloni sayısını 

azaltmıştır. PCA3 baskılanması AR inhibisyonu ile kombine edildiğinde ise etkinin çok 

daha yüksek olduğu görülmektedir. Örneğin LNCaP-AR+ hücrelerinde, kombinasyon 

uygulaması ile hücre canlılığı yaklaşık %80 oranında baskılanmıştır. Bu bulgular, 

gerçek-zamanlı hücre canlılık analiz bulguları ile uyumlu şekilde, PCA3 

baskılanmasının ve bunun enzalutamid ile kombinasyonunun prostat kanser hücrelerinin 

canlılığını azalttığını ortaya koymaktadır.  

 

 

LNCaP

LNCaP-AR+

VCaP

0              500nM         5µM           siSCR siPCA3            siSCR+        siPCA3+           siSCR+          siPCA3+      
(Enz)            (Enz)                                                       500nM        500nM              5µM              5µM
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Hücre Soyu

Kontrol Enz

(500 

nM)

Enz

(5 µM )

siSCR siPCA3 siSCR + 

500 nM Enz

siPCA3 + 

500 nM Enz

siSCR + 

5 µM Enz

siPCA3+

5 µM Enz

LNCaP 100 90 68 88 67 83 55 53 32

LNCaP-

AR+

100 84 62 93 65 88 60 52 21

VCaP 100 93 78 90 79 84 69 63 42

HücreSoyu Kontrol Enzalutamid

(500 nM)

siPCA3 siSCR+Enz siPCA3+ Enz

LNCaP 1 2.4 1.9 3.1 3.7

LNCAP-

AR+

1 2.7 2.4 2.6 3.8

VCaP 1 1.6 1.5 1.6 1.9

Tablo 4-2: Prostat kanseri hücre soylarında klonojenik test ile belirlenen % 

canlılık oranları 

 

 Sitotoksik ajanların hücresel sağkalım üzerine etkisini değerlendirmek amacıyla 

kullanılan diğer bir yaklaşım apoptotik hücre ölümünün incelenmesidir. Tez 

çalışmasında, prostat kanser hücrelerinde apoptotik hücre ölümü, ELİZA-bazlı 

yaklaşımla DNA yıkım ürünleri olan nükleozomların ölçülmesi yolu ile gerçekleştirildi. 

PCA3 baskılanan ve/veya enzalutamid ile muamele edilen hücrelerde 36 saat sonra 

ölçülen apoptotik hücre ölüm düzeyleri Tablo 4-3’de özetlenmiştir.  Görüldüğü üzere 

500 nM enzalutamid her 3 hücre tipin de hücre ölüm düzeylerini önemli ölçüde 

arttırmaktadır. Kontrol hücrelerine kıyasla, hücre ölüm oranlarının LNCaP ve LNCAP-

AR+ hücrelerinde 2 kattan fazla, VCaP hücrelerinde ise 1.6 kat arttığı belirlenmiştir. 

PCA3 baskılanması, hücre ölüm seviyelerini en fazla LNCaP-AR+ hücrelerinde 

artırırken (2.4 kat), LNCAP (1.9 kat) ve VCaP (1.5 kat) hücrelerinde etki daha az idi. 

Her iki uygulama kombine edildiğinde etkinin daha da arttığı dikkat çekmektedir.  

 

Tablo 4-3: Prostat kanseri hücrelerinde apoptotik hücre ölüm oranları 
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5. TARTIŞMA 

 

1940'lı yıllardan bu yana ileri evre prostat kanseri tedavisinde, androjenler ve 

AR sinyal yolağı inhibisyonuna odaklanılmıştır. AR, sadece sağlıklı prostatın büyümesi 

ve farklılaşması için değil, aynı zamanda prostat kanseri patogenezinde de önemli rol 

oynar [243]. Malign prostat hücrelerinde AR sinyal yolağı hücre çoğalması ve apoptoz 

arasındaki dengeyi bozarak kontrolsüz büyümeyi yönlendirir [102]. Hastalığın 

biyolojisinin daha iyi anlaşılması, prostat kanserinde tedavi seçeneklerinin artmasına 

yol açmıştır. Bunlar arasında yeni kemoterapi ajanları (kabazitaksel), immünolojik 

yaklaşımlar (sipuleucel-T) ile yeni nesil AR biyosentez inhibitörleri ve antagonistleri 

(abirateron asetat, enzalutamid) yer almaktadır [244, 245]. Enzalutamid, KDPK 

tedavisinde kullanılan yeni nesil androjen reseptör inhibitörlerinden biridir [9]. 

Preklinik çalışmalarda, bu molekülün reseptörün çekirdeğe geçmesini ve DNA’ya 

bağlanmasını bloke ettiği ve böylece hücreleri apoptoza yönlendirerek tümor 

büyümesini engellediği gösterilmiştir [246]. Klinik çalışmalar, enzalutamidin, ADT'yi 

takiben metastatik KDPK'li hastalarda genel sağkalımı arttırdığını ortaya koymuştur 

[124, 247]. 

Prostat kanseri tanısında yaygın olarak kullanılan PSA, hastalığın erken 

dönemde saptanmasında yararlı olmasına karşın, prostat kanseri için yeterli özgüllüğe 

sahip olmaması gereksiz biyopsi ve tedavilere yol açabilmektedir. Bu nedenle daha 

spesifik tümör belirteçlerine ihtiyaç duyulmaktadır. PCA3 olarak adlandırılan uzun 

kodlamayan RNA, prostat kanserinde önem kazanan moleküllerden biridir. PCA3, 

normal prostat dokusunda düşük oranda anlatıma sahip iken, prostat kanseri hücre 

soylarında ve primer prostat tümör dokularında aşırı ifade edilir [10]. PSA, hastanın 

yaşı, prostat hacmi ve dijital rektal muayene bulguları gibi diğer klinik ölçümlerle 

birlikte PCA3 idrar düzeylerinin ölçülmesi, prostat kanseri varlığının öngörülmesine 

katkı sağlamaktadır [204, 248]. Prostat kanserindeki öneminden hareketle, PCA3 

molekülünün prostat kanserinin tedavi modalitelerinde hedef moleküllerden biri 

olabileceği düşünülmektedir. Tez çalışmasında, PCA3 geninin AR yolağı ilişkisi ve 

prostat kanseri hücrelerinin sağkalımı üzerindeki önemi araştırıldı. Bu amaçla farklı 

hücre modelleri kullanıldı; LNCaP hücreleri androjene duyarlı prostat kanserini temsil 
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ederken, LNCaP-AR hücre soyu androjen reseptörünü daha yüksek oranda ifade eden 

hücrelerdir. VCaP hücreleri ise kastrasyona dirençli prostat kanserinin modeli olarak 

seçildi. Böylece, farklı klinik durumları temsil eden hücre soylarında PCA3’ün androjen 

yolağı ile ilişkisi araştırılmıştır. 

Androjenler, prostat kanseri hücrelerinde birçok genin düzenlenmesinde ve AR 

sinyal yolağının ilerletilmesinde önemli rol oynamaktadır. Bu nedenle, tez çalışmasında, 

ilk olarak, androjene duyarlı LNCaP hücre soyunda, PCA3 molekülünün androjenler 

tarafından ne ölçüde uyarıldığı araştırıldı. DHT’nin farklı dozları ile (0, 1, 10 ve 100 

nM) muamele edilen hücrelerde, PCA3’ün DHT tarafından kuvvetli bir şekilde 

(ortalama yaklaşık 1000 kata kadar) uyarıldığı saptandı. Diğer taraftan, DHT uyarımına 

karşı PCA3’ün verdiği cevabın PSA yanıtına göre çok daha etkin olması dikkat çekici 

idi. Bu bulgu, kodlamayan RNA geni olan PCA3 ve protein kodlayan gen olan PSA’nın 

androjenler tarafından farklı şekilde düzenleniyor olabileceklerini göstermektedir. 

PCA3 gen promotöründe androjen cevap elementi (ARE) bölgeleri bulunmamasına 

rağmen [249] androjenler tarafından uyarılması, AR ile düzenlenen başka gen veya 

moleküllerin PCA3 ifadesi üzerinde etkisi olduğunu düşündürmektedir. PCA3’ün 

prostata kanserine özgü olması [227] ve daha önceki çalışmalarda DHT tedavisi üzerine 

PCA3 uyarıldığının gösterilmesi [227, 250] elde edilen bulguların doğruluğunu 

desteklemektedir.    

PCA3 geninin androjen tarafından etkin bir şekilde uyarıldığının gösterilmesinin 

ardından, PCA3 baskılanmasının, AR ilişkili genler (PSA, PCGEM1 ve PRNCR1) 

üzerine etkisi araştırıldı. Günümüze kadar yapılan çalışmalarda genel olarak lncRNA 

genlerinin anlatım düzeylerinin protein kodlayan genlerin ekspresyon seviyelerine 

kıyasla daha düşük olduğu bildirilmiştir [223]. Çalışmamızda da benzer şekilde, her üç 

hücre tipinde PSA dışındaki moleküllerin oldukça düşük düzeylerde ifade edildiği 

saptandı. PCA3 ifade düzeyinin, LNCaP ve LNCaP-AR+ hücrelerinde VCaP hücrelerine 

göre daha yüksek olduğu göze çarpmaktadır. Ferreira ve ark. farklı prostat kanseri hücre 

soylarında yaptıkları çalışmada da en yüksek PCA3 ifade düzeyinin LNCaP 

hücrelerinde olduğunu bildirmişlerdir [14]. Bu da LNCaP ve bundan köken alan 

hücrelerde daha yüksek PCA3 gen anlatımı olduğunu göstermektedir.  

PCA3 geninin baskılanması her üç hücre tipinde de PSA gen ifadesinin 

azalmasına yol açarken en fazla etki LNCaP-AR+ (yaklaşık %70 azalma) hücrelerinde 

saptandı. Bu hücre tipinin AR’yi daha fazla ifade etmesi ve bu hücrelerde PCA3 
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ifadesinin daha yüksek olması etkinin daha fazla görülmesinin nedeni olarak 

açıklanabilir. Bu bulgular PCA3 geninin AR yolağında görev aldığının diğer bir kanıtı 

olarak görülebilir. Kodlamayan RNA genleri olan PCGEM1 ve PRNCR1, AR yolağı ile 

ilişkilendirilmiş ve KDPK’nin bir komponenti olduğu bildirilmiştir [236].  PCA3 

susturulması sonrası bu moleküllerin prostat kanseri hücrelerindeki düzeylerine 

bakıldığında, PCGEM1 ifadesinin azaldığı, PRNCR1 anlatımında ise önemli bir 

değişim olmadığı görüldü. Bu bulgu ile uyumlu şekilde, literatürde PRNCR1’in prostat 

kanseri ve AR sinyal yolağındaki rolünün tartışmalı olduğu göze çarpmaktadır. 2014 

yılında yapılan ve detaylı bir RNA dizileme analizi içeren bir çalışma PCGEM1’i 

prostat kanseri ile ilişkili bulurken, PRNCR1 için aynı sonuçlara ulaşamamıştır [237]. 

Ancak bu çalışma her iki molekülün de AR sinyal yolağının bileşenleri olmadığını iddia 

etmiştir. Bunu takip eden ve fare ksenograft modelleriyle yapılan diğer bir çalışmada ise 

kastrasyon sonrası PCGEM1 ifadesinin 500 kattan fazla düştüğü ve testosteron 

uygulaması sonucu ifadenin arttığı gösterilmiştir [238]. Yine aynı çalışmada prostat 

kanseri hücre soylarının (LNCaP ve VCaP) DHT ile uyarımı sonrası PCGEM1 

ifadesinin arttığı belirtilmiştir [238]. Bu sonuçlar çalışmamızdaki sonuçları destekler 

nitelikte olup AR’nin PCGEM1 ifadesinin düzenlenmesinde rol oynadığını gösterirken 

aynı durum PRNCR1 için geçerli gözükmemektedir.  

Enzalutamid ile AR blokajı gerçekleştirildiğinde, PCA3 ve diğer genlerin (PSA, 

PCGEM1, PRNCR1) verdiği yanıtların birbirinden farklı olduğu ve hücre tipine göre de 

farklılık gösterdiği gözlemlenmiştir. AR inhibisyonu sonucu LNCaP ve LNCaP-AR+ 

hücrelerinde PCA3 gen ifadesinin azaldığı saptanırken, VCaP hücrelerinde önemli bir 

azalma saptanmadı. Bu durum, bu hücrelerin kastrasyona dirençli olmaları ile ve/veya 

bu hücrelerde farklı bir düzenlenme bulunması ile açıklanabilir. Nitekim, aşağıda 

tartışıldığı gibi, VCaP hücrelerinde AR blokajı veya PCA3 baskılanması sonucu 

sitotoksisitenin diğer hücrelere göre daha düşük olması da bununla ilişkili olabilir. 

Yapılan klinik çalışmalarda, enzalutamid kullanımının hastalarda PSA 

azalmasına yol açarak genel sağkalımı arttırdığı gösterilmiştir [251, 252]. Tzu-Hua Lin 

ve ark. prostat kanseri hücre soylarında yaptığı çalışmada 5µM enzalutamid 

kullanımının AR’nin hedef geni olan PSA ifadesinin düşmesine yol açtığı belirtilmiştir 

[253]. Çalışmamızda da bu sonuçla uyumlu şekilde, her üç hücre soyunda da 

enzalutamid ile AR blokajı sonucu PSA ifadesinin azaldığı saptandı. Ancak VCaP 

hücrelerindeki azalış diğer hücrelere göre daha az gözlendi. Bunun, VCaP hücre 
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soyunun normal koşullarda AR’nin ek varyant proteinini ifade etmesi ile ilişkili 

olabileceğini düşünülmektedir [125, 159]. AR’nin kırpılması ve yeniden düzenlenmesi 

yoluyla oluşan AR ek varyantları, yapısal olarak sürekli aktif olup KDPK'da AR 

etkinleştirilmesinin mekanizmalarından birisini oluşturmaktadır. En sık görülen varyant 

olan AR-V7 yapısal olarak sürekli aktif olup kastrasyona dirençli büyümeden sorumlu 

olup, mKDPK’li hastalarda abirateron asetat ve enzalutamid ile tedaviye direnç 

açısından oldukça prediktif değere sahiptir [162, 163]. Ayrıca Kregel ve ark. yaptığı 

çalışmada LNCaP hücrelerinde enzalutamidin PSA ve TMPRSS2 ifadesini anlamlı 

derecede azalttığı, VCaP hücrelerinde ise PSA ifadesindeki azalışın anlamlı olmadığı 

belirtilmiştir [254]. Literatürdeki bu veriler çalışmamızın bulgularını desteklemektedir. 

 Enzalutamid-aracılı AR blokajı ile PCA3 susturulması birlikte uygulandığında, 

beklendiği üzere, AR ilişkili genler üzerinde saptanan etki daha yüksek oranda 

gerçekleşti. Her 3 hücre soyunda da PCA3 baskılanmasının AR blokajının etkisini 

arttırdığı belirlendi. Hücre tipine göre; PSA ifadesinde %40’a kadar, PCGEM1 

ifadesinde ise %50’ye yakın ilave bir azalma gözlendi. İlginç bir şekilde, PCA3 

baskılamasının veya androjen blokajının tek başlarına PRNCR1 geni üzerindeki etkileri 

çok düşük düzeyde iken, birlikte uygulandıklarında gen ifadesinde hücre tipine bağlı 

olarak %40’a kadar azalma saptandı.  Bu bulgu, PCA3 baskılanması ve AR blokajının 

birlikte sinerjik etki göstererek daha etkili olduğunu ortaya koymaktadır.  

 Gen ekspresyon çalışmaları ile, PCA3 geninin baskılanmasının, AR blokajına 

benzer şekilde AR androjen yolağında yer alan genleri baskıladığı gösterildi. Bir 

sonraki aşamada,  PCA3 susturulmasının prostat kanser hücrelerinin sağkalımını nasıl 

etkilediği incelendi. iCELLigence Gerçek Zamanlı Hücre Analizi ile elde edilen hücre 

indeksi verileri değerlendirildiğinde; 3 hücre soyunda da hem PCA3 baskılanması hem 

de enzalutamid ile AR inhibisyonu tek başlarına hücreler üzerinde sitotoksik etki 

gösterdiler (Tablo 4.1). Birlikte uygulandıklarında, tek tek oluşan etkiden daha fazla 

etki ortaya çıktı. Bu bulgular, PCA3’ün AR yolağının bir modülatörü olarak görev 

yaptığını ve hücre çoğalmasını uyardığı görülmektedir. Sitotoksik etkinin VCaP 

hücrelerinde diğerlerine kıyasla daha az görüldüğü saptandı. Yukarıda bahsedildiği gibi, 

AR blokajından PCA3’ün sınırlı etkilenmesi ve VCaP hücrelerinin AR-V7 proteini 

ifade etmesi enzalutamidin sınırlı etkisini açıklayabilir. Ayrıca VCaP hücrelerinin 

çoğalma hızının yavaş olması [255] diğer sınırlayıcı bir faktör olarak düşünülebilir. 
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 Enzlatuamidin prostat kanseri hücreleri üzerinde gösterdiği sitotoksik etki, ilacın 

doz ve uygulama süresine göre değişiklik gösterdi ve artan doz ve süre ile daha yüksek 

anti-proliferatif etki elde edildi. Tez çalışmasında da kullanılan 5 uM'lik enzalutamid 

konsantrasyonunun, LNCaP-neo hücrelerinin büyümesini %30'dan daha fazla azalttığı 

gösterilmiştir [256]. Heimo Syvala ve arkadaşları tarafından yapılan in vitro çalışmada 

enzalutamid (1 µM) ile LNCaP hücrelerinin (%59) ve VCaP hücrelerinin (%31) 

büyümesinde düşüş gözlemlenmiştir [257]. Literaür bilgileri, tez çalışmasının 

bulgularını genel olarak desteklerken, çalışmalar arasında görülen farklar, hücre tipine, 

hücrelerin pasaj sayısına veya kullanılan sitotoksisite ölçüm yöntemlerine göre farklılık 

gösterebilmektedir.   

 Klonojenik test ile yapılan hücre sağkalımı deneyleri ile de, PCA3 baskılanması 

ve AR blokajının prostat kanseri hücrelerinin canlılığını azalttığı teyit edildi. PCA3 

baskılanması ve AR inhibisyonu birlikte uygulandıklarında etkinin çok daha yüksek 

olduğu görüldü (Tablo 4.2). Örneğin LNCaP ve LNCaP-AR+ hücrelerinde, 

kombinasyon uygulaması ile hücre canlılığını yaklaşık %70-%80 oranında 

azalmaktadır.  Benzer etkiler, apoptotik hücre ölüm oranlarında da gözlendi. 

Enzalutamid ve PCA3 baskılanması tek başlarına hücrelerde ölüm oranlarını arttırırken, 

kombine edildiklerinde etkinin daha da arttığı dikkat çekmektedir (Tablo 4.3). 

 PCA3’ün, bir tümör baskılayıcı olan, PRUNE2 geninin ekspresyonunu modüle 

ettiği gösterilmiştir [229]. Sağlıklı prostat dokusunda, PRUNE2 ifadesinin yüksek 

PCA3 anlatımının düşük olduğu saptandı. Yüksek PRUNE2 seviyeleri prostat kanseri 

hücrelerinin çoğalmasını azaltırken, bu genin susturulması hücre çoğalması ve 

transformasyonunu uyarmaktadır [229]. Bu durum, prostat kanseri örneklerinde tam 

tersidir. Tez çalışmasında, her ne kadar PRUNE2 geninin ifadesi incelenmemiş olsa da, 

PCA3 geninin baskılandığı hücrelerde hücre ölüm oranının artması, PRUNE2 geninin 

ifadesinin artması ve bunun sonucu olarak hücreleri apoptoza yönlendirilmesi ile 

açıklanabilir.  

 Sonuç olarak, PCA3 geninin androjen tarafından etkin bir şekilde uyarılması, bu 

uyarımın PSA’ya göre daha kuvvetli olması; PCA3 geni susturulduğunda, AR ilişkili 

genler olan PSA ve PCGEM1 ifadesinin azalması PCA3 geninin AR yolağının bir 

bileşeni olduğunu göstermektedir. Tez çalışmasında elde edilen bulgular literatür 

bilgileri ile uyumludur. Çalışmada, ayrıca, literatürde tartışmalı bir konu olan PRNCR1 

ve PCGEM1 genlerinin AR sinyal yolağı ile ilişkisi konusuna açıklayıcı yönde katkı 
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sağlamaktadır. Güncel bir çalışmada, PCA3’ün anjiyogenez, hücre adezyonu, sinyal 

iletimi ve apoptoz ile ilgili önemli kanser genlerinin ekspresyonunu düzenlediği 

bildirilmektedir [258]. Yine bu çalışma ile uyumlu bir şekilde, çalışmamızda PCA3 

geninin susturulması, prostat kanseri hücrelerinin sağkalımını azaltırken, AR antagonisti 

olan enzalutamidin neden olduğu sitotoksisiteyi arttırmıştır. Elde edilen bu bulgular, 

PCA3’ün tanısal bir belirteç olarak uygulanmasının yanı sıra, prostat kanserinde 

terapötik bir hedef olarak da hizmet edebileceğini göstermektedir. Buna ilaveten, PCA3 

geninin susturulmasının farklı klinik antitilerde (androjene duyarlı ya da kastrasyona 

dirençli gibi) yararlı olabileceği gösterilmiştir. Yapılacak in vivo ve klinik çalışmalarda, 

PCA3 geninin hedeflenmesinin klinik yararlılığının araştırılması gerekmektedir. 
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