


il

EMRE OZGUR

ISTANBUL UNIVERSITESiI SAG. BiL. ENST.

DOKTORA TEZIi

ISTANBUL-2017



T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

(DOKTORA TEZI)

PROSTAT KANSERINDE PROSTAT KANSER ANTIJEN 3°’UN
ANDROJENLE IiLISKiSININ ARASTIRILMASI

EMRE OZGUR

DANISMAN
PROF. DR. UGUR GEZER

TEMEL ONKOLOJi ANABILIM DALI
ONKOLOJIK BiYOLOJi VE IMMUNOLOJi PROGRAMI

ISTANBUL-2017




DOKTORA TEZi ONAYI

Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti Onkoloji Enstitiisti Temel Onkoloji Anabilim
Dali, Onkolojik Biyoloji ve Immiinoloji Bilim Dali Programinda Doktora 6grencisi Emre
0ZGUR tarafindan Prof.Dr.Ugur GEZER ’in damismanliginda hazirlanan “Prostat kanserinde
prostat kanser antijen 3’iin androjenle iligkisinin aragtirilmas1” baglikli tez agagidaki jiiri
iiyeleri tarafindan 28 /09/2017 tarihinde yapilan Tez Savunma Sinavinda bagarili bulunmug
ve Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

iri-Damisman
Prof.Dr.Ugur GEZER
1.U.Onkoloji Enstitiisii
Temel Onkoloji Anabilim Dal1

Dog¢.Dr.Pinar OBAKAN
Istanbul Kiiltiir Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dali

_QADNURA

Baskam
Prof.Dr.Vildan YASASEVER
1.U.Onkoloji Enstitiisti
Temel Onkoloji Anabilim Dali

@Wy/é[»

Jiirj
Prof.Dr.Derya DURANYILDIZ
[.U.Onkoloji Enstitiisti
Temel Onkoloji Anabilim Dal1

Dog.Dr.Ajdla COKER GURKAN
Istanbul Kiiltiir Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dali



iii

BEYAN

Bu tez ¢aligmasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin safhalarda etik dis1 davramsimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar iginde elde ettifimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin
bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklan da kaynaklar listesine
aldigim, yine bu tezin galigilmas: ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarim ihlal edici
bir davramigimin olmadig: beyan ederim.

OZGUR



ITHAF

Sevgili Annem, Babam, Kardeslerim ve Egsim’e ithaf ediyorum...

v



TESEKKUR

Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii Miidiiriimiiz Sn. Prof. Dr. Ahmet

KiZiR’e,

Anabilim Dali Bagkanimiz saygideger hocamiz Sn. Prof. Dr. Vildan
YASASEVER’e,

Calismamda bana yol gosteren, higbir konuda yardimmi ve destegini

esirgemeyen degerli danisman hocam Sn. Prof. Dr. Ugur GEZER e,

Degerli hocalarim Prof. Dr. Hiilya YAZICI, Prof. Dr. Derya DuranYILDIZ ve
Dog. Dr. Semra DEMOKAN’a,

Katkilar1 ve destekleri i¢in Dr. Mustafa Isin ve Dr. Ebru Esin YORUKER e,

Calismalarim sirasinda bana destek olan Tiirkan Sen ve diger Anabilim Dali

Yiiksek Lisans ve Doktora 6grenci arkadaglarima,
Calismama maddi kaynak saglayan Istanbul Universitesi Arastirma Fonu’na,

Hayatimdaki tiim zorluklarda ve giizelliklerde yanimda oldugu gibi, tez
calismam siiresince de hi¢bir zaman destegini ve yardimini esirgemeyen sevgili esim

Burgin OZGUR’e,

Hayatimin her asamasinda maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen, her
zaman yanimda olan canim annem Senel OZGUR, babam Hasan OZGUR ve

kardeslerim Mevliit OZGUR ve Mustafa Emin OZGUR e tesekkiir ederim.

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 50722



vi

ICINDEKILER

TEZ ONAYT ..o HATA! YER iSARETi TANIMLANMAMIS.
BEY AN ettt ettt et et e e a et n et et e enteeneeaeeneas 11
ITHAF .ottt ettt b et ettt sttt naeeateeaeeees v
TESEKKUR ......oouiuiuieieeeeeeeeeeeeeeee e \Y
ICINDEKILER ..ottt s, Vi
TABLOLAR LISTES......oouioiiioieeeeeeeeeeeeeeeee et X
SEKILLER LISTES ...ttt es e X
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI ....cc.cevoiiniiiiniieiecreeeceeseeeeenee. X
OZEL.......... 0500 B ceceeeeveeeeveeneencsilionmneennesiilonasnneeeensosilbsnneneeeesessilbtnatseeceenessseeseesnennne XV
ABSTRACT ...ttt sttt ettt e e s s et e et e s e ebeente st enseeneesseeneesseenseeneas XVi
1. GIRIS VE AMAC ...ttt 1
2. GENEL BILGILER .....cc.evuitiniimiiiiieiiesiecene sttt ssesieesene 3
2.1, PrOStat BEZI c.u.ceieieii et 3
2.2. Prostat Bezinin HastaltKIart ...t 4
2. 2.1 PIOSTALIE ettt et sttt sttt et 4
2.2.2. Selim Prostat Hiperplazi (BPH).........cccooiiiiiiiiiiieiececeeeee e 4
2.2.3. Prostat Kanserinin Onciil OTUSUMIATT .........cooveveweueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 4
2.2.4. Prostat KaANSETT ......ceiuiiiiiiiieiiieiie ettt st et 5
2.3. Prostat Kanseri Gelisiminin Molekiiler Temelleri...........cccoocveviieniiincieniiienieeienne 8
2.4. Androjenler ve Androjen ReSeptOTii........ccvrevuieriiiniieniieieeie e 10
2.5. Androjen Reseptorii ve Prostat Kanseri.........cccevveeeiieriienieenieeieenie e 13
2.6. AR Sinyali ile Diizenlenen YolaKIar...........ccocvieeiiieniiieiiiecieeee e 14
2.7. Kastrasyona Direngli Prostat Kanserinin Gelisimi ...........ccccocvveeeviieeiieenciieenieeens 15
2.7.1. Androjen Reseptor Amplifikasyonu ve Asirt Duyarlilik ........ccccoooeiieninniniin. 16
2.7.2. Androjen Reseptor Gen Mutasyonlart .........c..occveevueeeieeniienieeieenie e 16
2.7.3. Androjen Reseptor Varyantlart ..........cccooocveeeiiieciiicciieceeceeee e 17
2.7.4. Androjen Reseptoriiniin Es-Dilizenleyicileri ........cceecveeeciieeeiieeniieeeiie e 17
2.7.5. Timdr Ici Androjen BiyOSENteZi. ..........ovueveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseesnnas 17
2.7.6. Ligandtan —Bagimsiz AKEIVASYON .......c.cecveriiieniieiieeieeieeiee e 18

2.8. Androjen Reseptoriiniin Hedef Genleri .........cccoeevveeeiiiieeiiicieeeeeeeeeeee e 19



vii

2.8.1. Prostat Asidik Fosfataz (PAP) ....cc.oeeviiieeieeeeeeeeeeee e 19
2.8.2. Prostat Spesifik Antijen (PSA) ....cooiioiiiiiieieeeee e 19
2.8.3. TMPRSSS2-ERGi...c..coiiiiiiiiiieiteteete ettt 20
2.9. Kodlamayan RINALAT .......c..ooiiiiiiiiie ettt ettt et sivae e sivee e enaee e 20
2.9.1. Uzun Kodlanmayan RNA’IAT.......c.ccccoviiiiiiiciieeeeeceeee e 21
2.9.2. Prostat Kanser Antijen 3 (PCA3)....cooiiiiiiiiieeiieeeeeeeee et 23
2.9.3. PRNCRI V& PCGEMI .....oiiiiiiiiiiiieiicitetetee sttt 25
3. GEREC VE YONTEM .......coooioiiueieeeeeeeeeeeee e 26
R LY -1 ) ) 7 | USSR 26
3 1.1, HUCTE SOYIAIT ..viniiiiiieiie ettt ettt ettt ettt e et e eabeebeeenseeneeas 26
3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler ............cccoooieviieniieiieniienieeieeeeeee e 26
3.1.3. Kullanilan CThazlar ............coooiiiiiiiiiiiese e 27
R IR 0] 1115 1 4 BT TP PORUPUTUPPRRTPPORUTPRPROPPRIN: 28
3.2.1. HUCre KUITUIT ..oooviiieeiieiieecieceeee ettt 28
3.2.2. siRNA ile PCA3 Bask1lanmast ......c.cccoceevueriiniineiiienieieiineesie e 28
3.2.3. Hiicrelerin Androjen ile Muamelesi...........ccccuveriieeeiiieeiieeeeiieeecie et 30
3.2.4. Enzalutamid ile Androjen Reseptor Blokaji .........ccccvveeviieeiiiiinieieeeeee, 31
3.2.5. Gen Ifade ANALIZ .........c.cvvevieeeeieeceeeee e, 31
3.2.5.1. Hiicrelerden Total RNA 1Z0laSyonu ............c.cccovvevviueveveeeeeeeeeeseceeeenans 31
3.2.5.2. Komplementer DNA (CDNA) SeNteZi........ccceevuiieiuieniieiiieiieeieeneieeieeneens 32
3.2.5.3. Nicel Polimeraz Zincir Reaksiyonu..........cccceccvveeviieeniieniiieeie e 33
3.2.6. Hiicre Cogalmasinin Gergek Zamanli Analizi...........cccccvveevvveevviencieeniieeenen. 34
3.2.7. KIONOJENIK TS ....veeuiieiieeiiieiie ettt ettt ettt ettt siee et seaeebeeenneenneas 35
3.2.8. Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Degerlendirilmesi..............cocooveveevereveieeeennns 36
3.2.9. IstatiStIKSEl ANAZIET...........c..ooeeveeeeeeeceeeeeeeeeeeee e 37
4. BULGULAR ..ottt ettt ettt be et eneesseeneenseenneeneas 38
4.1. Androjenle Uyarilan Prostat Kanseri Hiicrelerinde PCA3 Molekiiliiniin ifade
Diizeyinin INCeIeNMESI....c..eiiuiiiiiiiiieiiee et 38
4.2. siRNA-aracili Oligoniikleotidlerle PCA3 Geninin Baskilanmasi..............c...c...... 39

4.3. Enzalutamid ile Androjen Reseptdr Inhibisyonu Sonrasi PCA3 Gen ifade

DUZEYINiN INCEIENMESI.........ooovvviececececeeeee e 41



viil

4.4. PCA3 Baskilanmas1 ile Androjen Reseptorii Inhibisyonunun Androjen Iliskili
Genler Uzerindeki Etkisinin InCElenmesi ...........ccoovuevevreeveierieiceeceee e 42

4.5. PCA3 Baskilanmas1 ile Androjen Reseptdr Inhibisyonunun Hiicre Sagkalimi

Uzerine EtKisinin ATaStITTIMASI. .......c.oueveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo ee e 48
S.TARTISMA ..ottt ettt e b e e sae e beesaaeenbeansaeenbaenneeans 52
KAYNAKLAR ..ottt ettt ettt st e e e e e b e eseesnseenbeensaesnseas 58

OZGECMIS oo e eee e s s e e s e e e s es e ese 71



1X

TABLOLAR LISTESI
Tablo 3-1: cDNA sentez reaksiyon bileSenleri..........cccevviiriienieiiiieiiienieeieecie e 32
Tablo 3-2: cDNA sentez reaksiyon kosullart............ccccoeviiiiiiniiniiiiieieececeeeees 33
Tablo 3-3: Gergek-zamanli PZR reaksiyon bilesenleri..........cccccvvevviieeciiencieeenieeee. 34
Tablo 3-4: Primer diZileTT .....cc.eeevviiieiiiecieeeee ettt e e 34

Tablo 4-1: PCA3 baskilanmas1 ve/veya enzalutamidin prostat kanseri hiicrelerinin
canliligi tizerindeki etkisi (% KONtrol) .......c.coovieiiiniiiiiiiieiecece e 49
Tablo 4-2: Prostat kanseri hiicre soylarinda klonojenik test ile belirlenen % canlilik
0] 101 2 o 51

Tablo 4-3: Prostat kanseri hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liim oranlart.................... 51



SEKILLER LiSTESI

Sekil 2-1: Prostat bezinin anatomiST ............ccoeiiuiieeeeiiiiieeeiieeeeeeiieeeeeeiaeeeeeeareeeeeaaeeeeenns 3
Sekil 2-2: Androjen reseptor geni ve AR proteinin sematik yapisi.......................e. 11
Sekil 2-3: Androjen reseptOr yolaginin iSIeYisi. ....cceecveereeeviieniieiieieeieee e 13
Sekil 2-4: PCA3 transkripsiyon biriminin YapiSl.......cc.eeeveerveerveenieenienveeneesnseeneeenseennns 24
Sekil 4-1: DHT ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinde PCA3 ¢ogalma egrileri ........ 38
Sekil 4-2: DHT ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinde A) PCA3 ifade diizeyi

B) PSA 1fade AUZEY1 ..c.vveeevieiiieiieeie ettt e 39
Sekil 4-3: siRNA ile transfekte edilen LNCaP-AR " hiicrelerinde PCA3 gogalma

5 3 )< o 40
Sekil 4-4: siRNA ile transfekte edilen LNCaP ve LNCaP-AR" hiicrelerinde PCA3
molekiiliine ait PZR iirlinlerinin jel gorintlisti...........c.oovvviiiiiiiiiiiiii i, 40
Sekil 4-5: siRNA yaklasimi ile PCA3 baskilanan LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve
VCaP (C) hiicrelerinde PCA3 ifade dlizeyi..........ooovviniiiiiiiii i, 41
Sekil 4-6: Enzalutamid ile muamele edilen LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP (C)
hiicrelerinde PCA3 ifade dlzeyi........couvvniiiiiiniiiiii e 42
Sekil 4-7: LNCaP hiicrelerinde hedef genlerin goreceli bazal ifade diizeyleri.............. 43
Sekil 4-8: LNCaP-AR " hiicrelerinde hedef genlerin goreceli bazal ifade diizeyleri....... 43
Sekil 4-9: VCaP hiicrelerinde hedef genlerin goreceli bazal ifade diizeyleri.............. .. 43
Sekil 4-10: Enzalutamid ile muamele edilen LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP (C)
hiicrelerinde PSA 1fade dUZEYI ....ccueeevieriiiiiieiiieieeceee e 44
Sekil 4-11: Enzalutamid ile muamele edilen LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP (C)
hiicrelerinde PCGEMI ifade dlZeyi .......cccouveeiiiieiiieeiiecieeeeeeeee e 44
Sekil 4-12: Enzalutamid ile muamele edilen LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP (C)
hiicrelerinde PRNCRI ifade dUZeYi......ccceeeeuieiiiiiiieiiieieeieeieee et 45
Sekil 4-13: PCA3 baskilanan LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP (C) hiicrelerinde
PSA 1£ad@ QUZEYT ..vveeeeiieeiiieceee et ettt e e et e e etae e enraeeeabeeenaee s 45
Sekil 4-14: PCA3 baskilanan LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP (C) hiicrelerinde
PRNCRI 1fade dUZEYi....ccvieeuieeiieiiieiieeieeie ettt ebee e enee s 46

Sekil 4-15: PCA3 baskilanan LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP (C) hiicrelerinde
PCGEMI 1fade AUZEYI .....eecveeevieeieeiieeie ettt ettt et eneas 46



X1

Sekil 4-16: PCA3 ve AR baskilanan LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP (C)

hiicrelerinde PSA 1fad@si ......cceovuiriiriiiiiiieieeceeeee e 47
Sekil 4-17: PCA3 ve AR baskilanan LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP (C)
hiicrelerinde PRNCRT 1fad@s1.....ccc.uiiiiiiiiiiieiiiiieeieeee e 47
Sekil 4-18: PCA3 ve AR baskilanan LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP (C)
hiicrelerinde PCGEMI 1fad@Si.....cc.eviiriiiiiiiiniiiieniieiecieiteeeesete e 47
Sekil 4-19: Prostat kanseri hiicrelerinde ger¢ek zamanl hiicre ¢ogalma egrileri........... 48

Sekil 4-20: Prostat kanseri hiicrelerinin olusturdugu koloni goriintiileri.................... .. .50



SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

AR: Androjen reseptorii

ADT: Androjen deprivasyon tedavisi
PCA3: Prostat kanser antijen 3

PSA: Prostat spesifik antijen

PAP: Prostatik asit fosfataz

BPH: Selim prostat hiperplazisi

PIA: Proliferatif inflamatuar atrofi
TMPRSS2: Transmembran proteaz serin 2
PTEN: Fosfataz ve Tensin Homolog
PI3K: Fosfoinositol-3-kinaz

LHRH: Luteinize edici hormonu salgilatan hormon
LH: Luteinize edici hormon

SHBG: Seks hormonu baglayici globiilin
DHT: Dihidrotestosteron

NTD: N-terminal bolgesi

DBD: DNA baglayic1 bolge

LBD: Ligand baglama bdlgesi

NLS: Niikleer lokalizasyon sinyali

FlnA: Filamin-A

HSP: Is1-sok proteinleri

SH3:Src homoloji 3

MAPK/ERK: Mitojen-aktive protein kinaz/ekstraselliiler sinyal regiile kinaz

KDPK: Kastrasyona direncli prostat kanseri

Xil


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/luteinize edici hormonu salg%C4%B1latan hormon

CYP17A1: Sitokrom P450 17A1

ER: Endoplasmik retikulum

CTC: Dolasimdaki timér hiicreleri

ctDNA: Serbest (cell-free) timor DNA’s1
AR-V: AR varyantlari

DHEA: Dehidroepiandrosteron

IL-6: Interlokin-6

Her2 / neu: Epidermal biiyiime faktorii reseptorii
NF-«B: Niiklear faktor kappaB

ARE: Androjen reseptorii cevap elementi
ChIP: Kromatin immiino ¢okeltme

KLK: Kallikrein

ncRNA: Kodlamayan RNA

IncRNA: Uzun kodlamayan RNA

PRNCRI1: Prostat Kanseri Kodlamayan RNA 1
PCGEMI: Prostat Spesifik Gen 1

PRUNE2: Prune homolog 2

siRNA: Kiigiik interferans RNA

RISC: RNA indiiklii susturucu kompleks
GAPDH: Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz
ER: Ostrojen reseptorii

HSP: Is1 sok proteini

kb: Kilobaz

kDa: Kilodalton

Xiii



X1V

miRNA: mikroRNA
mRNA: Mesajc1 RNA

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu



XV

OZET

OZGUR E. (2017). Prostat Kanserinde Prostat Kanser Antijen 3’iin Androjenle
Iliskisinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel
Onkoloji Anabilim Dali. Doktora Tezi. Istanbul.

‘Prostat kanser antijen 3’ (PCA3) olarak adlandirilan kodlamayan RNA, prostat
kanserinde 6nem kazanan genlerden biridir. PCA3, prostat tiimorlerinde ve prostat
kanseri hiicre soylarinda asir1 ifade edilmektedir. Ayrica, ¢ok sayida calismada
PCA3’iin idrarda saptanmasinin prostat kanseri teshisindeki yararliligi arastirilmaktadir.
Son yillarda elde edilen bulgular, bu kodlamayan RNA geninin prostat kanser tedavi
stratejilerinde hedef molekiillerden biri olabilecegine isaret etmektedir. Bundan
hareketle, tez ¢aligmasinda PCA3 geninin androjen yolagi ile iligkisi ve prostat kanseri
hiicrelerinin sagkalimi {lizerindeki etkisinin incelenmesi amaglandi. Bu amagla, farkl
klinik durumlar1 temsil eden farkli prostat kanseri hiicre modelleri kullanildi; androjen
reseptorii (AR) ifade eden ve androjen duyarli LNCaP hiicreleri ile yiliksek oranda AR
ifade eden LNCAP-AR" hiicreleri ve androjenden bagimsiz biiyiiyebilen VCaP
hiicreleri. Tek basina veya androjen reseptor blokaji ile kombinasyon halinde, PCA3
geninin baskilanmasinin androjen yolaginda yer alan genler (PSA, PRNCRI1 ve
PCGEM1) ile hiicre sagkalimi {izerindeki etkisi incelendi. PCA3 geni, siRNA-aracili
yaklasimla baskilanirken, AR enzalutamid ile bloke edildi. Gen ifadesi nicel PZR ile,
hiicre sagkalimi ise gercek zamanli hiicre analizi, klonojenik test ve apoptoz Sl¢iimii
yaklasimlart incelendi. Tez calismasinin bulgulari, LNCaP hiicrelerinin androjenle
muamele edilmesi sonucu, PCA3’iin PSA’ya gore cok daha etkin bir sekilde
uyarildigini ortaya koymustur. PCA3 geninin baskilandig1 hiicrelerde PSA ve PCGEM1
ifadesi azalirken, PRNCRI1 geninde O©nemli bir degisiklik saptanmadi. PCA3
baskilanmasi, AR blokaj1 ile kombine edildiginde etki daha yiiksek idi. Prostat kanseri
hiicrelerinde PCA3 geninin susturulmasi, prostat kanseri hiicrelerinin sagkalimini
azaltirken, AR antagonisti olan enzalutamidin yol actig1 sitotoksisiteyi arttirmaktadir.
Sonug olarak, ¢aligmanin bulgulari, PCA3’{in androjen yolagiin bir pargasi oldugunu
ve bu genin baskilanmasinin prostat kanser hiicrelerinin sagkalimini azalttigini1 ortaya
koymaktadir. PCA3 prostat kanseri tedavisinde hedef molekiillerden biri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, PCA3, androjen, enzalutamid, hiicre kiiltiirii

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. 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. Istanbul 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. GIRIS VE AMAC

Prostat bezinin malign bir hastalig1 olan prostat kanseri, tiim diinyada erkeklerde
en sik goriilen ikinci kanserdir ve kanserden 6liimlerde 6n siralarda yer almaktadir [1].
Prostat kanseri, androjene bagimli bir hastaliktir. Androjen reseptorii (AR) iizerinden
etki eden androjen, karmasik bir transkripsiyonel program ile prostat kanseri gelisimini
ve biiylimesini diizenler. AR, prostat intraepitelyal neoplazinin (PIN) erken evrelerinden
organ-sinirli invaziv prostat kanserine, metastatik timdérden hormonal tedavinin 6ncesi
ve sonrast olmak lizere prostat karsinogenezinin farkli asamalarinda ifade edilir [2-4].
Bu nedenle, androjenler ve androjen reseptorii prostat kanseri arastirmalarinin en 6nemli
alanimn1 teskil etmektedir. AR aktivitesini kontrol eden stratejiler prostat kanseri
tedavisinin temel modalitelerini olusturur. AR sinyali, prostat kanser hiicreleri i¢in
onemli bir sagkalim yolagidir ve androjen deprivasyon tedavisi (ADT) lokal ileri ve
metastatik prostat kanserinde baslica tedavi yontemidir [5]. ADT, hiicre dongiisiiniin
durdurulmasi1 ve apoptotik hiicre oliimi yoluyla tiimor biiylimesini ve hastaligin
ilerlemesini yavaslatir [6-8]. Hastalarin birgogunda ADT cevaba yol agar, ancak tedavi
stirecinde yiiksek oranda agresif, tedavi edilemeyen ve yiiksek mortalite ile iligkili olan
‘kastrasyona direncli’ hastalik geligir. Kastrasyona direngli prostat kanserinde
kemoterapotik ajanlar kullanilirken, yeni nesil androjen biyosentez inhibitorleri veya
androjen reseptor antagonistleri kullanilmaya baglanmistir [9].

Prostat kanserinde One c¢ikan ve yiiksek biyobelirte¢ potansiyeli tasiyan
molekiillerden biri, 1999 yilinda Bussemakers and Issacs tarafindan kesfedilen ve
‘prostat kanser antijen 3’ (PCA3) olarak adlandirilmis molekiildiir [10]. Uzun
kodlamayan RNA geni olan PCA3, normal prostat dokusunda diisiik; prostat kanseri
hiicre soylarinda ve primer prostat tiimorlerinde ise asiri ifade edilir [11, 12]. PCA3’{in
idrarda saptanmasi prostat kanserinin erken donemde saptanmasinda diagnostik
dogrulugu arttirmaktadir [13]. PCA3, sinirli ve patolojik olarak anlamli olmayan prostat
kanseri i¢in prediktif degerde iken, lokal ileri hastalik veya agresif kanserde degerinin
diisiik oldugu gosterilmistir. Gilincel sonuglar, PCA3’iin diger biyobelirteclerle
kombinasyonunun prostat kanserinin diagnostik ve prognostik dogrulugunu
lyilestirecegine igaret etmektedir.

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

gibi androjenler tarafindan uyarildigi ve AR hedef genlerini modiile ettigi gosterilmistir



[14]. Bu bulgulardan ve prostat kanserindeki 6neminden hareketle, PCA3 molekiiliiniin
prostat kanserinin tedavi modalitelerinde hedef molekiillerden biri olabilecegi
diistintilmektedir. PCA3 geninin baskilanmasinin prostat kanseri tedavisinin etkinligini
arttiracagl ongoriilmektedir.

Tez calismasinda PCA3 geninin androjen yolagi ile iliskisi ve prostat kanseri
hiicrelerinin sagkalimi tiizerindeki etkisinin arastirilmast amacglanmistir. Deneysel
calisma niteliginde olan bu tezde, ilk olarak, PCA3’iin androjen tarafindan ne 6l¢iide
uyarildig1 incelenecektir. Bunu takiben, farkli prostat kanseri hiicre modelleri (AR ifade
eden ve androjen duyarli LNCaP hiicreleri ile yiliksek oranda AR ifade eden LNCAP-
AR hiicreleri ve androjenden bagimsiz biiyiiyebilen VCaP hiicreleri) kullanilarak
PCA3 geninin baskilanmasinin etkileri arastirilacaktir. PSA ve androjen yolag ile
iliskilendirilmis iki kodlamayan RNA’nin (PRNCR1 ve PCGEMI1) anlatim
diizeylerinini PCA3 baskilanmasindan nasil etkilendigi incelenecektir. PCA3 geninin
baskilanmasinin prostat kanseri hiicrelerinin sagkalimini nasil etkilediginin aragtirilmasi
tez caligmasimnin onemli hedeflerinden biridir. Bununla iliskili olarak, ayrica, PCA3
susturulmasinin, yeni nesil AR antagonisti olan enzalutamidin etkisini etkileyip
etkilemedigi incelenecektir.

Tez ¢aligmasinda, PCA3 geninin androjen yolagindaki 6énemi ve anti-AR tedavi
yaklasimint  etkileme potansiyeli konusunda yararli bilgiler elde edilecegi

ongoriilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Prostat Bezi

Erkek iireme sisteminin bir parcasi olan prostat, mesanenin altinda bulunan,
iretray1 cevreleyen ekzokrin bir bezdir. Prostat, idrar akisini kisitlamak i¢in hareket
eder ve ince alkalin prostatik sivi salgilayarak spermin hayatta kalmasina ve motilitesine
yardimer olur [15]. Prostat bezi, farkli islevsel boliimlerden olusur. 1981 yilinda
McNeal prostat bezini biyolojik ve histolojik 6zelliklerine gore 4 temel anatomik
bolgeye ayirmustir [16] (Sekil 2-1). Her bolge prostatik iiretradan koken alir ve kendine
Ozgli yapisal oOzelliklere sahiptir. Bu bolgeler; merkez bolge, periferik bolge,
transizyonel bolge ve fibromiiskiiler stroma. Bu dort bolge, prostat bezinin ceviz
seklindeki yapisini olusturmak iizere bir yalanci kapstil i¢inde sikistirilir [17]. Periferik
bolge, prostatin glandiiler kisminin yaklagik %70’ini olusturur [18] ve prostat
kanserlerinin biiyiik bir kism1 bu bolgeden gelisir. Periferik ve transizyon bolgelerinin
arasinda yer alan merkez bolge ise glandiiler dokunun yaklasik %25’ini olusturur ve bu
bolgeden nadiren kanser gelisir. Transizyonel bolge, bezin yaklasik %5’ini olusturan ve
klinik olarak 6nemli olan bir alandir. Ciinkii bu bolge, ilerleyen yas ile genisleyen ve
Selim Prostat Hiperplazisinin (BPH) meydana geldigi alandir. Fibromiiskiiler stroma
ise, glandiiler yapida olmayip, iiretranin Oniinde yer alan ve iiretral direncin

saglanmasinda 6nemli rol oynayan bolgedir [19, 20].
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Sekil 2-1: Prostat bezinin anatomisi



2.2. Prostat Bezinin Hastahklar:

Erkeklerde yas ilerledikce prostata bagli hastaliklarin gelisme riski artmaktadir.
En yaygin olarak goriilen prostat hastaliklari, prostat bezinin iltihab1 (prostatit), BPH,
prostat kanserinin onciisii olarak kabul edilen proliferatif inflamatuar atrofi (PIA) ve

prostatik intraepitelyal neoplazi ile prostat kanseridir.

2.2.1. Prostatit

Prostat bezinin iltihab1 veya enfeksiyonu nedeni ile olusan prostatit, siskinlik ve
cesitli liriner problemlerle ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Her yasta goriilebilmesine karsin,
geng erkeklerde daha sik goriilmektedir [21]. Hastaligin olugsmasina yol agan potansiyel
risk faktorleri arasinda viriisler, idrar refliisii, beslenme ile iliskili faktorler ve fiziksel
travma yer almaktadir [22]. Prostat bezinin kronik iltithab1 en yaygin olarak periferik

bolgede goriiliir [20].

2.2.2. Selim Prostat Hiperplazi (BPH)

BPH, siklikla transizyonel bdlgedeki genislemeyle ortaya ¢ikan prostat bezinin
malin olmayan biiylimedir. BPH, progresif bir hastaliktir ve ileri yas en 6nemli risk
faktoriidiir. BPH, 40’11 yaslardaki erkeklerin yaklasik %25’inde goriiliirken, 80 yas
tizerindeki erkeklerde %90 oraninda rastlanilmaktadir [23]. Bazen prostatin {iretra
cevresindeki i¢ boliimii biiyiimeye devam eder ve bu durum ciddi problemlere yol agar.
Prostat biiylidiiglinde iiretranin basis1 nedeniyle idrar akisi kolayca kisitlanir ve bu
durum agn (diziiri), gece sik idrara ¢ikma (noktiiri) ve mesanenin tam bosaltilamamasi
gibi baz1 semptomlara yol agar. Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD) yaklasik 14
milyon erkegin BPH nedeni bu sorunlarla kars1 karsiya oldugu tahmin edilmektedir [24-
26].

2.2.3. Prostat Kanserinin Onciil Olusumlar

Prostat kanseri, PIA veya PIN ile baglar ve daha sonra invaziv adeno karsinom
gelisir. PIA, kronik inflamasyon ile yakindan iligkilidir. Sik goriilen bu lezyonda, mast
hiicreleri ve makrofajlar gibi kronik inflamatuar hiicre infiltrasyonlar1 ve prostatin
periferik bolgesindeki atrofik hiicrelerin yapilar izlenir [27, 28]. Etkilenmis olan

epitelyal luminal hiicreler bliyiimiis ¢ekirdek, artmis cogalma hiz1 ve azalmis apoptoz



orani sergilerler [29]. Cogunlukla periferik bolgedeki yerlesimi nedeniyle PIN yada
prostat kanserine doniisebilmektedir [27].

PIN, prostatta asiniis ve salgi kanallarindaki epitel hiicrelerin neoplastik
bliylimesidir. Bu hiicreler, genislemis c¢ekirdek, ¢ekirdek¢ik ve artmis hiicre ¢ogalmasi
ile karakterizedir [30, 31]. Gozlenen degisiklikler sadece luminal hiicreleri etkiler ve
bazal tabaka bozulmadan kalir. PIN, diisiik dereceli (sinif I) ve yiiksek dereceli (sinif II-
II) olarak simiflandirilsa da, giliniimiizde, PIN 1ile yiiksek dereceli olanlar
kastedilmektedir. Ciinkii, diisiik dereceli PIN prognostik bir degere sahip degildir.
Yiiksek dereceli PIN ise prostat kanseri gelisimi i¢in Oncii lezyon olarak kabul edilir
[30, 32, 33]. Yiiksek dereceli PIN ile prostat kanserinin siklikla periferik bolgede ortaya
cikmast bu goriisii destekler niteliktedir [34, 35]. Klinik olarak, yiiksek dereceli PIN’e
sahip hastalarin %40'mdan fazlasinda, tanidan 3 yil sonra prostat kanseri teshisi
konulmaktadir [30]. Diger taraftan, PIN lezyonlar1 ve prostat kanserinde ortak bazi
cesitli genetik degisiklikler de tammlanmistir. Ornegin, TMPRSS2-ERG gen fiizyonu
ve 8pl12-21°de genetik kaybin her ikisinde de goriilmesi, yiiksek dereceli PIN’in prostat

kanserinin dogrudan onciisii olabilecegine isaret etmektedir [31, 36].

2.2.4. Prostat Kanseri

Normal hiicrelerin ¢ogalmasi, doku yapisinin biitiinligiinii ve fonksiyonunu
saglayan biliyiime destekleyici faktorler ve hiicre donglisliniin kontrol noktalarinda yer
alan proteinler ile kontrol edilir [37]. Kanser hiicreleri ise kazandiklar1 bazi 6zellikler
sayesinde kontrol noktalarindan kacarak, bagimsiz olarak c¢ogalma yontemleri
gelistirmislerdir. Bu 06zellikler; ‘siirekli’ aktif biiylime sinyallerine sahip olma,
bliylimeyi baskilayici faktorlere direng, immiin denetimden ka¢ma, replikatif
Oliimsiizliiglin saglanmasi, timdr progresyonununu arttiran inflamasyon, anjiyogenez,
invazyon ve metastazin aktive edilmesi, genom kararsizlig1, hiicre 6liimiine kars1 direng
ve hiicresel enerji metabolizmasindaki degisikliklerdir [38].

Prostat epitel hiicrelerinin kontrolsiliz biiylimesi sonucu gelisen prostat kanseri
diinya genelinde erkeklerde ikinci en sik goriilen kanser tipi olup kansere baglh
Olimlerde de on siralarda yer alir [39]. Diinya genelinde goriilme siklig1 degiskenlik
gosteren prostat kanserlerinin yaklagik %70 kadar1 gelismis iilkelerde ortaya
cikmaktadir [40]. Prostat kanserinin gelisiminde yas, aile O0ykiisii ve etnik koken gibi

bir¢ok risk faktorii tanimlanmistir. Yas, prostat kanseri i¢in temel risk faktoriidiir. Yasa



gore diizeltilmis insidans egrileri incelendiginde 55 yasin iizerindeki erkeklerde prostat
kanseri riskinin yiikselmeye basladig1 ve 74 yasinda riskin en yiiksek seviyeye ulastig
goriilmektedir [41]. Prostat kanserlerinin %10-20'si ailesel, geriye kalan biiylik bolimii
ise sporadiktir [42-44]. Bununla birlikte, 44.788 ikiz {lizerinde yapilan bir ¢alismada,
prostat kanseri gelisimi icin kalitsal faktorlerin  %42'lik bir risk olusturdugu
gosterilmistir [45]. Ayrica siyahi etnik koken, prostat kanserine yakalanma riskini 1.4
kat arttirmaktadir [46]. Yukarida bahsedilen risk faktorlerine ek olarak diyet, yasam
tarzi, cevresel faktorler ve steroid hormonlar gibi bazi etmenlerin prostat kanseri
gelisiminde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Bir adenokarsinom olarak siniflandirilan prostat kanseri yaygin olarak prostat
bezinin periferik bolgesinden gelisir. Prostatta farkli hiicre tipleri bulunmasina karsin,
tiim prostat kanserlerinin yaklasik %95°1 prostatik kanallarda salgi yapan hiicrelerden
koken alir. Diger %5°lik kismi ise nadir olarak goriilen transizyonel hiicre karsinom,
kiiciik hiicreli karsinom ve skuamoz hiicreli karsinom gibi histopatolojik tipleri
olusturur [47, 48]. Prostat kanseri yavag biiyiliyen bir malinitedir; organa sinirli kalarak
yillarca semptom olusturmadan kalabilir. Hastalik ilerlemeye basladiginda, ilk olarak
kapsiil aracilig1 ile invazyon yapar ve lokal olarak ¢evre dokulara yayilir. En sonunda
lenf nodlar1, kemik, akciger ve karaciger gibi organlara yayilim gergeklesir.

Gliniimiizde prostat kanserinin saptanmasinda, parmakla rektal muayene (PRM)
ve serumda PSA miktarinin tayini yontemlerinden yararlanilmaktadir. PSA normal
prostat sekresyonlarinda iiretilen bir kallikrein-iligkili serin proteazdir. Ancak, bazal
membranin ve timor biiylimesiyle normal prostat yapisinin bozulmasi sonucu prostat
kanserli hastalarin kan dolasimina salinir [49]. PSA diizeylerini 6l¢gmek i¢in yapilan kan
testleri 19901 yillarin baslarindan bu yana hastalig1i saptamak ve tedaviye cevabi
izlemek amaciyla kullanilmaktadir [49]. PRM ve PSA Olgiimii, tiim prostat kanser
vakalarin1 saptamaya yetecek kadar duyarli degildir. Ayrica bu incelemeler, prostatit
veya BPH varliginda gereksiz biyopsileri onleyecek kadar duyarli degildirler [50]. Bir
hasta anormal PRM bulgular ve/veya yliksek PSA seviyesine sahipse prostat biyopsisi
ile kesin tan1 konulur.

Prostat biyopsileri, 1966 yilinda Donald F. Gleason tarafindan gelistirilen [51]
ve Gleason skoru olarak adlandirilan histolojik derecelendirme sistemi kullanilarak
skorlanir [52]. Cogunlukla birden fazla odak halinde goriilen bir adenokarsinom olan

prostat kanserinin derecelendirmesinde yaygin kullanilan bu sistem, 2005 ve 2010'da



giincellenmistir [53, 54]. Bu derecelendirme, tlimoriin ne kadar hizli biiyliyeceginin ve
yayilacaginin 6ngoriilmesini saglayan bir olgiittiir. Bu sistemde doku yapisi, biiyiime ve
farklilasma diizeyine gore 2 puanlama yapilir (her biri 1 ile 5 arasinda). Birincisi,
farklilasmis hiicrelerdeki baskin hiicre tipini tanimlarken, ikinci rakam ikincil baskin
hiicre tipini tanimlar. 2 ile 10 aras1 degisen Gleason skoru, en baskin olan iki skorun
toplamidir. Diislik Gleason skoru kanserin agresifliginin sinirli oldugunu gosterirken,
yiiksek Gleason skoru kanserin metastaz yapma olasiliginin arttiginin isaretidir [53, 54].

Klinik prostat kanseri evrelemesi ise 1992 yilinda Amerikan Kanser Komitesi
(AJCC) ve Kansere Karst Uluslararast Birlik (UICC) tarafindan gelistirilen, 2010
yilinda giincellenen TNM (Tiimor-Lenf-Metastaz) sistemi kullanilarak yapilir [55, 56].
Bu simiflamada primer tiimoriin boyutu (T), lenf nodlarina yayilim durumu (N) ve uzak
metastaz (M) degerlendirilmektedir. Klinik olarak prostat kanserlerini 3 gruba
ayrilmaktadir: Lokalize prostat kanseri, lokal ileri evre prostat kanseri ve metastatik
prostat kanseri.

ABD’de prostat kanseri tanist alan erkeklerin %90'nindan fazlasinda, tlimoriin
prostat1 cevreleyen dokularla sinirli oldugu lokal hastalik mevcuttur [57]. Lokalize
prostat kanseri tanist konan erkeklerde ortalama 5 yillik sagkalim orani yaklasik
%100'diir [57]. Lokalize hastaligi olan erkekler icin tedavi secenekleri aktif izlem,
prostatektomi veya radyasyon tedavisidir [58, 59]. Ancak lokalize prostat kanserlerinin
yaklasik %30'a 5 yil igerisinde ileri evre hastaliga doniisiir [58]. Klinik olarak bdlgesel
lenf nodu tutulumu ya da uzak organ metastazi olmadan, kapsiil dis1 yayilim gosteren
prostat kanseri, lokal ileri evre hastalik olarak tanimlanmakta olup, klinik evrelemede
T3 veya T4 olarak siiflandirilir. Yiiksek riskli (Gleason skoru 7 ve /veya artmig PSA,
>20 ng/mL) lokal hastalifa sahip hastalar ile lokal ileri hastaliga sahip hastalarda,
cerrahi sonras1 hormon tedavisi veya bunun radyoterapi ile kombinasyonu birlikte
kullanilabilmektedir [60].

Prostat kanseri prostat bezinin ve pelvik bdlgenin digina yayildiginda, ileri evre
ya da metastatik prostat kanseri olarak adlandirilir. ABD’de, prostat kanseri olan
erkeklerin %4'0 tan1 esnasinda ileri evre hastaliga sahiptir ve ortalama 5 yillik sagkalim
orani %31'dir [57]. Prostat kanserlerinin biiyiik cogunlugu bolgesel lenf nodlarina veya
kemige metastaz yapar. Kemik metastazi ileri evre prostat kanserli hastalarin %90'inda
mevcuttur ve hastaliga 6zgiil mortalitenin en sik nedenini olusturur [61]. Metastatik

prostat kanserli hastalarin cogunlugu bir siire sonra hormon tedavisine direng kazanirlar.



Hastalarda kastrasyon direnci gelistiginde androjen baskilanmasina devam edilir ve ek
olarak hormon terapisi ve kemoterapotik ajanlar uygulanir. Hormonal veya hormon
replasman tedavisi (kastrasyon), erkek hormonlarini baskilar. Son yillarda yeni nesil
androjen biyosentez inhibitorleri (abirateron asetat) veya androjen reseptor

antagonistleri (6rn.enzalutamid) basarili bir sekilde uygulanmaktadir.

2.3. Prostat Kanseri Gelisiminin Molekiiler Temelleri

Karsinogenez, farkli genetik degisikliklerin birikmesiyle ortaya ¢ikan ve birkag
asamada gerceklesen karmasik bir siire¢ olarak nitelendirilir. Diger bir¢ok solid tiimorde
oldugu gibi, prostat kanserinin de farkli asamalarinin 6zgiil genetik degisikliklerle
iliskili oldugu kabul edilmektedir. Yeni nesil dizileme ve mikrodizin temelli
caligmalarin ilerlemesi ile prostat kanserlerindeki genetik degisiklikler aydinlatilmaya
baslansa da [62-67], prostat kanserinin baglamasindan sorumlu olabilecek ‘tek’ bir
molekiiler olay heniiz tanimlanmamistir. Kronik inflamasyon, oksidatif stres,
kromozomal degisiklikler, genetik mutasyonlar ve epigenetik degisiklikler de dahil
olmak iizere ¢ok sayida degisikligin prostat kanserinin gelismesine katkida bulundugu
diistiniilmektedir [68]. Prostat kanserinde yaygin olarak goriilen genomik bozukluklar:
TMPRSS2-ETS gen fiizyonu, p53, AR, RB1 ve PTEN/PIK3CA'nin mutasyonlart ve
kopya sayis1 degisikliklerinin yani sira BRCA2 ve ATM gibi DNA onarim genlerindeki
degisikliklerdir [66, 69-74].

Androjenler tarafindan dilizenlenen bir serin proteaz olan Trans Membran
Proteaz Serin 2 (TMPRSS2) ile ETS transkripsiyon faktor ailesine ait ERG ve ETV1
arasinda olusan flizyon malin prostat tiimorlerinin yaklasik %50-79’unda saptanmistir
[62, 65, 67, 75]. TMPRSS2-ETS filizyonu lokalize prostat kanserinde kotli prognoz ile
iliskilidir [76]. TMPRSS2-ERG fiizyonuna ilaveten kromozom 8q'de kromozomal
kazanglar; kromozom 3p, 8p, 10q, 13q ve 17p' de kayiplar goriilmektedir [67, 77, 78].
8g21'de NKX3-1, 10g23'te PTEN ve 8q24'de MYC gibi birka¢ 6nemli diizenleyici gen
genetik degisikliklerden etkilenmektedir [68].

Prostat tiimorlerinin yaklasik %3-47’sinde p53 gen mutasyonlari, %2-15
kadarinda ise homozigot delesyon saptanmaktadir [63, 67]. Bu protein, genomik
stabilitenin korunmasinda ve tiimdr olusumunun 6nlenmesinde 6nemli yer tutar. Prostat
kanserinde 6nem tasiyan diger bir gen olan PTEN (Fosfataz ve Tensin Homolog); PI3K

(fosfoinositol-3-kinaz) ve AKT'yi iceren sinyal yolagi, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre



Oliimiiniin diizenlenmesinde merkezi rol oynar [79]. PI3K/AKT/mTOR yolagi, prostat
kanserinin metastatik potansiyelinin temelini olusturur ve hedef tedavi yolaklarinin
basinda gelir [69]. Erken evre prostat kanserinde PTEN'in bir kopyasi siklikla
kaybedilirken, ileri evre kanserde genin her iki kopyasi da islevsiz hale gelebilmektedir.
PTEN, PI3K’y1 etkisiz hale getiren bir fosfolipid fosfatazdir [80]. Prostat tiimorlerinin
yaklasik 9%2-14'tinde PTEN mutasyonlar1 ve %12-41'inde ise allel kayb1
olusabilmektedir [62, 65-67].

Bunlarin  disinda, kanserlerin yaklasik 9%2-20’sinde, hiicre ddngiisiiniin
ilerlemesi, apoptoz ve hiicresel donilisimde oOnemli rol oynayan MYC geni
amplifikasyonu gozlenmektedir [81]. Ayrica son zamanlarda prostat kanserlerinin bir
kisminda, BRCA2 ve ATM gibi DNA onarim genlerinde hem germline hem de somatik
mutasyonlarin gergeklestigi bildirilmektedir [66, 81, 82].

Bunlara ek olarak, histon modifikasyonlart ve DNA metilasyonundaki global
degisiklikler, normal prostat dokusunda ve prostat timoérlerinde tanimlanmistir [83-85].
En carpict epigenetik degisikliklerden biri, prostat kanseri vakalarimin %90'inda
saptanan GSTP1 geninde CpG hipermetilasyonudur [86]. Ayrica, prostat kanserinde
DNMT3A, DNMT3B ve EZH2 gibi DNA metilasyonu ve histon metilasyonunun

diizenlenmesinde rol oynayan birkag proteinin ifadesinde artis gosterilmistir [84, 87].

2.4. Androjenler ve Androjen Reseptorii

Erkek steroid hormonlar1 olan androjenler, prostatin embriyonik gelisimi ve
islevlerini siirdiirmesi i¢in gerekli olmakla beraber prostat kanseri gelisimi de genel
olarak androjenlere bagimlidir [88]. Androjenler cogunlukla (%90 oraninda) testislerde
Leydig hiicreleri tarafindan testosteron olarak iiretilir [89]. Bobrek iistii bezlerde de
(%10) androjenler {iretilmesine karsin, bu, doku androjenlerinin birincil kaynagi
degildir [90]. Testosteron iiretimi hipotalamus-hipofiz bezi-gonadal aks tarafindan
diizenlenir. Hipotalamus, luteinize edici hormonu salgilatan hormonu (LHRH) salgilar
ve bu sekilde hipofiz bezi tarafindan luteinize edici hormon (LH) salinimini uyarir. LH,
testislerdeki Leydig hiicreleri tarafindan testosteron {iretimini uyarir. Kandaki
testosteron seviyeleri, bir negatif ‘geri bildirimle’ kontrol edilir [91]. Dolasimdaki
testosteron genellikle seks hormonu baglayict globulin (SHBG), albumin ve
kortikosteroid baglayici globulin gibi serum proteinlerine baglanir [89]. Proteinlere

bagl testosteronlar, daha sonra bu proteinlerden ayrilarak prostat hiicrelerinin plazma
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zarlar1 boyunca difiize olarak So-rediiktaz enzimleri (SRD5A1, SRD5A2) tarafindan
sitoplazmada AR'nin ayni tiirden ligand1 olan dihidrotestosterona (DHT) doniistiiriiliir.
SRD5AT1'in varligi, prostatta, testosterondan daha etkin bir androjen olan DHT’den
zengin bir mikrogevre olusturur [92, 93].

Prostat bezinin islevlerini etkin bir sekilde siirdiirebilmesi i¢in androjenler,
ozellikle de testosteron ve DHT gereklidir. Prostat bazal epitel hiicrelerinin, salgilayici
luminal epitel hiicrelerine farklilasmasi androjenler tarafindan diizenlenir. Bununla
birlikte, androjenler ayni zamanda stromal hiicrelerin parakrin destegiyle epitel
hiicrelerinin ¢ogalmasini da uyarir. Stromal hiicreler epitel hiicrelerinin hayatta kalmasi
icin ¢cok dnemli olan biiylime ve sagkalim faktorleri salgilarlar. Bu biiyiime destegi,
androjenler ve AR sinyali araciligi ile meydana gelir. Androjenler olmadan, 6rnegin
kastrasyondan sonra, epitelin stromal hiicreleri tarafindan epitele verilen destek bloke
edilir; boylece epitelyal hiicreleri hizla apoptoz yoluyla dliirler.

Androjenlerin islevi, ligand tarafindan uyarilabilir bir transkripsiyon faktorii olan
AR araciligi ile gergeklesir [94-96]. AR, X kromozomu (Xql1-12) {izerinde, yaklasik
90 kb uzunlugunda 8 ekzondan olusan bir genomik bdlge tarafindan kodlanir. AR
reseptori, prostat bezindeki tiim hiicre tiplerinde ifade edilmez. Liiminal salg1 hiicreleri
yiiksek diizeyde AR ifade ederken [97]; bazal hiicrelerin, ndroendokrin hiicrelerin ve
kok hiicrelerinin ¢ogunlugu AR negatiftir ve androjenlerden bagimsiz olarak islev
gortrler [98]. AR, steroid niikleer reseptor siliperailesine ait bir tiyedir [99, 100]. Steroid
reseptOr ailesinin diger iiyelerine gore daha fazla korunmus olan AR, yapisal olarak 4
fonksiyonel bolgeye ayrilir (Sekil 2-2). Bunlar; az korunmus N-terminal bolgesi (NTD),
yiiksek oranda korunmus DNA baglayict bolge (DBD), orta derecede korunmus ligand
baglama bolgesi (LBD) ve kisa bir aminoasit dizisi olan ‘Hinge bolgesi’dir [99-102].
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Sekil 2-2: Androjen reseptor geni ve AR proteinin sematik yapisi

AR’nin en biiyiik bolgesi olan N-terminal domaini (NTD), ekzon 1 tarafindan
kodlanir ve reseptoriin, transkripsiyonel aktivasyon islevine sahip alandir. NTD, iki
transkripsiyonel aktivasyon birimini (TAU-1 ve TAU-5) igeren, ligandtan bagimsiz
transkripsiyonel aktivasyon birimini (AF-1) barindirir [103]. TAUS, NTD igindeki
yapisal transkripsiyonel aktivitenin temel sorumlusudur [104].

Ekzon 2 ve 3 tarafindan kodlanan DNA baglanma domaini (DBD) baslica iki
¢inko parmak alandan olusur. Ilk ¢inko parmak, DNA olugu icindeki gen spesifik
niikleotid etkilesimlerini koordine eden korunmus bir P-kutusu motifi icerir. Ikinci
cinko parmak ise, reseptdor homodimer olusumu i¢cin DBD/LBD baglanma yeri olarak
islev goren korunmus bir D-kutusu motifine sahiptir [105]. Bu iki ¢inko parmak,
DNA'nin taninmasi ve baglanmasi i¢in kritik 6nem tasir.

Yaklagik 50 aminoasitlik kisa bir diziden olusan “Hinge Bolgesi” LBD'yi
DBD'den ayirir. Bu bolge, AR’nin ¢ekirdek igine gecisi i¢in ¢ift tarafli ligand bagiml
niikleer lokalizasyon sinyalinin (NLS) bir kismin1 da igerir. Bir hiicre iskeleti proteini
olan Filamin-A (FInA), AR'nin Hinge, DBD ve LBD bodlgeleri ile etkilesime girer ve
AR’nin ¢ekirdege gecisini kolaylastirir. FInA negatif hiicre soylarinda, AR'nin niikleer
gecisi gerceklesmemekte ve uzun siliren androjen maruziyetinden sonra dahi AR

sitoplazmada kalmaktadir [106].



12

Ekzon 4-8 tarafindan kodlanan ligand baglanma domaini (LBD), AR
ligandlarinin baglanmasina yardimei olur ve dimerizasyona katilan aminoasitleri igerir.
Ayrica LBD, ligand bagimli aktivasyon fonksiyonu 2 (AF-2) olarak adlandirilan bir
bolge tasir. Bu bolge spesifik ligand baglanmasi, dimerizasyon ve transaktivasyon igin
gereklidir [100, 101].

Aktif olmayan AR, 1si-sok proteinleri (HSP) ailesinden saperon proteinlerine
(6zellikle HSP90) bagli olarak sitoplazmada bulunur [107]. LBD, reseptoriin
istenmeyen aktivasyonunu 6nlemek icin inhibe edici 6zellikler sergiler [108]. AR’nin
klasik etki yolaginda, testosteron veya DHT'nin AR'nin LBD’ye baglanmas: ile bir dizi
konformasyonel degisiklikler meydana gelir ve boylece AR’nin HSP'lerden ve saperon
molekiillerinden ayrilmast uyarilir. Bu degisiklikler ile AR’nin fosforilasyonu
gerceklesir ve aktif formdaki AR kompleksi hizla hiicre ¢ekirdegine gecer. Cekirdekteki
aktif AR, es-diizenleyicilerle ile etkilesime girer ve hedef genlerin promotdr
bolgelerinde bulunan androjen cevap elementlerine (ARE) dimer halinde baglanir [109]
(Sekil 2-3). AR, hiicre biiyiimesi, farklilagsmasi1 ve sagkalimina ek olarak bir¢ok genin
transkripsiyonunu kontrol eder [110, 111].

Bu klasik AR genomik sinyal yolagi, birka¢ saat iginde gerceklesen bir siireg
olup yazilim ve hiicre ¢ogalmasi i¢in, AR’nin c¢ekirdege gecisine ve DNA’ya
baglanmasina bagimlidir. Buna karsilik, klasik olmayan ve ‘genomik olmayan AR
sinyal yolag1’ olarak adlandirilan durumda, AR dakikalar i¢inde sitoplazmada hiicre igi
sinyal molekiilleri ile etkilesir. Bu yolakta aktif AR, direkt olarak PI3K'nin p85a
diizenleyici alt birimi, Src’nin SH3 (Src homoloji 3) domaini ve Ras/Raf-1 ile dogrudan
etkilesime girebilmektedir. Bunun sonucunda MAPK/ERK (mitojen-aktive protein
kinaz/ekstraselliiler sinyal regiile kinaz) aktivasyonu ve hiicre ¢ogalmasi uyarilir [112-

114].
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2.5. Androjen Reseptorii ve Prostat Kanseri

1941 yilinda Haggins ve Hodges’un [115], prostat kanseri biiylimesinin ve
ilerlemesinin androjen bagimh oldugunu gostermelerinden bu yana androjenler ve AR,
prostat kanserinin en 6nemli molekiillerini olustururlar [116]. Yukarida bahsedildigi
gibi lokalize ve lokal ileri prostat kanseri igin aktif izlem, radikal prostatektomi ve
radyasyon terapisi tedavi secenekleri olustururlar. Metastatik prostat kanserinde ise,
temel tedavi segenekleri kemoterapi (dosetaksel) ve ADT’dir. Serum testosteron
seviyeleri, testislerin cerrahi olarak ¢ikarilmasi (orsidektomi), LHRH agonistleri ve
bunlarin kombinasyonunu kullanarak veya AR islevini bloke eden AR antagonistleri
kullanilarak disiiriiliir [117-119]. ADT ileri evre prostat kanseri tedavisinde temel
yaklasim olmaya devam etmektedir.

ADT'nin birincil amaci testis kaynakli androjenlerin iiretimini baskilamaktir.
ADT, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve apoptotik hiicre 6limii yoluyla timor
biiylimesini ve hastaligin ilerlemesini yavaslatir [6-8]. Baslangigta ADT'ye yanit gelisir;
ancak bircok hastada birka¢ yil (2-3) icinde, androjen seviyelerinin diisiiriilmesine
ragmen, timor hiicrelerinin kendi biiyiimelerini saglayacak mekanizmalar gelistirdigi
kastrasyona direngli prostat kanseri (KDPK) gelisir [5]. Hormona duyarl prostat kanseri
ile karsilagtirildiginda KDPK'li hastalarin prognozu bariz sekilde daha kotidir [120].
Klinik ¢alismalarda KDPK'li hastalarin medyan sagkalimi 9-30 ay arasinda

degismektedir [120]. Bu durum, abirateron asetat ve enzalutamid gibi ikinci nesil AR
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sinyal yolagi inhibitdrlerinin gelistirilmesine yol agmistir. Abirateron asetat, adrenal
bezlerden ve tiimor mikrogevresinden ekstragonadal testosteron sentezini inhibe etmek
icin tasarlanmig, CYP17A1 (Sitokrom P450 17A1) enziminin geri doniissiiz bir
inhibitoridiir [121].

Enzalutamid ise, 2012 yilinda ABD gida ve ila¢ kurumu (FDA) tarafindan
onaylanmis ilk AR inhibitoriidiir ve etki mekanizmasi ile, hem birinci nesil anti-
androjenlerden (0rnegin bikalutamid) hem de androjen biyosentezi inhibitdrlerinden
(6rnegin abirateron asetat) ayrilir [122, 123]. Enzalutamid, AR antagonist ailesinin bir
iiyesi olan tiohidantoin tiirevidir ve diger AR antagonistlerine kiyasla daha yiiksek AR
afinitesine sahiptir. Enzalutamid ile tedavi edilen hastalarin yarisindan ¢ogunda, serum
PSA diizeyinde %50'den fazla azalma gozlemlenmistir. Bu molekiil KDPK’li hastalarda
kemoterapi sonrast genel sagkalimi (OS) arttirmaktadir [124]. Yapilan in vitro
calismalar enzalutamidin AR’nin LBD’sine baglanarak AR sinyal yolunu {i¢ ana
asamada etkiledigini gostermektedir. Bu ikinci nesil AR antagonisti; androjenlerin
AR'ye baglanmasini engelleyerek, aktif AR"in ¢ekirdege gecisini bloke ederek ve AR ile
DNA'nin baglanmasini 6nleyerek etki gosterir [9, 125].

2.6. AR Sinyali ile Diizenlenen Yolaklar

AR sinyali, genel metabolizma ve biyosentez, lipid ve kolestrol biyosentezi, yag
asidi metabolizmasi, endoplazmatik retikulum (ER) stresine yanit ve glikozilasyon da
dahil olmak iizere prostat kanseri gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli oldugu bilinen
cok sayida yolakla dogrudan baglantilidir [111, 126-133].

PI3K/AKT sinyal yolagi, prostat kanserinin ilerlemesinde 6nemli bir mekanizma
olup, primer timorlerin %42, metastatik tiimorlerin ise %49'unda yolagin degisime
ugradigi saptanmistir [67]. PI3K/AKT sinyal yolaginin negatif diizenleyicisi olan tiimor
baskilayict gen PTEN'in kaybi, hemen hemen tiim metastatik KDPK vakalarinda
PIK3CA ve AKT1 mutasyonlart ile birlikte goriilmektedir [66, 134]. AR sinyali ile
PI3K yolu arasindaki karsilikli capraz etkilesim KDPK'nin gelisiminde temel
mekanizmalardan biri olarak kabul edilmektedir [135]. PI3K proteininin diizenleyici alt
tinitesi olan PIK3R1’in ifadesi androjen ile diizenlenir ve prostat kanser dokularinda
baskilanmistir. Bu da AR sinyalizasyonu ve PI3K yolag1 arasindaki transkripsiyonel
baglantiyr desteklemektedir [136]. Ayrica, AR ve PI3K sinyal yolaklarinin birlikte

inhibisyonu, kanserin KDPK’ye ilerlemesini 6nemli 6l¢lide sinirlamaktadir.
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Prostat kanserlerinde yaygin olarak goriilen diger bir genetik lezyon
RAS/ERK1/ERK?2 sinyal yolaginin bozulmasidir. Primer tlimorlerin %43, metastatik
tiimdrlerin %90'1nda bu yolakta yer alan genlerde aktive edici mutasyonlar goriiliir [67].
RAS/ERK1/ERK2’nin aktivasyonunun, prostat kanseri progresyonunda PTEN kaybinin
etkisini arttirdig1 diistiniilmektedir [137].

KDPK gelisiminde Wnt/B-katenin yolaginin rolii konusunda da bilgiler
artmaktadir [138]. B-katenin, AR ile etkileserek, ligand baglama hassasiyetini ve
Ozgiilliigiinli degistirerek transkripsiyonel aktiviteyi arttirmaktadir [139, 140]. Primer
prostat tiimorlerine kiyasla ileri evre tiimorlerde ve KDPK'da cekirdekte B-katenin
anlattiminin arttigi goézlenmistir [141, 142]. Ayrica KDPK’li hastalarda B-katenini
kodlayan dizilerde aktive edici mutasyonlar ve APC’de tekrarlayan degisiklikler
tanimlanmistir [66, 143].

2.7. Kastrasyona Direncli Prostat Kanserinin Gelisimi

KDPK, geleneksel olarak ‘hormona direngli’ veya ‘androjen bagimsiz’ prostat
kanseri olarak adlandirilsa da giinlimiizde tercih edilen terminoloji ‘kastrasyona
direngli’ kavramidir. ADT tedavisi siirecinde, serum testosteronun kastrasyon seviyeleri
(<50 ng/dL) ile asagidaki kriterlerden birini veya birkac¢ini karsilayan kanserler
‘kastrasyona direngli’ olarak kabul edilir:

1) PSA serum seviyelerinin yiikselmesi (biyokimyasal progresyon),

2) Onceden mevcut olan kanser varliginda belirtilerin gelisimi (klinik progresyon),

3) Goriintilleme ile teyit edilmis yeni metastatik lezyonlarin saptanmasi (radyografik
progresyon) [144, 145].

Androjene bagimli prostat kanserinin KDPK'ye ilerlemesine yol acan
mekanizmalar biiylik Ol¢iide belirsizligini korumaktadir. Dolasimdaki androjenlerin
azaltilmasina ve AR blokajimma ragmen, devam eden AR sinyalizasyonun KDPK’nin
gelisiminde merkezi rol oynadigi diistiniilmektedir [94, 146]. KDPK’da go6zlenen
androjen bagimsiz biiyiime ile iligkili bircok mekanizma ve alternatif yolak
bulunmaktadir. Bunlarin biiyiik cogunlugu AR araciligiyla gerceklesir. Dolayisiyla, AR
sinyalinin baskilanmasi, prostat kanserinin tedavisinde terapdtik hedef olmaya devam

etmektedir.
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2.7.1. Androjen Reseptor Amplifikasyonu ve Asir1 Duyarhhk

AR iiretimindeki artis KDPK'da AR sinyalinin etkinlesmesine yol agar. AR asir1
ekspresyonu KDPK'de en sik goriilen genetik degisimdir. AR geninde amplifikasyon,
mRNA transkripsiyonunun artmasi ya da mRNA veya proteinin stabilizasyonunun
artmasi daha fazla AR firetilmesi ile sonuglanir [147]. AR geninde kopya sayis1 kazanci
KDPK’l1 hastalarin %50'sinde saptanmistir [65, 66, 148]. AR amplifikasyonu, timor
hiicrelerinin diisiik testosteron seviyelerine asir1 duyarli hale gelmesine yol acar. Diger
taraftan, metastatik KDPK’l1 hastalarin dolasimdaki tiimdér hiicrelerinde (CTC'ler) ve
serbest (cell-free) tiimoér DNA'sinda (ctDNA) hem AR hem de CYP17Al'de geninde
kopya sayis1 degisiklikleri gosterilmistir [149-151].

2.7.2. Androjen Reseptor Gen Mutasyonlari

AR nokta mutasyonlar1 lokal ve lokal ileri tiimorlerde saptansa da, genel olarak,
ileri derece androjen bagimsiz kanserlerde, 6zellikle de anti-androjenlerle tedaviden
sonra gorilir. KDPK’li hastalarinin  yaklasik 9%10-30'unda AR mutasyonlari
goriilmektedir [152]. KDPK’da saptanan mutasyonlarin ¢ogunlugu (%49) AR’ nin LBD
bolgesinde gerceklesir. Bunu, NTD (%40), DBD (%7) ve hinge bolgesi (%2) izler
[153]. En sik rastlanan AR mutasyonu, 877. niikleotidteki treonin aminositinin alanine
(T877A) doniistiigii nokta mutasyonudur. T877A mutasyonu AR'nin LBD domaininde
meydana gelir ve KDPK’l1 vakalarin yaklasik iigte birinde goriliir [154]. LBD'deki
mutasyonlar ligand 6zgiinliigiinii genisleterek Ostrojen, progesteron ve hatta androjen
antagonisti flutamidi igeren ¢ok sayida endojen hormon ile reseptoriin aktive olmasina
yol agabilir [155]. NTD ve DBD'de meydana gelen mutasyonlar, es-diizenleyicilere
kars1 reseptor afinitesini ve ¢ekirdege gegisi etkileyebilmektedir [156].

2.7.3. Androjen Reseptor Varyantlari

Alternatif gen kirpilmasi veya AR geninin yeniden diizenlenmesi yoluyla ortaya
cikan yapisal olarak aktif AR varyantlar1 (AR-V), son yillarda kastrasyona direncli
bliylimeye katkida bulunan bir unsur olarak giderek daha fazla arastirilmaktadir. Cok
sayida yapisal olarak aktif AR varyanti tanimlanmigtir. Bu varyantlarin biiyiik
cogunlugu, proteinin C-terminal ucunun kesilmesi veya ekzon atlamasi yapilarak, LBD

bolgesinin kayb1 sonucu olusur. AR varyantlarinin en yaygin olanlart AR-V7 [157] ve
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ARv567es [158] olup, her ikisinde de islevsel bir LBD yoktur. Ancak niikleer
lokalizasyon sinyali muhafaza edilmistir. Bu degisiklikler ¢ekirdege gecisi saglar ve
androjenlerin yoklugunda veya enzalutamid varlifinda AR sinyalini kolaylastirir [159,
160]. Yiiksek diizeyde AR-V7 ve ARv567es ifadesi saptanan hastalarda prognoz
olumsuz etkilenir ve daha kisa sagkalim oranlari s6z konusudur [161]. Metastatik
KDPK hastalarinin dolasgimindaki tiimor hiicrelerinde AR-V7 mRNA transkriptleri
saptanmistir ve abirateron asetat ve enzalutamide karsi direng igin yiliksek prediktif
degere sahiptir [162, 163]. Bu bulgu, AR ek varyantlarinin potansiyel prognostik ve

prediktif belirtegler olarak dnemine isaret etmektedir.

2.7.4. Androjen Reseptoriiniin Es-Diizenleyicileri

AR i¢in es-diizenleyici (ko-regiilatorler) olarak gérev yapan bir¢ok farkli protein
tanimlanmistir. Bu proteinler, AR'nin transkripsiyonel aktivitesini arttirict (ko-
aktivatorler) ya da baskilayic1 (ko-represorler) olarak islev gorebilirler. Bu es-
diizenleyici proteinlerin ekspresyonu prostat kanseri progresyonunun farkli
asamalarinda degisir ve bunun sonucunda prostat kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasi,
apoptoz, migrasyon, invazyon ve farklilasmasinmi etkileyebilir [164]. ADT siirecinde
P300, CBP ve Tip60 dahil olmak {izere birka¢ AR es-diizenleyici molekiiliin ifadesinin
arttig1 gozlenmistir [165-167]. P300/CBP yolag1 androjenden bagimsiz IL-6 aracili AR
aktivasyonunu uyarir [168]. Tip60, AR'min ¢ekirdege gecisi ile hiicre ¢ogalmasini
arttirir [ 169].

2.7.5. Tiimér i¢i Androjen Biyosentezi

ADT sonras1 diisiik serum testosteron diizeyleri elde edilmesine karsin, tiimor ici
testosteron seviyeleri kanserin ilerlemesini uyarmak i¢in yeterli diizeyde kalabilir. Bu
durum, steroid biyosentezinin degistirildigini gostermektedir. Bir¢ok c¢alisma, prostat
kanseri hiicrelerinin, kolesterol [170] ve adrenal androjen dehidroepiandrosteron (DHEA)
gibi farkli androjen onciillerinden testosteron sentezleyebildigini gostermistir [171]. Buna
ek olarak, testosteron biyosentezinde yer alan birkag genin ifadesi KDPK’de artmaktadir.
Bu genler; onciil molekiillerin testosterona doniismesini katalizleyen bir enzimi kodlayan
AKR1C3, testosteronu DHT'ye doniistiiren SRD5A1/2 ve kolesteroliin androjen dnciillerine
doniistiirilmesinden sorumlu CYP17A1 ve HSD17B6’dir [172].
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2.7.6. Liganddan —Bagimsiz Aktivasyon

ADT, AR sinyalini baskilamak i¢in kullanilsa da, AR'yi stabilize eden ve ligand
baglanmasindan bagimsiz olarak transkripsiyonel aktiviteyi arttiran bir dizi sitokin ve
biiyiime faktorii bulunmaktadir. Interldkin-6 (IL-6), immiin regiilasyon i¢in 6nemli olan
ve hiicre ¢ogalmasini diizenleyen c¢ok islevli bir sitokindir [173]. Androjenler, androjen
duyarli LNCaP prostat kanseri hiicre soylarinda IL-6 ekspresyonunu uyarir [174].
Bunun tersi de gerceklesebilir; IL-6, diisiik androjen konsantrasyonlarinda bile, AR
aktivitesini ligandtan bagimsiz ve sinerjik bir sekilde diizenleyebilir [175, 176]. Serum
IL-6 diizeyleri prostat kanserinde Onemli bir prognostik faktordiir ve KDPK
hastalarinda artmis IL-6 serum seviyeleri bildirilmistir [177]. JAK-STAT, MAPK ve
PI3K-AKT sinyal yollarinin, IL-6 ile AR aktivasyonunda énemli oldugu gosterilmistir
[178, 179].

Epidermal biliylime faktorii reseptdrii (Her2/neu) hiicre biiyiimesinde ve
farklilasmada 6nemli bir rol oynayan bir reseptor tirozin kinaz onkoproteinidir [180].
Her2/neu gen amplifikasyonu ve Her2/neu proteininin asir1 ekspresyonu, meme kanseri
ve yumurtalik kanseri de dahil olmak iizere bir¢cok kanser tiiriiniin ilerlemesine yol agar
[181]. KDPK’de Her2/neu ifadesi artmaktadir ve androjenlerin yoklugunda Akt (protein
kinaz B) aktivasyonu vasitasiyla hiicre biiylimesini ve sagkalimimi tesvik etmektedir
[182, 183].

Transkripsiyon faktorii niikleer faktor kappa B (NF-xB) ailesi insan
malinitelerinde onkogenik yolagin ©6nemli bir bilesenidir. AR’nin, androjenlerin
yoklugunda NF-xB sinyalini aktive ettigi ve androjenlerin varliginda NF-«xB'yi
baskiladig1 diisiiniilmektedir [184]. Yapilan in vitro ¢alismalarda androjenlerin
bulunmadigr durumlarda, NF-kB sinyalinin yapisal olarak aktiflestirilmesinin, AR
mRNA ve protein diizeylerini, AR transaktivasyon aktivitesini ve hiicre ¢ogalmasini

onemli Olgiide arttirdig1 gosterilmistir [185].

2.8. Androjen Reseptoriiniin Hedef Genleri

Mikrodizin yaklasimi ile yapilan gen ifadesi calismalari, hiicredeki tiim
transkriptlerin yaklasik %24'liniin dogrudan veya dolayli olarak androjenler tarafindan
diizenlenebilecegini One slirmektedir [186, 187]. AR, hedef genlerin androjen cevap

elementlerine (ARE'ler) baglanarak androjene cevap veren genlerin ifadesini diizenler.
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Dizi analizi ve kromatin immiino ¢okeltme (ChIP) teknikleri klasik ARE'lere ek olarak,
hedef genden uzak bolgelerde bile (300 kb) bulunabilen dogal olmayan birkag AR
baglanma bolgesi tanimlamastir [188].

PAP, PSA ve TMPRSS2 en yaygin olarak bilinen ve arastirilan AR hedef
genleri arasinda yer alirlar. Bunlara ek olarak, son zamanlarda mikroRNA ve uzun
kodlamayan RNA’larin androjen yolagindaki rolii konusunda yeni bulgular

bildirilmektedir [ 189, 190].

2.8.1. Prostat Asidik Fosfataz (PAP)

PAP geni kromozom 3q21q23'de yer alir. PAP, prostat epitel hiicrelerinde
sentezlenen ve prostat sivisina salinan 100 kDa biiytikliiglinde bir lipid fosfataz kodlar.
PAP’1n, hiicresel ve salgilanan formu olmak tizere farkli biyokimyasal 6zelliklere sahip
iki formu bulunur. PAP'im androjenler tarafindan dogrudan bifazik bir sekilde
diizenlendigi ve hem normal prostatta hem de prostat kanserinde yliksek oranda ifade
edildigi gosterilmistir [191-193]. Hiicresel PAP seviyeleri ileri evre prostat kanserinde
azalir ve PAP ifadesi hiicre biiylimesi ve kanser ilerlemesi ile negatif olarak iliskilidir.
Ancak PAP diizeylerinin azalmasina neden olan molekiiler mekanizmalar

bilinmemektedir.

2.8.2. Prostat Spesifik Antijen (PSA)

AR’nin en 6nemli hedef genlerinden birisi olan PSA, insan kallikrein (KLK)
ailesinin bir iiyesidir ve kromozom 19q13.41'de yerlesiktir. PSA, 33 kDa'luk molekiiler
agirliga sahip bir glikoproteini kodlar ve serin proteaz olarak islev goriir. Tiim kallikrein
genleri, benzer boyuttaki bes ekzona sahiptir ve yiiksek dizi homolojisi gosterirler.
Ayrica bu peptidazlarin bircogu birkac alternatif baglanma varyantina sahiptir ve
androjenler tarafindan diizenlendigi bilinmektedir [194].

PSA, sperm hareketliligini kolaylastirmak i¢in prostat epiteli tarafindan tiretilen
seminal sivinin bir bilesenidir [195]. Malin hiicrelerden periferik dolagima PSA
salinmasindan dolay1 prostat kanserli hastalarin serumunda bu proteinin seviyeleri
yiikselme egilimindedir [196]. PSA, prostata 6zgii olmasma karsin tiimor spesifik
degildir ve BPH, prostatit, travma ve alt iiriner sistem enfeksiyonlarinda da seviyesi
yiikselebilmektedir. Yiiksek serum PSA degerlerine sahip erkeklerin yaklasik %70'inde
biyopside histolojik olarak prostat kanseri bulgusu bulunmamaktadir [197, 198].
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Dahasi, normal PSA diizeyleri olan erkekler arasinda %15 kadar1 prostat kanserine
sahip olabilmektedir [199]. PSA’nin, ekstraselliilar matriks glikoproteinlerini dogrudan
parcalayarak ve hiicre gociinii kolaylastirarak prostat kanserinin ilerlemesinde rol

oynadig diistiniilmektedir [200, 201].

2.8.3. TMPRSSS2-ERG

2005 yilinda, prostat tiimorlerinde androjen tarafindan diizenlenen zar-gegen bir
serin proteaz kodlayan TMPRSS2 geninin 5'-UTR bdlgesi ile ETS transkripsiyon faktor
ailesinin iki iiyesi arasinda (ERG ve ETV1) yaygin olarak bulunan fiizyonlar
tanimlanmistir [202]. Biitiin bu fiizyonlar AR'nin transkripsiyonel kontrolii altinda
bulunur. En sik goriilen fiizyon olan ve klinik insidans1 %50'yi asan TMPRSS2-
ERG’nin baglangigta prostat kanserinin agresif, invaziv bir alt tipi ile iliskili oldugu
diistiniilmekte idi [203]. Ancak, bu gen fiizyonunun prognostik degeri tam olarak
tanimlanamamustir. Bazi ¢alismalar, TMPRSS2-ERG gen flizyonu pozitif olan
olgularda, bu genetik degisikligin, agresif prostat kanseri, metastaz ve mortalite ile
iligkili oldugunu ileri siirerken [204, 205], diger bazilar1 bu fiizyon ile klinik sonug

arasinda bir korelasyon saptayamamaistir [206].

2.9. Kodlamayan RNA’lar

RNA molekiilleri protein kodlama o6zelliklerine gore ikiye ayrilir: protein
kodlama yetenegine sahip olan haberci RNA (mRNA) molekiilleri ve protein kodlama
potansiyeli olmayan veya ¢ok az olan ‘kodlamayan RNA'lar’ (ncRNA'lar). Molekiiler
biyolojinin santral dogmasinin temel bileseni olan mRNA'lar, DNA'dan ribozomlara
genetik bilgi aktarip protein sentezine aracilik yaparlar. Yiiksek c¢iktili dizileme
teknolojilerinin hizli bir sekilde gelismesi ve uygulanmasi ile okaryotik genomlarin
yaklasik % 90'mmin yazilima ugradigi ve mRNA'larin toplam RNA'larin yalnizca %]1-
2'sini olusturdugu gosterilmistir [207].

ncRNA'lar islevlerine bagli olarak ‘yasamsal’ ncRNA'lar ve ‘diizenleyici’
ncRNA'lar olarak siniflandirilabilir. Yasamsal ncRNA’lar olarak bilinen transfer
RNA’lar (tRNA’lar), ribozomal RNA (rRNA’lar), kiiciik ¢ekirdek RNA’lar
(snRNA’lar) ve kiiciik ¢ekirdek¢ik RNA’lar1 (snoRNA) protein sentezi basta olmak
lizere bircok hiicresel siirecte gorev yapan bilesenlerdir. Diizenleyici ncRNA’lar ise
genellikle kiicik ncRNA’lar ve uzun kodlamayan RNA’lar (IncRNA) olarak
adlandirilirlar [208].
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miRNA'lar olarak adlandirilan kisa (yaklasik 17-25 niikleotid uzunlugunda)
kodlamayan RNA'lar, memeli genomunun %1-3"inii olusturur [209]. miRNA’lar gen
ifadesinin yazilim sonrasi asamada negatif yonde diizenlenmesinde anahtar rol oynarlar.
Bunu, protein sentezini baskilayarak ya da mRNA yikimina yol agarak gerceklestirirler
[210, 211]. Dolayisiyla miRNA’lar, hiicre gelisimi, farklilasma, gen diizenlenmesi,
kromatin diizenlenmesi ve apoptoz gibi farkli yolaklar1 diizenleyerek, hiicrede ve
dolayisiyla kanser gelisiminde son derece kritik rol oynarlar. Yapilan caligmalarda
prostat kanseri ile iliskili birgok miRNA kesfedilmistir, one ¢ikan molekiiller arasinda

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

2.9. 1. Uzun Kodlamayan RNA’lar

Uzun kodlamayan RNA’lar (IncRNA’lar), biyogenezleri agisindan genis bir
RNA grubuna ait olan, 200 niikleotidden uzun molekiilleridir. IncRNA molekiillerinin
bircogu, poli-(A) kuyrugu ve sapka (7-metil guanozin) tagimalar1 yoniiyle mRNA’lara
benzerler [215]. Baslangictaki diisiincelerin aksine, son yillarda yapilmis yiizlerce
calisma, DNA, RNA ve transkripsiyon faktorleri ile etkilesen IncRNA'larin, DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kromatin yeniden modellenmesi gibi gesitli
biyolojik siireglere katildigini gostermektedir [216]. IncRNA promotérlerinin histon 3
lizin 4 trimetilasyonu (H3K4me3), RNA polimeraz II (Pol II) ve DNaz I asir1 duyarlilik
bolgelerinden zengin olmasi, IncRNA ekspresyonunun aktif olarak diizenlendigini
diisiindiirmektedir. Bu bulgu, bir¢ok IncRNA molekiiliiniin doku veya gelisimsel
asamalardaki  o0zgill ifadesini  agiklamaktadir.  Protein  kodlayan  genlerle
karsilastirildiginda, IncRNA'lar, diisiik dizi korunmasia ve diisiik ifade seviyelerine

sahiptir.

Islevsel olarak heterojen molekiiller olmalarindan dolayr IncRNA'larin
simiflandirilmasit  konusunda tam bir fikir birligi olusmamistir. Genomdaki
yerlesimlerine gore bu molekiiller iki biiyiik sinifa ayrilabilir: 1)intergenik IncRNA'lar;
psodogenler, uzun intergenik kodlamayan RNA'lar (lincRNA'lar) ve c¢ok uzun
intergenik kodlamayan RNA'lar (vlincRNA'lar); 2) protein kodlayan genlerle ¢akisan
IncRNA’lar; intronik RNA'lar, dogal antisens transkriptler (NAT'lar) ve promotdr
RNA'ar [217].
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Yapilan ¢aligmalardan elde edilen bulgular bu RNA sinifinin timor biyolojisinin
onemli bilesenleri oldugunu gostermektedir. Bugiine kadar iyi tanimlanmis IncRNA'lar
gen ifadesini yazilim sonrasi (post-transkripsiyonel) asamada diizenlerler. LncRNA’lar
tarafindan diizenlenen genler genomik olarak bolgesel (cis) ya da uzak yerlesimli (trans)
olabilir. LncRNA'lar cis diizenleme ile histon modifikasyon komplekslerini genomun
belirli alanlarina dahil ederek gen ifadesinin lokal kontroliine katkida bulunur. Bu etki,
Oornegin instilin-benzeri biiyiime faktorii 2°de (IGF2) oldugu gibi belirli bir gen ig¢in
spesifik olabildigi gibi XIST molekiilii araciligr ile disi memelilerde X kromozomu

sessizlestirilmesi drneginde oldugu gibi tiim kromozomu da kapsayabilir.

Trans-diizenleyici IncRNA'lar genomun uzak bolgelerinde islev gorebilirler. Bu
grup molekiillerin en ¢ok calisilan &rmegi HOTAIR’dir [218-220]. ilk olarak
fibroblastlarda tamimlanan HOTAIR, HoxC kiimesinde bulunur ve HoxD kiime
genlerinin diizenlenmesinde gorev alir [221]. HOTAIR"m iki ana islevsel alan1 vardir;
RNA'nin 5' ucunda bulunan bir PRC2 baglama alani ve RNA'min 3' ucunda yer alan
LSD1/CoRESTI1 baglama alani. Bu baskilayict RNA/protein komplekslerinin genom
boyunca bir¢ok bolgede gen ifadesinin epigenetik olarak susturulmasinda rol aldigi

gosterilmistir [221, 222].

Bir¢ok IncRNA molekiiliiniin kanserde diizenlenmesinin bozuldugu ve ifade
diizeylerinin degistigi saptanmistir. Meme ve hepatoseliiler karsinomlarda HOTAIR
ifadesi yiikselmektedir [223]. Meme kanserinde HOTAIR'in asir1 ekspresyonu, genel
sagkalim ve progresyonsuz sagkalim i¢in bagimsiz bir 6n belirtegtir [219]. Meme
kanseri hiicre soylarinda HOTAIR'in asir1 ifadesi, kanser hiicrelerinin yayilma
kapasitelerinin artmasma yol agmaktadir. insan dokularinda siklikla ifade edilen
MALAT-1"in anlatim diizeyinin bir¢ok kanserde degistigi gosterilmistir [224].

Dizileme teknolojisindeki ilerlemeler sayesinde IncRNA'lar konusundaki bilgiler
artmaktadir. Bununla baglantili olarak prostat kanseri ile iligkili bir¢ok IncRNA
tanimlanmistir; bunlarin sayis1 giderek artmaktadir [225, 226]. Bugiine kadar, prostat
kanserinde arastirilan en belirgin IncRNA molekiilii, ‘Prostat Kanser Antijen 3’ (PCA3)
olmustur. DD3 olarak da bilinen PCA3’iin prostat kanseri tlimdrlerinde asir1 ifade

edildigi ilk olarak 1999 yilinda Bussemakers ve arkadaslari tarafindan bildirilmistir

10]. Prostat kanseri dokusuna yiiksek ozgilliigu (yaklasik %100) nedeniyle en umut
[10] yu gullugu (yaklas ) y
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verici yeni biyolojik belirteclerden biri olarak kabul edilmektedir. PCA3 disinda, prostat
kanseri ile iliskili, ‘Prostat Kanseri Kodlamayan RNA 1’ (PCNCRI1) ve ‘Prostat
Spesifik Gen 1° (PCGEMI1), AR aktivitesini c¢esitli mekanizmalar ile degistiren

onkojenik etkilere sahiptirler.

2.9.2. Prostat Kanser Antijen 3 (PCA3)

PCA3 geni kromozom 9q21-22’de yaklasik 25 kb'lik bir alanda yer alir ve
‘Prune Homolog 2’ (PRUNE2 veya BMCCI1) geninin 6. intronunda ters yonde kodlanir.
Biyolojik islevi tam olarak bilinmemektedir ve homoloji gosterdigi bir gen heniiz
saptanmamistir. PCA3, AR pozitif prostat kanseri hiicrelerinde 6nemli 6l¢iide ifade
edilirken, timdre komsu neoplastik olmayan doku ve BPH hiicrelerinde diisiik anlatim
seviyelerine sahiptir. PCA3 geni dort ekzon ve li¢ introndan olusur. Birgok varyanti
bulunan PCA3 transkriptlerinin %65'inde ekzon 1, 3, 4a ve 4b bulunur. Varyantlarin
olugsmasina yol acan mekanizmalar, alternatif kirpilma (en yaygin 2. ekzonda goriiliiliir)
ve ekzon 4'te alternatif poliadenilasyondur (Sekil 2-4)

PCA3 promotoriinde bilinen herhangi bir baslatic1 motif, TATA kutusu, CAAT
kutusu ya da GC-agisindan zengin bolgeler saptanmazken [227], kisa ardisik (tandem)
tekrar polimorfizmi (TAAA) bulundugunu gosterilmistr [228]. Bu kisa tekrar
polimorfizmi, bes polimorfizm ve sekiz genotip igerir ve bunun prostat kanseri i¢in bir

risk faktorii olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.
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Sekil 2-4: PCA3 transkripsiyon biriminin yapisi

PCA3'in hedeflerinden biri, timor baskilayict gen PRUNE2'dir. Prostat
kanserinde PCA3 ve PRUNE2 anlatim seviyeleri ters orantilidir. PCA3 geninin,
PRUNE?2 geninin antisense yoniinde yerlesmis olmasi, PRUNE2 etkinligini diizenlemek
amacli oldugu kabul edilmektedir. Cekirdekte PCA3 IncRNA ve PRUNE2 pre-mRNA
birlikte ifade edilir ve birbirlerine baglanarak ¢ift sarmalli bir RNA olustururlar. Bu ¢ift
sarmalli RNA daha sonra bir kompleks olusturarak, adenozin deaminaz islevi goriir ve
PRUNE?2 ifadesini diizenler [229].

PCA3 dizilerinde ARE bolgeleri tanimlanmamis olsa da, PCA3 androjen
uyarimina yanit veren bir molekiildiir. Androjene duyarli prostat kanseri hiicre
soylarinda duyarli olmayanlara gore daha yiiksek seviyelerde bulunur ve androjen
uyarimiyla miktar1 daha da artar [14, 230]. Ancak bu etkinin altinda yatan
mekanizmalar bilinmemektedir. Steroid hormon reseptorleri androjen duyarli LNCaP
hiicrelerinde PCA3 ekspresyonunu etkilemektedir. Timor baskilayici 6zellige sahip
olan Ostrojen reseptor beta'nin (ERP) baskilanmasi, PSA artisi ve hiicre ¢ogalmasinin
hizlanmas1 esliginde PCA3'in daha fazla oranda ifade edilmesine neden olur [231].

PCA3’iin idrarda saptanmasinin klinik yarar1 konusunda da caligmalar
yapilmistir. Bu amagla gelistirilen testte, parmakla rektal muayene sonrasi idrarda
PCA3 ve PSA mRNA diizeyi ol¢iiliir [232]. PCA3 skoru PCA3/PSA mRNA x 1000
formiilityle hesaplanir. Cesitli calismalarda PCA3 testinin hem biyopsi kararinin
verilmesinde hem de klinik olarak 6nemli olan ve olmayan tiimdrlerin ayiriminda
kullanilabilecegi bildirilmektedir [233, 234]. Marks ve ark. yapti§i ¢alismada, daha
Once bir ya da birden fazla negatif prostat biyopsi sonucu olup, PSA degeri 2.5 olan 233
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olguda PCA3 skoru total PSA degerine kiyasla tekrar biyopsi sonucunu dngérmede
daha yiiksek tan1 dogrulugu gostermistir [235].

2.9.3. PRNCR1 ve PCGEM1

Prostat kanserinde, PCA3 disinda, AR aktivitesi ile iliskili olabilecek baska
IncRNA molekiilleri de bildirilmistir. Yang ve ark. yaptig1 bir arastirma, PRNCR1 ve
PCGEMI olarak isimlendirilen iki IncRNA molekiiliinii AR yolag: ile iliskilendirmistir
[236]. Ancak, baska bir calismada, aragtirmacilarin, bu molekiiller ile AR arasinda
fiziksel etkilesim bulunmadigt ve KDPK ile iliskili olmadigi hakkinda goriis
belirtmeleri bu konuyu tartismali hale getirmistir [237]. Konuyu irdeleyen diger
caligmalarda, androjen tedavisi iizerine PCGEMI'in tepki verdigi [238, 239],
PCGEMI'in AR'ye baglanma ve es-uyarim yetenegi [240] ve AR transaktivasyonunda
PRNCR1!'in roliinii gosteren kanitlar [241] PCGEM1 ve PRNCRI1'in AR

sinyalizasyonundaki onkogenik rollerini desteklemektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Hiicre Soylari

Bu tez calismasi, in vitro kosullarda yapilan deneysel bir ¢aligma niteliginde
olup Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Dali
Laboratuvarlarinda gerceklestirildi. Calismada 3 farkli hiicre soyu kullanildi; LNCaP
hiicre soyu, 1977 yilinda prostat adenokarsinomlu bir hastanin lenf nodu metastazindan
elde edilen androjene duyarl hiicrelerdir [242]. Diger prostat kanseri hiicrelerine gore,
LNCaP hiicrelerinde PCA3 ifadesi daha yiiksektir [14]. LNCaP-AR" hiicre soyu, atasal
LNCaP hiicrelerinden tiiretilmistir ve 3-5 kat daha fazla AR ifade eder. VCaP hiicreleri
ise, 1997 yilinda kastrasyona direngli bir hastanin vertebral kemik metastazindan izole
edilmistir. Yabani tip AR ifade etseler de, androjenden-bagimsiz ¢ogalabildikleri i¢in
KDPK i¢in model olarak kullanilirlar [12]. LNCaP (ATCC# CRL-1740) ve VCaP
(ATCC# CRL-2876) hiicre soylar1 Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC),
LNCaP-AR" hiicre 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 [GIBCO]

Fotal Sigir Serumu [BIOCHROM]
Penisilin/Streptomisin [BIOCHROM]
Tripsin/EDTA [BIOCHROM]
Enzalutamid [ASTELLAS]
siRNA [EUROFINS GENOMICS]
Lipofectamine 2000 [INVITROGEN]
Kristal Viyole

Tripan Mavisi [SIGMA]

6X Yiikleme Boyasi [FERMENTAS]



100-b¢ Marker [FERMENTAS]

0,5X TEB [Laboratuar Stok]

PBS [SIGMA] [Laboratuar Stok]
TriPure RNA Izolasyon 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 Kab1 (35x10 mm) [GREINER BIO-ONE]
Kiiltiir Kaplar1 (25, 75 cm?) [TPP]

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Sinif II Laminar Akim Hiicre Kiiltiir Kabini [TEZSAN]

CO; Inkiibator [HERAEUS]

Ters Mikroskop [SEDIVAL]
Santrifiijler [HETTICH, JOUAN]
-20 Derin Dondurucu [ARISTON]

-80 Derin Dondurucu [NUAIRE]

Thermal Cycler [TECHNE]
LightCycler 480 [ROCHE]

Jel Elektroforezi [HORIZON]

Jel Goriintiileme [VILBER LOURMAT]
Mikrodalga Firin [ARCELIK]

Hassas Terazi [CHYO]

Thoma Lam1 [HAUSSER]

ELISA Okuyucu [THERMO]

1CELLigence [ACEA BIOSCIENCES]
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3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

LNCaP ve LNCaP-AR" hiicrelerinin cogaltilmasi i¢in RPMI-1640, VCaP
hiicrelerinin ¢ogaltilmasi i¢in ise DMEM besiyeri kullanildi. RPMI-1640, 1966 yilinda
Roswell Park Memorial Enstitiisii'nde Moore ve arkadaslari tarafindan gelistirilmis olup
deneysel caligmalarda yaygin olarak kullanilan bir besiyeridir. Diger bir yaygin
kullanilan besiyeri olan DMEM ise, 1955 yilinda Harry Eagle tarafindan bulunan
‘Eagle’in Basal Medyumunun’ (BME) degistirilmis halidir ve yiiksek miktarda
aminoasit ve vitaminleri igerir. Bliylime besiyerleri %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1
antibiyotik (penisilin/streptomisin) igcermektedir. Hiicreler standart hiicre kiiltiirii
kosullarinda (37 C ve %5 CO») biiyiitiildiiler.

Azot tankinda muhafaza edilen hiicreleri kiiltiire almak i¢in, hiicrelerin oda
sicakliginda ¢oziilmeleri beklendi. Hiicreler, besiyeri igeren tiliplere pipetle yavasca
damlatildi. Hiicre pelleti elde etmek amaciyla 1500 rpm’de 5 dk. santrifiij yapildi.
Santrifiij sonunda sivi faz uzaklastirildi ve pellet besiyeri iginde pipetaj yoluyla
coziildiikten sonra yeni kiiltiir sigsesine aktarildi. Hiicreler kiiltiir sisesinin yaklasik
%90’l1ik alanimi kapladiginda pasajlama islemi gergeklestirildi. Bu amagcla, oncelikle,
hiicre kiiltiir sisesindeki besiyeri uzaklastirildi. Daha sonra uygun miktarda
Tripsin/EDTA (75 em?lik kiiltiir sisesi i¢in 6 ml) eklendi; 5 dk. etiivde bekletildikten
sonra c¢oOziinen hiicreler toplanarak yeni tiiplere aktarildi. 3000 rpm’de 5 dk.
santrifiijjleme isleminden sonra olusan hiicre pelleti, taze besiyeri iginde ¢6ziildii ve bir
kismu (yaklasik 1/5) yeni bir kiiltiir sisesine aktarilarak 37 C etiivde biyiimeye birakildi.

Toplam hiicre siispansiyonunun igerisindeki hiicre sayisini hesaplamak igin,
iizerinde ticlii cizgilerle ayrilmis 16 biiyiik kareden olusan yivler bulunan 1 mm?®lik
alan ve 0,1 mm derinlige sahip Thoma lam1 kullanildi. Stispansiyonun mililitresindeki
toplam hiicre sayis1 asagidaki formiille hesaplandi: Toplam Hiicre Sayisi/ml=Sayim

Sonucu x 10* x Besiyeri miktar1 (ml)

3.2.2. siRNA ile PCA3 Baskilanmasi

Kiiciik interferans RNA (siRNA) temelli gen susturulmasi teknigi olarak bilinen
RNA interferans (RNAi), son 15 yilda molekiiler biyolojinin en dnemli tekniklerinden
biri haline gelmistir. RNA1, evrimsel olarak biiyiik oranda korunmus bir mekanizmadir

ve ¢ift iplikli RNA’nin hiicreye girisiyle birlikte, benzer diziye sahip mRNA
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molekiillerinin yikimi esasina dayanir. Bu yazilim-sonrasi (post-transkripsiyonel) gen
susturma mekanizmasi, fonksiyonlart bilinmeyen genlerin islevlerinin ortaya
cikarilmasinda ya da hedeflenen genlerin ekspresyonunu baskilamak amaciyla yaygin

olarak kullanilmaktadir.

siRNA, hedef mRNA dizisinin pargalanmasi i¢in spesifik olarak tasarlanmis
sentetik bir RNA dupleksidir. siRNA'lar, bir antisens zincir (veya rehber) ve bir sens
zincir (veya korunan) olmak iizere iki RNA iplikciginden olusur. Bunlar, 3' dintikleotid
cikintilart ile 19 ila 25 bp uzunlugunda bir dupleks olustururlar. Hiicreye aktarildiginda,
RNAi mekanizmasinin bilesenleri siRNA’y1 tanir ve ‘RNA tarafindan uyarilan
susturucu kompleks’ (RISC) olarak bilinen protein kompleksi ile siRNA’nin antisens
ipligi etkilesir. Bu sekilde aktiflesen protein ve niikleik asit kompleksi, daha sonra,
hedef mRNA dizisine baglanir ve onun yikimina yol acar. siRNA’lar, katyonik lipid ya
da polimer bazli transfeksiyon reaktifleri, elektroporasyon veya hiicre tarafindan
alinmasina yardimer olmak i¢in dupleks iizerinde kimyasal modifikasyonlar ekleyerek

hucrelere transfekte edilirler.

Tez c¢aligmasinda prostat kanseri hiicre hiicrelerinde PCA3 gen ifadesini
baskilamak i¢in Ferreira ve ark. tarafindan ¢alismalarinda tanimladiklar1 siRNA dizileri
kullanildi [14]. PCA3 geninin 4. ekzonunu hedefleyen siPCA3 ve negatif kontrol olarak
kullanilan ‘scramble kiiclik interferans RNA’ (siScrbl) oligoniikleotidlerinin dizisi

asagidaki gibidir:

siPCA3: 5 'CUAGCACACAGCAUGAUCAUUACGG 3'
siScrbl: 5 'GCACGCUCCUACGAAUGCUAGUAAA 3'

PCA3 baskilanmas1t amaciyla yapilan transfeksiyon deneylerinde yaklasik
200.000 hiicre kullanildi. Bu amagla, hiicreler 35x10 mm petri kaplarina ekildi ve 2’ser
ml antibiyotik icermeyen besiyeri eklenip %5 CO, igeren ve 37 'C 1siya sahip etiivde
bliylimeye birakildi. 24 saat sonra, petrilerdeki besiyeri 1.5 mL taze besiyeri ile
degistirildi ve katyonik lipid bazli bir transfeksiyon ajani olan Lipofectamine 2000

(Invitrogen), siPCA3 veya kontrol siScrbl ile transfeksiyon karisimi hazirlandi.

siRNA transfeksiyon karigimi (toplam 500 pL) 250’ser pl’lik iki bilesenden

olusmaktadir; serum igermeyen siRNA karigimi ve transfeksiyon karisimi. siRNA
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karisimi 60 nM (12 pL) siRNA ve transfeksiyon i¢in iiretilmis 6zel bir besiyeri olan
Opti-MEM besiyerinden olusmaktadir. Transfeksiyon karisimi ise, transfeksiyon
ajanimin (5 pL) yine Opti-MEM besiyerinde c¢oziilmesi ile hazirlandi.  siRNA
transfeksiyon karisimimnin iki bileseni (siRNA c¢ozeltisi ve transfeksiyon c¢ozeltisi)
karigtirilarak son karisim (500 pL) elde edildi. Lipozomlarin olusmasi ve siRNA
enkapsiilasyonu icin 20 dk. oda sicakliginda muamele edildi. Transfeksiyon karigimi 1,5
ml besiyeri i¢eren petrilerdeki hiicrelerin iizerine aktarildi ve etiivde 6 saat inkiibasyona
kaldirildi. Petri kaplan etiivden ¢ikarilarak, antibiyotik icermeyen besiyeri uzaklastirildi
ve %1 antibiyotik iceren taze besiyeri eklendi. Hiicreler 30 saat etiivde inkiibasyona
birakildi. Etlivde 30 saat kalan petri kaplar1 alinarak hiicreler toplandi. Elde edilen
hiicreler sonraki igslemler i¢in kullanildi (6rn. PCA3 gen ifade incelenmesi) ya da hemen

kullanilmayacaksa -80°C’ye kaldirildi.

3.2.3. Hiicrelerin Androjen ile Muamelesi

Hiicrelerin dihidrotestosteron (DHT) veya enzalutamid ile muamelesinden 6nce,
hiicre kiiltiirii besiyerinde kullanilan biiylime serumunu steroid hormonlardan arindirma
islemi gergeklestirildi. Bu islem, fetal sigir serumunun dekstran kapli komiir ile
muamelesi yoluyla yapildi. Bu amagla, 100 mg komiir, 5 ml serum ile karistirild1 ve
+4°C’de calkalayic1 iizerinde gece boyu inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda
serum 2000 rpm’de 30 dk. santrifiijlendi. Ust faz, kalan komiir molekiillerini tamamen
uzaklastirmak amaciyla, iki defa 0,2 pm’lik filtreden geg¢irildi. Bu sekilde, steroid
hormonlardan arindirilmis serum ve antibiyotik iceren RPMI-1640 ve DMEM
besiyerleri hazirlanarak, kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.

DHT, etanol igerisinde ¢oziilerek stok ¢ozelti (10 nM) hazirland1 ve alikotlar
halinde -20°C’de muhafaza edildi. Enzalutamid ise dimetil siilfoksit (DMSO) icerisinde
¢oziildii ve stok ¢ozeltisi (ImM) hazirlanarak alikotlara ayrildi ve -20°C’de muhafaza
edildi.

Hiicrelerin DHT ile muamelesi 6 kuyucuk iceren petri kaplarinda
gerceklestirildi. Her bir kuyuya 5 ml hormondan arindirilmig serum iceren besiyeri
esliginde yaklagik 300.000 hiicre ekildi. Hiicreler 48 saat hormonlardan arindirilmis
besiyeri kosullarinda tutulduktan sonra besiyerleri ortamdan uzaklastirildi. DHT (0, 1,

10 ve 100 nM konsantrasyonlarda) eklenerek hiicreler 24 saat androjenle muamele
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edildi. Siirenin sonunda hiicreler kazima yoluyla topland1 ve sonraki PCA3 ifade

analizinde kullanilmak tizere -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.4. Enzalutamid ile Androjen Reseptor Blokaji

Tez c¢alismasinda, PCA3 gen baskilanmasinin, AR inhibisyonunun etkisini
arttirtp artirmadigini arastirmak amaciyla AR blokaji yapildi. AR inhibisyonu i¢in ikinci
nesil AR antagonisti olan enzalutamid kullanildi. Bu ajan, metastatik KDPK’h
hastalarda dosetaksel sonrasi kullanilmaktadir. Enzalatumidin etki mekanizmasi1 Genel
Bilgilerde anlatilmistir.

Androjen reseptor blokaji igin yaklasik 200.000 hiicre 35x10 mm petri kaplarina
ekildi. Hiicreler, standard biiylime kolsullarinda 3 giin boyunca, dekstran kapli komiir
ile muamele edilmis serum igceren besiyeri ic¢inde biiyiitiildiiler. 72 saat sonra
enzalutamid (0, 500 veya 5000 nM) eklenerek 24 saat siire ile AR blokaj1 yapildi.
PCA3 baskilanmasi ile AR blokajinin kombinasyonunda ise, enzalutamid eklenmeden 6
saat Once, yukarida anlatildigr gibi siPCA3 (ve kontrol siRNA) transfeksiyonu yapildi.
Besiyeri degistirme asamasinda enzaluatmid eklenerek, hiicreler bu kosullarda 30 saat

biiyiitiildiiler. Siire sonunda hiicreler toplanarak sonraki islemlere gecildi.

3.2.5. Gen ifade Analizi

Tez calismasinda PCA3 ve bazi AR hedef genlerinin (PSA, PRNCRI,
PCGEMI1) ifade diizeyleri incelendi. PCA3 ifadesi, hem DHT ile muamele edilen
hiicrelerde hem de PCA3 baskilanan hiicrelerde arastirildi. AR hedef genlerinin ifadesi
ise, PCA3 baskilanan ve/veya AR blokaji yapilan hiicrelerde analiz edildi. Gen

ekspresyon analizinin ilk asamasi i¢in hiicrelerden RNA izolasyonu gerceklestirildi.

3.2.5.1. Hiicrelerden Total RNA Izolasyonu

Tez caligmasinda aragtirilan hedef genlerin anlatim diizeyleri total RNA
tizerinden Ol¢ilildii. Bu amagcla ticari olarak temin edilen RNA izolasyon soliisyonu
(fenol ve guanidin tiosiyanat karigimi) kullanildi. RNA izolasyon islemi, hiicrelerin
tizerine 1 ml RNA izolasyon soliisyonu eklenmesi ile basladi. Hiicreler soliisyon i¢inde
homojenize edilip 5 dk. oda 1sisinda muamele edildi. Bu asamada, hiicreler
parcalanmakta ve endojen niikleazlar denatiire edilmektedir. Boylece RNA’nin intakt

kalmasi saglanmaktadir. Orneklerin {izerine 200 pl kloroform eklenerek, vortekslendi ve
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5 dk. oda 1sisinda inkiibasyon gergeklestirildi. Inkiibasyon sonrasinda érnekler 15 dk.
11.200 rpm’de sogutulmus santrifiijde santrifiijlendi. Islem sonrasi 3 faza ayrilan
karigimin, en st kismindaki RNA igeren renksiz faz yeni tiipe aktarildi. RNA’nin
cokeltilmesi amaciyla 500 ul izopropanol eklendi ve 5 dk. oda 1sisinda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda ornekler 4°C’de 10 dk. 11.200 rpm’de santrifiijlenerek
coktiirtildii. Stv1 faz uzaklastirildi ve RNA pelletinin lizerine 1 ml %75’lik soguk etanol
eklendi. Bu yikama isleminin amaci, RNA’y1, tuz ve diger bilesenlerden temizlemektir.
Ornekler sogutulmus ortamda tekrar santrifiijlenerek (5 dk. 7500 rpm’de) RNA yeniden
coktiiriildii. Stvinin uzaklastirilmasini takiben etanoliin tamamen buharlagmasi amaciyla
ornekler 10 dk. oda 1sisinda bekletildi. Son olarak, elde edilen RNA, 50 ul RNaz DNaz
icermeyen su igerisinde ¢oziildii. Elde edilen RNA’nin miktar tayini ve saflik diizeyi
spektrofotometrik  olarak belirlendi. Protein ve fenol benzeri kimyasallarin
kontaminasyon oranimi belirlemek amaciyla yapilan 260/280 ve 260/230 absorbans
Olciimlerinde safliklar 1.7-1.8 araliginda 6l¢iildii ve elde edilen RNA’lar cDNA sentez

islemine kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.5.2. Komplementer DNA (¢cDNA) Sentezi

Prostat kanser hiicrelerinden elde edilen total RNA’lardan cDNA sentezi
gerceklestirildi. Bunun igin ticari olarak temin edilen kit kullanildi. cDNA sentezi i¢in,
0.2 ul’lik PCR tiiplerine 6 pl total RNA, 1 ul random hekzamer primeri ve 5 ul dH,O
eklendi. Daha sonra, Tablo 1’de gdsterilen reaksiyon bilesenleri sirasiyla karistirilarak
termal dongii cihazina yerlestirildi. cDNA sentezinin reaksiyon kosullar1 Tablo 2’de

verilmistir. Elde edilen cDNA 6rnekleri — 20°C’de muhafaza edildiler.

Tablo 3-1: cDNA sentezi reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri 1 Ornek
5X RT Reaksiyon Tamponu 4 ul
Protector RNase Inhibitér Il
10 mM Deoksiniikleotid Karigimi1 2 ul

Transkriptor Reverse Transkriptaz 1 ul
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Tablo 3-2: ¢cDNA sentez reaksiyon kosullar

Sicaklik (°C) Siire
25 5 dk.
42 60 dk.
70 5 dk.

3.2.5.3. Nicel Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCA3 gen ifadesi baskilanan ve enzalutamid ile androjen blokaji yapilan
hiicrelerde PCA3 ve AR iliskili genlerin ifade diizeyleri incelendi. Ekspresyon analizi,
nicel gergek-zamanli PZR yontemi ile laboratuvarimizda bulunan LightCycler 480 PZR
platformu (Roche) kullamlarak yapildi. ifade diizeyleri ‘yari-nicel’ (semi-quantitative)
olarak gergeklestirildi. Hiicreler i¢in yasamsal gen olan gliseraldehit 3-fosfat
dehidrogenaz (GAPDH) hedef genlerin ifade diizeylerinin normalizasyonunda referans
gen olarak kullanildi. Nicel PZR’de floresan molekiil olarak SYBR Green’den (Roche)
yararlanildi.

Tablo 3’de tek bir 6rnek icin PZR bilesenleri gdsterilmektedir. Tablo 4°de ise,
tez ¢alismasinda ifade diizeyleri incelenen hedef genlerin ve referans gen i¢in kullanilan
primer dizileri yer almaktadir. PZR kosullari, primer 6zellikleri ve SYBR Green kitinin
protokoliine gore segildi. PZR protokolii 45 déngiiden olustu; her bir déngii 95 C’de 10
sn., 55 C’de 20 sn. (ilk iki dongii 60°'C’de) ve 72°C’de 30 sn. olmak iizere sirastyla
denatiirasyon, baglanma ve sentez alt asamalarini igerir. PZR asamasini takiben, “erime
egrisi analizi’ (melting curve analysis) ger¢eklestirildi. Bunun amaci olusan PCR
tirtinlerinin istenilen gergek iirlinler olup olmadiginin teyit edilmesi ve 6zgiil olmayan
tirtinler ile primer dimerleri gibi ikincil yapilarin dislanmasidir. Bu amagla, 6rnekler,
55°C’den 95 C’ye kadar saniyede 0.2°'C’de artan bir 1s1 yilkselmesine maruz birakilirlar.
Bu siirecte, PZR iiriiniin bilesenine bagl olarak, yaklasik 75-80°C araliginda erime
egrileri ortaya ¢ikmaktadir.

Orneklerin miktar tayini géreceli olarak gergeklestirildi. Gergek-zamanli PZR
reaksiyonunda, floresan diizeyinin cihaz tarafindan oOlciilebilen esik degerini astigi
dongii Ct (cycle treshold) olarak adlandirilir. Elde edilen Ct degerlerine gore, her bir

6rnek igin 2" metodu kullanilarak gen ifadeleri hesapland: ve degerlendirildi.
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ACt= ( Cthedef - Ctreferans )
2-ACt _ 2-[( Cthedef - Ctreferans )

Tablo 3-3: Ger¢ek-zamanh PZR reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri 1 Ornek
10X LightCycler® 480 SYBR Green I Master 10 pl
Primer-F (300 pM) 0,2 ul
Primer-R (300 uM) 0,2 ul
cDNA 3ul
dH,O 6,6 ul
Toplam 20 ul

Tablo 3-4: Primer dizileri

Gen Adi Ileri yonlii primer F (5°- 37) Ters yonlii primer R (5°- 3)
PCA3 GGTGGGAAGGACCTGATGATAC | GGGCGAGGCTCATCGAT
PSA TGAACCAGAGGAGTTCTTGAC | CCCAGAATCACCCGAGCA

PRNCR1 | CCAGATTCCAAGGGCTGATA GATGTTTGGAGGCATCTGGT

PCGEM1 | GGTGCCTTTGCCAATGTTAT AGCATGCTCTCTGCAAAGGT

GAPDH | GCTCTCTGCTCCTCCTGTTC ACGACCAAATCCGTTGACTC

3.2.6. Hiicre Cogalmasinin Gercek Zamanh Analizi

Teknolojideki ilerlemeler sonucu gelistirilen yeni sistemler, kiiltlir hiicrelerinin
cogalma kinetiklerini gercek zamanli takip etme imkani1 tanimaktadir. Bunlardan birisi
olan ‘iCELLigence’ sistemi (ACEA BIOSCIENCES), hiicrelerin elektrik akimina kars1
gosterdikleri direncin 6l¢iilmesi esasina dayanir. Alt yiizeyinde altin elektrotlar bulunan
‘E-Plaka’ yiizeyine tutunan hiicrelerin ¢ogalmasi veya azalmasi ol¢iilen direng ile dogru
orantilidir. Bu ger¢ek-zamanli hiicresel analizde, hiicrelerin ¢ogalma 6zellikleri siirekli
olarak kaydedilebilmekte ve kaydedilen veriler grafikler halinde bilgisayar ekranina
aktarilmaktadir.

Tez calismasinda, siRNA yaklagimi ile PCA3 baskilanmasi ve enzalutamid ile
AR blokajinin prostat kanseri hiicrelerine olan etkileri, gercek zamanli hiicre analiz
sistemi ile degerlendirildi. ilk olarak her E-plakanin bir kuyucuguna, hiicre icermeyen
100 pL besiyeri konularak cihazda bazal 6l¢giim yapildi. Ardindan kiiltiir siselerinden
tripsinizasyon ve santrifiijleme (1500 rpm, 5 dk.) ile toplanan hiicreler sayilarak 500 ul
besiyeri i¢inde kuyucuk basina 2x10* hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Ekim isleminin

ardindan E-Plakalar 30 dk. boyunca steril ¢alisma kabini igerisinde oda sicakliginda
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inkiibe edildi ve daha sonra iCELLigence cihazindaki yerlerine yerlestirilerek 37°C ve
% 5 CO, ortam sartlarinda inkiibasyona devam edildi. Cihaza her 30 dakikada bir 6l¢iim
almas1 i¢in komut verildi. 24 saat sonunda, hiicrelerin ¢ogalma fazinin 1/3’lik
diliminde, yukarida anlatildig1 gibi PCA3 gen baskilanmasi ve/veya enzalutamid (0, 500
ve 5000 nM) uygulamalar1 gerceklestirilerek 72 saat siiresince 30 dakika araliklarla

6l¢tim alind1 ve hiicrelerin ¢ogalma kinetikleri takip edildi.

3.2.7. Klonojenik test

Klonojenik test, sitotoksik bir tedavinin (1sinlama, kemoterapotik ajanlar gibi)
timor hiicrelerine olan etkisini belirlemek amaciyla yapilan in vitro hiicre sagkalim
deneyidir. Tez calismasinda, prostat kanser hiicrelerinde PCA3 baskilanmasinin ve
enzalutamid ile AR blokajmnin hiicre sagkalimina etkisini arastirmak i¢in bu test
uygulandi.

Klonojenik test i¢in, 200.000 hiicre 35x10 mm petri kaplarina ekildi ve steroid
hormonlar1 uzaklastirilmis serum igeren besiyerinde 24 saat biiyiimeye birakildi. siRNA
transfeskiyonu yapildi ve 6 saat tamamlandiginda besiyeri degistirilerek enzalutamid
eklendi. Hiicreler 30 saat bu kosullarda biiyiitiildiiler. Siirenin tamamlanmasiyla
hiicreler hasat edildi ve 1 ml taze besiyerinde ¢oziildiiler. Tripan mavisi ile boyama ile
canli hiicre sayimi yapildi. Bunu takiben, petri bagina 1000 canli hiicre olacak sekilde
yeni petrilere ekim yapildi. Etlive kaldirilan hiicreler 10 giin biiyiimeye birakildilar.
Inkiibasyonun tamamlanmasiyla beraber siv1 besiyeri uzaklastirilarak hiicreler PBS ile
yikand1 ve etanol ile 5 dk. muamele edilerek sabitlendiler. Hiicreler %0,5’lik kristal
viyole ile 5 dk. boyandilar ve koloniler sayildi. Hiicre canlilig1 asagidaki esitlige gore

hesaplandi:

Petri basima diisen ortalama koloni sayist
% Canlihik = x 100
Kontrol petrisindeki ortalama koloni sayisi
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3.2.8. Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Degerlendirilmesi

PCA3 geni baskilanan ve/veya enzalutamid ile muamele edilen hiicrelerdeki
apoptotik hiicre 6liimii diizeyleri, ELIZA-bazli ¢alisan ve sitoplazmadaki mono- ve
oligoniikleozomlarin Sl¢limii esasina dayanan “Cell Death Detection ELISA” Kkiti
(Roche) ile saptandi. Niikleozom, DNA’nin, 4 niive histon proteininin (H2A, H2B, H3
ve H4) ikiserli kopyalarinin olusturdugu oktamer yapinin etrafin1 dolanmas ile ortaya
cikan kromatin paketlenmesinin temel birimidir. Iki niikleozom arasinda uzanan
DNA’nin uzunlugu yaklagik 150 bp’dir. Apoptotik hiicre 6liimii siirecinde, aktiflesen
endoniikleazlar, DNA’y1 niikleozomlarda kestiginden, apoptozun tipik gostergeleri olan
mono- ve oligoniikleozomlar olusur ve sitoplazmaya gecerler. “Cell Death Detection
ELISA” kiti, igerdigi anti-histon ve anti-DNA antikorlariyla s6z konusu yapilari
saptamaya yoneliktir. Materyal olarak hiicrelerden elde edilen sitoplazmik lizat

kullanildi.

Bu amagla, -80°C’ye kaldirilan hiicreler alnip iizerlerine 500 pl inkiibasyon
tamponu eklendi. Homojenizasyon sonras1 érnekler 30 dk. oda sicaklifinda muamele
edildi. Yiiksek hizda (16.700 rpm) 10 dk. santrifiij yapildi ve olusan iist sivi faz
(yaklasik 400 pl) yeni tiipe aktarildi. ELIZA mikroplagmin her kuyucuguna 100 pl
kaplama soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Siire sonunda
soliisyon ortamdan uzaklastirildi ve kuyucuklara 200 pl inkiibasyon tamponu eklenerek
30 dk. oda sicakliginda muamele edildi. Inkiibasyon tamponu uzaklastirildl ve
kuyucuklar yikama soliisyonu ile 3 defa yikandi. Hiicrelerden elde edilen sitoplazmik
lizatlardan 25’er pl, 200 pl inkiibasyon tamponu ile karistirildi. Bu karigimdan 100’er pl
kuyucuklara eklendi ve 90 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda 3 defa
yikama yapildiktan sonra 100’er pl enzim soliisyonu eklendi. 90 dk. oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra tekrar 3 defa yikama yapildi. Daha sonra 100 pl substrat
soliisyonu eklenerek karistirici tizerinde 250 rpm hizda renk degisimi goriiliinceye kadar
muamele edildi (10-15 dk.). Renk degisimleri gozlendikten sonra absorbans degerleri
ELIZA okuyucusunda 405 nm’de okutuldu ve degerler goreceli apoptoz miktar1 olarak
kabul edildi.
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3.2.9. istatistiksel Analizler

Tez ¢alismasinda, istatistiksel analizler igin birbirinden bagimsiz olarak
gerceklestirilmis 3 hiicre kiiltiiri deneyinin bulgular1 kullanildi. Kontrol hiicreleri
(muamele edilmeyen hiicreler ya da kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicreler) ile
PCA3 geninin baskilandig1 veya enzalutamid ile muamele edilen hiicreler arasinda, gen
ifade degisimleri ve sitotoksisite karsilastirmalar1 yapildi. Incelenen parametrelerdeki
degisimler, bazal seviyelere gore “kat degisimi” olarak ifade edildi. Istatistiksel
karsilastirmalar “Bagimsiz Orneklem t Testi” kullanilarak yapildi ve p<0.05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



38

4. BULGULAR

4.1. Androjenle Uyarilan Prostat Kanseri Hiicrelerinde PCA3 Molekiiliiniin ifade
Diizeyinin Incelenmesi

Normal prostat hiicrelerinde ve prostat kanser hiicrelerinde bir¢ok genin
androjenler tarafindan diizenlendigi bilinmektedir. PCA3 molekiiliiniin de androjen
tarafindan uyarildigini bildiren simirli sayida ¢aligma bulunmaktadir. Bu ¢aligmada da
PCA3 molekiiliiniin ne oranda androjen tarafindan uyarildigi incelendi. Bu amacla
LNCaP hiicreleri 24 saat siire ile DHT nin farkli dozlar1 ile (0, 1, 10 ve 100 nM)
muamele edildiler. Hasat edilen hiicrelerden total RNA izole edildi; cDNA sentezini
takiben PCA3 ve PSA genlerinin ekspresyon diizeyleri nicel GZ-PZR ile incelendi.
Sekil 4-1°de PCA3 genine ait ¢ogalma egrilerine 6rnek gosterilmektedir. Referans genin
anlatim1 tiim DHT konsantrasyonlarinda birbirine yakin iken, PCA3 ifadesinin énemli

PR

Ol¢iide degistigi gdze ¢arpmaktadir.
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Sekil 4-1: DHT ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinde PCA3 cogalma egrileri

Birbirinden bagimsiz 3 farkli deneyin sonuglar1 Sekil 4-2’de 6zetlenmis ve gen
anlatim diizeyindeki degisimler ‘kat degisimi’ olarak ifade edilmistir. PCA3 ve PSA
genlerinin ifade diizeylerinin artan DHT konsantrasyonlari ile arttig1 goze carpmaktadir.
En yiiksek DHT dozunda (1000 nM), PCA3 ifade diizeyinde yaklasik 1000 kat artis
saptanmistir (p<0.001) (Sekil 4-2A). PSA anlatim diizeyinde ise doza bagli olarak 12 ile
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53 katlik bir artig (p<0.01) gozlenmistir (Sekil 4-2B). Bu veriler, prostat kanseri
hiicrelerinin androjenle uyariminin, PSA’ya kiyasla, protein kodlamayan bir gen olan

PCA3 iizerinde ¢ok daha biiyiik bir etkiye sahip oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4-2: DHT ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinde A) PCA3 ifade diizeyi
B) PSA ifade diizeyi

4.2. siRNA-aracili Oligoniikleotidlerle PCA3 Geninin Baskilanmasi

PCA3 geninin androjen tarafindan yiiksek oranda uyarildiginin gosterilmesinin
ardindan, bu genin baskilanmasinin etkilerinin arastirilmast amaglandi. PCA3
baskilanmasi1 siRNA-aracili oligoniikleotidlerle gergeklestirildi. Gere¢ ve yoOntem
boliimiinde detayli olarak anlatilan deney kosullarinda, LNCaP, LNCaP-AR" ve VCaP
hiicreleri  kontrol siRNA (siSCR) ve PCA3-siRNA ile transfekte edildiler.
Transfeksiyondan 36 saat sonra hiicreler hasat edildi; RNA izolasyonu ve cDNA
sentezini takiben, PCA3 ifade diizeyi GZ-PZR ile incelendi. Sekil 4-3’te goriildiigi
tizere, PCA3-siRNA ile transfekte edilen hiicrelerdeki PCA3 anlatim diizeyinin, kontrol
siRNA (siSCR) ile transfekte olan hiicrelerdeki PCA3 ifade diizeyine oranla azaldig1
goze carpmaktadir. Buna karsin, referans gen PCA3  susturulmasindan

etkilenmemektedir.
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Sekil 4-3: siRNA ile transfekte edilen LNCaP-AR" hiicrelerinde PCA3 ¢ogalma egrileri
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Sekil 4-4, LNCaP ile LNCaP-AR" hiicrelerinde PCA3 baskilanmas1 sonrasi
yapilan nicel PZR driinlerinin agaroz jel elektroforezinde ayristirilmasin
gostermektedir. Goriildiigii iizere, kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde PCA3
band1 yer alirken, PCA3-siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde gen baskilanmasinin

etkin sekilde gergeklestigi goriillmektedir.

E0nM  BONM EONnM B0 nM
siScr siPCA3 siSer siPCAS

300 bg
200 be

100 bg

LNCaP LMCaP- ART

Sekil 4-4: siRNA ile transfekte edilen LNCaP ve LNCaP-AR" hiicrelerinde PCA3
molekiiliine ait PZR iiriinlerinin jel goriintiisii
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Sekil 4-5’te PCA3 baskilanan LNCaP, LNCaP-AR" ve VCaP hiicrelerinde 3
farkl1 deneyin sonuglar1 gosterilmektedir. Analiz sonrasi, kontrol siRNA (siSCR) ile
transfekte edilen hiicrelerdeki PCA3 ifade diizeyi ‘1’ olarak kabul edildi ve PCA3-
siRNA ile transfekte edilen hiicrelerdeki ifade degisimleri hesaplandi. Sekilde
goriildiigl tizere, PCA3 gen ifadesinde en fazla azalma LNCaP hiicrelerinde (ortalama
%88) gortiliirken, LNCaP-AR" hiicrelerinde ortalama %77, VCaP hiicrelerinde ise %80
oraninda azalma saptanmistir. Bu bulgular, PCA3 geninin siRNA yaklasimi ile basari
bir sekilde baskilandigin1 gostermektedir. Her 3 hiicre soyunda elde edilen degerler

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05)

A B C
1,2 - LNCaP 1,2 1 LNCaP-AR* 1,2 - VCaP
© © ©
[} [} (]
8 0,6 1 8 0,6 1 80,6
5 5 3
g 0,3 A 8 0,3 20,3
e} :Q :Q
] ) G o
. N N\ ; DN
SiSCR SiPCA3 SISCR SiPCA3 SiSCR SiPCA3

Sekil 4-5: siRNA yaklasimi ile PCA3 baskilanan LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve
VCaP (C) hiicrelerinde PCA3 ifade diizeyi

4.3. Enzalutamid ile Androjen Reseptor Inhibisyonu Sonras1 PCA3 Gen ifade
Diizeyinin Incelenmesi

PCA3 geninin androjen tarafindan etkin bir sekilde uyarildigi yukarida
gosterildi. Bu nedenle, androjen yolaginin baskilanmasinin PCA3 {izerine etkisinin ne
olacagi merak konusu idi. Bu konuyu arastirmak amaciyla, LNCaP, LNCaP-AR" ve
VCaP hiicreleri 24 saat siire ile goreceli olarak diisiik bir enzalutamid dozu ile (500 nM)
muamele edildiler. Siire sonunda, PCA3 gen ekspresyonu nicel GZ-PZR ile incelendi.
Enzalutamid ile AR inhibisyonu, PCA3 geni ifadesinin LNCaP (%37) ve LNCaP-AR"
(%44) hiicrelerinde azalmasia yol acarken, VCaP hiicrelerinde herhangi bir etki
saptanmadi (Sekil 4-6). Bu bulgular, goreceli olarak diisiik bir enzalutamid dozunun
PCA3 geninde Onemli oranda ekspresyon azalisina yol agtigini gostermekte ve
PCA3’iin androjen yolaginin bir pargasi oldugunu teyit etmektedir. Kastrasyona direncli
Ozellikteki VCaP hiicrelerinde etki saptanmamasi bu hiicrelerde farkli bir diizenlenmeye

isaret etmektedir.
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Sekil 4-6: Enzalutamid ile muamele edilen LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP
C) hiicrelerinde PCA3 ifade diizeyi

4.4. PCA3 Baskilanmasi ile Androjen Reseptorii Inhibisyonunun Androjen iliskili
Genler Uzerindeki Etkisinin Incelenmesi

Bir sonraki agsamada, AR inhibisyonu ile birlikte PCA3 baskilanmasinin AR
iliskili genleri nasil etkiledigi arastirilmistir. Bu amacla, PSA genine ilaveten AR yolagi
ile iliskilendirilmis 2 kodlamayan RNA geni (PCGEM1 ve PRNCR1) secilmistir. PCA3
ile birlikte, secgilen genlerin LNCaP, LNCaP-AR" ve VCaP hiicrelerindeki bazal
ekspresyon diizeyleri (referans gen GAPDH’a kiyasla) Sekil 4-7, Sekil 4-8 ve Sekil 4-9
gosterilmektedir. Oranlar logaritmik olarak ifade edilmistir. Ifade profilleri her ii¢ hiicre
tipinde benzerlik gosterirken, PSA’nin bazal diizeyinin, beklendigi gibi, diger genlere
gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. LNCaP-AR" hiicrelerinde PCA3 geninin bazal
ifade diizeyi LNCaP hiicrelerine kiyasla bir miktar daha yiiksek iken (yaklasik 1.2 kat),
VCaP hiicrelerinde PCA3 ifadesinin ¢ok daha diisiik oldugu goze carpmaktadir.
PRNCR1 VCaP hiicrelerinde bazal olarak daha yiiksek diizeyde eksprese olmaktadir.
PCGEMI1 ifade diizeyinin ise LNCaP ve LNCaP-AR" hiicrelerinde VCaP hiicrelerine
kiyasla daha yiiksek oldugu saptandi.
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Sekil 4-7: LNCaP hiicrelerinde hedef genlerin goreceli bazal ifade diizeyleri
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Sekil 4-8: LNCaP-AR" hiicrelerinde hedef genlerin goreceli bazal ifade diizeyleri
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Sekil 4-9: VCaP hiicrelerinde hedef genlerin goreceli bazal ifade diizeyleri
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Enzalutamid ile AR blokajinin, hedef genler (PSA, PRNCR1, PCGEM1) {izerine
olan etkisini arastirmak i¢in hiicreler 24 saat boyunca bu ajan (500 nM) ile muamele
edildiler. Siire sonunda, hedef genlerin ifade diizeyi yukarida anlatildig1 gibi nicel GZ-
PZR ile incelendi. Sekil 4-10’da goriilecegi lizere, hiicrelerin enzalutamid ile muamelesi
her 3 hiicre soyunda da PSA geninin ifadesinin azalmasina yol agmaktadir. PSA ifadesi,
LNCaP-AR" hiicrelerinde ortalama %72 oraninda azalirken, LNCAP hiicrelerinde %47
ve VCaP hiicrelerinde ise ortalama %41 oraninda azalma saptanmistir. Bu bulgu,
enzalutamid ile AR blokajmin, AR ifadesinin yiiksek oldugu durumda, LNCaP-AR"

hiicrelerinde oldugu gibi, etkisinin daha belirgin oldugunu gostermektedir.

A B C
1,2 LNCaP 1,2 4 LNCaP-AR* 1,2 4 VCaP
s s s
§0,9— g 09 209
o (9} (9}
306 - 2 06 - 206 -
203 - 2 03 - 8 03
° 0 0 0
Enz (nM) 0 500 0 500 0 500

Sekil 4-10: Enzalutamid ile muamele edilen LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP
(O) hiicrelerinde PSA ifade diizeyi

Reseptor blokaji sonrast PRNCR1 ve PCGEM1 genlerinin ifade degisiklikleri
incelendiginde; PCGEMI1 ifadesinde her 3 hiicre soyunda azalma gozlenirken, PRNCR1
ifadesinde belirgin bir degisiklik saptanmadi. PCGEM1 ifadesindeki azalma LNCaP-
AR" ve VCaP hiicrelerinde benzer oranda gergeklesirken (yaklasik %50 azalma),
LNCaP hiicrelerinde yaklasik %40 azalma saptandi (Sekil 4-11). PCGEM1’in aksine
PRNCRI1 ekspresyon diizeyinde anlamli bir degisiklik goriilmedi (Sekil 4-12).

A B C
1,2 LNCaP 12 LNCaP-AR* 1,2 VCaP
— > —
g9 20,9 £09
S @ 3
206 206 306
20,3 g 03 20,3
j 5 j
8 0 © 0 S 0
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Sekil 4-11: Enzalutamid ile muamele edilen LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP
(O) hiicrelerinde PCGEM1 ifade diizeyi
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Sekil 4-12: Enzalutamid ile muamele edilen LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP
(O) hiicrelerinde PRNCR1 ifade diizeyi

PCA3 baskilanmasinin PSA, PCGEM1 ve PRNCRI1 genleri lizerindeki etkisini
incelemek amaciyla hiicreler kontrol siRNA ve PCA3-siRNA ile transfekte edildiler.
Transfeksiyondan 36 saat sonra hiicreler hasat edildi, RNA izolasyonu ve cDNA sentezi
sonras1 molekiillerin ifade diizeyleri nicel GZ-PZR ile incelendi. Sekil 4-13’de PCA3
baskilanmis hiicrelerde PSA ifade diizeyleri goriilmektedir. LNCaP-AR" hiicrelerinde
PCA3 baskilanmasi, kontrole kiyasla PSA ifadesinde ortalama yaklasik %40 azalmaya
yol agmistir. LNCaP ve VCaP hiicre soylarinda ise bu oran %30 olarak gerceklesti.

PCA3 baskilamasi her ii¢ hiicre soyunda da PRNCR1 ifadesinde 6nemli bir
degisiklige yol agmamustir (Sekil 4-14). Sadece LNCaP-AR" hiicrelerinde yaklasik
%20°lik bir diisiis gdze carpmaktadir. LNCaP-AR" ve VCaP hiicrelerinde PCGEM1 gen
ifadesinde %40 oraninda azalma goriilmektedir. LNCaP hiicrelerinde PCGEM1 anlatim
diizeyinde degisiklik gézlenmedi (Sekil 4-15).

=12 <12 < 1,2
g LNCaP g LNCaP-AR* g VCaP
50,9 50,9 : 50,9
S 3 S
£0,6 £0,6 £ 0,6
3 3 3
20,3 £0,3 20,3
(U] (U] (U]

0 0 S 0

SiSCR siPCA3 SiSCR siPCA3 SiSCR siPCA3

4-13: PCA3 baskilanan LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP (C)
hiicrelerinde PSA ifade diizeyi
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Sekil 4-14: PCA3 baskilanan LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP (C)
hiicrelerinde PRNCRI ifade diizeyi
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Sekil 4-15: PCA3 baskilanan LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP (C)
hiicrelerinde PCGEM1 ifade diizeyi

Yukarida goriildigii gibi, hem enzalutamid ile AR blokaji hem de PCA3
susturulmasi, PSA ve PCGEMI1 genlerinin anlatimlarini 6nemli Slgiide baskilarken,
PRNCRI1 geni iizerinde smirli bir etki saptanmistir. Bir sonraki asamada, AR
inhibisyonu ile PCA3 baskilanmasi kombine edilerek genler iizerindeki etkisi arastirildi.
Bu amagla, hiicreler yukarida oldugu gibi, kontrol siRNA ve PCA3-siRNA ile
transfekte edildiler. Transfeksiyondan 6 saat sonra besiyeri degistirilme asamasinda 500
nM enzalutamid eklendi ve hiicreler bu kosullarda 30 saat muamele edildiler. Siirenin
tamamlanmasiyla hasat edilen hiicrelerde RNA izolasyonu yapildi ve cDNA sentezi
sonras1 molekiillerin ifade diizeyleri nicel GZ-PZR ile incelendi.

Her 3 hiicre soyunda PCA3 baskilanmasinin AR blokajinin etkisini arttirdigi
gorilmektedir. Kontrol hiicreleri (kontrol siRNA + enzalutamid) ile karsilastirildiginda,
PCA3-siRNA + enzalutamid kombinasyonu uygulanan LNCaP hiicrelerinde PSA gen
ifadesinde ortalama %40 oraninda ilave bir azalma saptanmistir (Sekil 4-16). Diger
hiicrelerde etki biraz daha diisiik ger¢eklesti. PRNCR1 geninde AR blokaj1 ile PCA3
baskilanmasinin etkileri ayr1 ayr diisiik iken, bu ikisinin kombinasyonu PRNCR1 gen

ifadesini azaltmaktadir (%20-40) (Sekil 4-17). PCGEM1 ifadesine goz atildiginda ise,
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VCaP hiicrelerinde yaklasik %50 oraninda ilave bir etki goriilmektedir (Sekil 4-18).
LNCAP ve LNCaP-AR" hiicrelerinde azalma VCaP hiicrelerine kiyasla daha diisiiktiir.
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Sekil 4-16: PCA3 ve AR baskilanan LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP (C)
hiicrelerinde PSA ifadesi
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Sekil 4-17: PCA3 ve AR baskilanan LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP (C)
hiicrelerinde PRNCRI1 ifadesi
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Sekil 4-18: PCA3 ve AR baskilanan LNCaP (A), LNCaP-AR" (B) ve VCaP (C)
hiicrelerinde PCGEMI1 ifadesi
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4.5. PCA3 Baskilanmasi ile Androjen Reseptor inhibisyonunun Hiicre Sagkalimi
Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

Yukarida bulgular siralanan deneysel ¢alismalarda PCA3 baskilanmasinin, AR
inhibisyonuna benzer sekilde, androjen yolaginda yer alan genleri baskiladigi gosterildi.
Buradan yola ¢ikarak, PCA3 baskilanmasinin tek basina veya enzalutamid (500 nM ve
5000 nM) ile kombinasyon halinde, prostat kanser hiicrelerinin sagkalimini nasil
etkiledigi arastirildi. Hiicreler yukarida anlatildigi gibi tansfekte edildiler ve
transfeksiyon sonrasi enzalutamid eklendi. Hiicrelerin ¢ogalma 6zellikleri iCELLigence
gercek zamanli hiicre analiz sisteminde 72 saate kadar izlendi. Bunun sonucunda elde

edilen ve normalize edilmis hiicre indeksi egrileri Sekil 4-19° da gosterilmektedir.
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Sekil 4-19: Prostat kanseri hiicrelerinde gercek zamanh hiicre ¢cogalma egrileri
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Tablo 4-1°de, hiicresel analizde 36. ve 72. saatte elde edilen canlilik degerleri
Ozetlenmistir. Buna gore, iki farkli enzalutamid dozu ile muamele edilen hiicrelerde 36.
saatte gozlenen etkinin sinirli oldugu goriilmektedir. 72. saat sonunda ise, artan doza
paralel bir sekilde LNCaP ve LNCaP-AR" hiicrelerinde canlilik oranlarmnin %32 ve
%30 azaldig1 saptanmistir. VCaP hiicrelerinde canlilik daha az (%21) etkilenmistir.
PCA3 baskilanmasi ise, (kontrol siRNA’ya kiyasla) 72. saat sonunda LNCaP, LNCaP-
AR" ve VCaP hiicrelerinde canliligi sirastyla %11, %20 ve %6 diisiirmiistiir. PCA3
baskilanmasi ile enzalutamid edildiginde ise, etkinin diisik doz enzalutamid ile
kombinasyonda daha belirgin oldugu gdze carpmaktadir. LNCaP-AR" hiicrelerinde
canlilikta belirgin (%22 ilave diisiis) azalma saptanirken, LNCaP ve VCaP hiicrelerinde
etki daha smirhi olarak gerceklesti. Sonug olarak, PCA3 baskilanmasinin prostat kanser
hiicrelerinin sagkalimini azalttifi ve etkinin AR’yi asir1 eksprese eden hiicrelerde daha

yiiksek oldugu goriilmektedir.

Tablo 4-1: PCA3 baskilanmasi ve/veya enzalutamidin prostat kanseri hiicrelerinin

canhihg iizerindeki etkisi (% kontrol)

Enzalutamid | Enzalutamid siSCR siPCA3 siSCR+ siPCA3 + siPCA3 +

500 nM S5uM 500nM Enz | 500nM Enz 5 uM Enz

Hiicre Soyu 36s 72s 36s 72s 36s 72s 36s 72s 36s 72s 36s 72s 36s 72s

LNCaP 97 9% 87 68 91 84 87 175 89 79 85 73 84 68

LNCAP- 98 94 88 70 98 93 92 73 9 92 88 70 88 60
AR*

VCaP 93 92 88 79 96 95 92 89 95 91 92 82 87 78

Bir sonraki asamada, AR inhibisyonu ile birlikte PCA3 baskilanmasinin prostat
kanseri hiicreleri iizerindeki etkisini daha iyi degerlendirmek amaciyla klonojenik test
gergeklestirildi. Klonojenik test, sitotoksik bir ajanin (radyasyon, ilag vb.) etkisini
belirlemek agisindan yaygin olarak kullanilan bir uygulamadir. Bu testte PCA3
baskilanan ve/veya enzalutamid ile muamele edilen hiicrelerin hiicre kiiltiir kosullarinda

koloni olusturabilme kapasiteleri arastirildi. Bu amagla hiicreler deney kosullarinda 10

giin biiyiitiildiiler ve hiicrelerin olusturdugu koloniler boyanarak sayildi (Sekil 4-20).
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Sekil 4-20: Prostat kanseri hiicrelerinin olusturdugu koloni goriintiileri

Elde edilen bulgular Tablo 4-2’de Ozetlenmistir. Beklendigi gibi, PCA3
baskilanmasi ve/veya AR inhibisyonunun hiicreler {izerindeki etkisi, klonojenik testte,
iICELLigence cihazindaki 72 saatlik gercek zamanli hiicre analizine kiyasla, daha iyi
goriilmektedir.

Diisiik doz enzalutamid (500 nM) hiicrelerin koloni olusturma kapasitelerini
%7-16, 5uM enzalutamid ise %?22-38 oraninda azaltmistir. PCA3 baskilanmasi1 da
hiicrelerin canliligim1 azaltmaktadir. PCA3 baskilanmasi LNCaP ve LNCaP-AR"
hiicrelerinde yaklasik %35, VCaP hiicrelerinde ise %?21 diizeyinde koloni sayisin
azaltmistir. PCA3 baskilanmasi AR inhibisyonu ile kombine edildiginde ise etkinin ¢ok
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ornegin LNCaP-AR" hiicrelerinde, kombinasyon
uygulamasi ile hiicre canliliglr yaklagik %80 oraninda baskilanmistir. Bu bulgular,
gercek-zamanlt  hiicre canlilik analiz bulgular1 ile uyumlu sekilde, PCA3
baskilanmasinin ve bunun enzalutamid ile kombinasyonunun prostat kanser hiicrelerinin

canliligini azalttigini ortaya koymaktadir.
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Tablo 4-2: Prostat kanseri hiicre soylarinda klonojenik test ile belirlenen %

canhlik oranlan

Kontrol | Enz Enz |siSCR|siPCA3 | siSCR+ siPCA3+ | siSCR+ | siPCA3+
500 | (5uM) 500nM Enz |S00nM Enz |5 uM Enz | 5 uM Enz
Hiicre Soyu nM)
LNCaP 100 90 68 88 67 83 55 53 32
LNCaP- 100 84 62 93 65 88 60 52 21
AR*
VCaP 100 93 78 90 79 84 69 63 42

Sitotoksik ajanlarin hiicresel sagkalim {izerine etkisini degerlendirmek amaciyla
kullanilan diger bir yaklasim apoptotik hiicre Oliimiinin incelenmesidir. Tez
calismasinda, prostat kanser hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimii, ELIZA-bazli
yaklagimla DNA yikim iirlinleri olan niikleozomlarin 6l¢iilmesi yolu ile gergeklestirildi.
PCA3 baskilanan ve/veya enzalutamid ile muamele edilen hiicrelerde 36 saat sonra
Olciilen apoptotik hiicre 6liim diizeyleri Tablo 4-3’de 6zetlenmistir. Goriildiigii iizere
500 nM enzalutamid her 3 hiicre tipin de hiicre 6liim diizeylerini 6nemli Ol¢iide
arttirmaktadir. Kontrol hiicrelerine kiyasla, hiicre 6liim oranlarinin LNCaP ve LNCAP-
AR hiicrelerinde 2 kattan fazla, VCaP hiicrelerinde ise 1.6 kat arttig1 belirlenmistir.
PCA3 baskilanmasi, hiicre 6liim seviyelerini en fazla LNCaP-AR" hiicrelerinde

artirirken (2.4 kat), LNCAP (1.9 kat) ve VCaP (1.5 kat) hiicrelerinde etki daha az idi.
Her iki uygulama kombine edildiginde etkinin daha da arttig1 dikkat cekmektedir.

Tablo 4-3: Prostat kanseri hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liim oranlar

HiicreSoyu Kontrol Enzalutamid siPCA3 siSCR+Enz siPCA3+ Enz
(500 nM)

LNCaP 1 2.4 1.9 3.1 3.7

LNCAP- 1 2.7 2.4 2.6 3.8

AR*

VCaP 1 1.6 1.5 1.6 1.9
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5. TARTISMA

1940'1 yillardan bu yana ileri evre prostat kanseri tedavisinde, androjenler ve
AR sinyal yolagi inhibisyonuna odaklanilmistir. AR, sadece saglikli prostatin biiyiimesi
ve farklilagmasi icin degil, ayn1 zamanda prostat kanseri patogenezinde de dnemli rol
oynar [243]. Malign prostat hiicrelerinde AR sinyal yolagi hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz
arasindaki dengeyi bozarak kontrolsiiz biiylimeyi yonlendirir [102]. Hastaligin
biyolojisinin daha iyi anlasilmasi, prostat kanserinde tedavi seceneklerinin artmasina
yol agmistir. Bunlar arasinda yeni kemoterapi ajanlar1 (kabazitaksel), immiinolojik
yaklasimlar (sipuleucel-T) ile yeni nesil AR biyosentez inhibitdrleri ve antagonistleri
(abirateron asetat, enzalutamid) yer almaktadir [244, 245]. Enzalutamid, KDPK
tedavisinde kullanilan yeni nesil androjen reseptdr inhibitorlerinden biridir [9].
Preklinik g¢aligmalarda, bu molekiiliin reseptoriin ¢ekirdege ge¢mesini ve DNA’ya
baglanmasin1 bloke ettigi ve boylece hiicreleri apoptoza yodnlendirerek tiimor
bliylimesini engelledigi gosterilmistir [246]. Klinik calismalar, enzalutamidin, ADT'yi
takiben metastatik KDPK'li hastalarda genel sagkalimi arttirdigini ortaya koymustur
[124, 247].

Prostat kanseri tanisinda yaygin olarak kullanilan PSA, hastalifin erken
donemde saptanmasinda yararli olmasina karsin, prostat kanseri i¢in yeterli 6zgiilliige
sahip olmamas1 gereksiz biyopsi ve tedavilere yol agabilmektedir. Bu nedenle daha
spesifik tiimor belirteclerine ihtiya¢ duyulmaktadir. PCA3 olarak adlandirilan uzun
kodlamayan RNA, prostat kanserinde 6dnem kazanan molekiillerden biridir. PCA3,
normal prostat dokusunda diisiik oranda anlatima sahip iken, prostat kanseri hiicre
soylarinda ve primer prostat tiimor dokularinda asir1 ifade edilir [10]. PSA, hastanin
yas1, prostat hacmi ve dijital rektal muayene bulgular1 gibi diger klinik 6l¢iimlerle
birlikte PCA3 idrar diizeylerinin Ol¢iilmesi, prostat kanseri varliginin ongdriilmesine
katki saglamaktadir [204, 248]. Prostat kanserindeki Oneminden hareketle, PCA3
molekiiliiniin prostat kanserinin tedavi modalitelerinde hedef molekiillerden biri
olabilecegi diisiiniilmektedir. Tez ¢alismasinda, PCA3 geninin AR yolag: iliskisi ve
prostat kanseri hiicrelerinin sagkalimi {lizerindeki 6nemi arastirildi. Bu amagla farkl

hiicre modelleri kullanildi; LNCaP hiicreleri androjene duyarli prostat kanserini temsil
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ederken, LNCaP-AR hiicre soyu androjen reseptoriinii daha yiiksek oranda ifade eden
hiicrelerdir. VCaP hiicreleri ise kastrasyona direngli prostat kanserinin modeli olarak
secildi. Boylece, farkli klinik durumlar1 temsil eden hiicre soylarinda PCA3’{in androjen
yolagi ile iligkisi aragtirilmistir.

Androjenler, prostat kanseri hiicrelerinde birgok genin diizenlenmesinde ve AR
sinyal yolaginin ilerletilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle, tez ¢aligmasinda,
ilk olarak, androjene duyarli LNCaP hiicre soyunda, PCA3 molekiiliiniin androjenler
tarafindan ne oOl¢iide uyarildigi arastirildi. DHT nin farkli dozlar1 ile (0, 1, 10 ve 100
nM) muamele edilen hiicrelerde, PCA3’iin DHT tarafindan kuvvetli bir sekilde
(ortalama yaklagik 1000 kata kadar) uyarildig1 saptandi. Diger taraftan, DHT uyarimina
kars1 PCA3’iin verdigi cevabin PSA yanitina gore ¢ok daha etkin olmasi dikkat ¢ekici
idi. Bu bulgu, kodlamayan RNA geni olan PCA3 ve protein kodlayan gen olan PSA’nin
androjenler tarafindan farkli sekilde diizenleniyor olabileceklerini gostermektedir.
PCA3 gen promotoriinde androjen cevap elementi (ARE) bolgeleri bulunmamasina
ragmen [249] androjenler tarafindan uyarilmasi, AR ile diizenlenen baska gen veya
molekiillerin PCA3 ifadesi lizerinde etkisi oldugunu diisiindiirmektedir. PCA3’{in
prostata kanserine 6zgii olmasi [227] ve daha 6nceki ¢alismalarda DHT tedavisi iizerine
PCA3 uyarildiginin gosterilmesi [227, 250] elde edilen bulgularin dogrulugunu
desteklemektedir.

PCA3 geninin androjen tarafindan etkin bir sekilde uyarildiginin gdsterilmesinin
ardindan, PCA3 baskilanmasinin, AR iliskili genler (PSA, PCGEM1 ve PRNCR1)
tizerine etkisi arastirildi. Giiniimiize kadar yapilan caligmalarda genel olarak IncRNA
genlerinin anlatim diizeylerinin protein kodlayan genlerin ekspresyon seviyelerine
kiyasla daha diisiik oldugu bildirilmistir [223]. Calismamizda da benzer sekilde, her {i¢
hiicre tipinde PSA disindaki molekiillerin oldukga diisiik diizeylerde ifade edildigi
saptandi. PCA3 ifade diizeyinin, LNCaP ve LNCaP-AR" hiicrelerinde VCaP hiicrelerine
gore daha yliksek oldugu goze ¢arpmaktadir. Ferreira ve ark. farkli prostat kanseri hiicre
soylarinda yaptiklar1 caligmada da en yiiksek PCA3 ifade diizeyinin LNCaP
hiicrelerinde oldugunu bildirmislerdir [14]. Bu da LNCaP ve bundan koken alan
hiicrelerde daha yiiksek PCA3 gen anlatim1 oldugunu gostermektedir.

PCA3 geninin baskilanmasi her ii¢ hiicre tipinde de PSA gen ifadesinin
azalmasina yol acarken en fazla etki LNCaP-AR" (yaklasik %70 azalma) hiicrelerinde
saptandi. Bu hiicre tipinin AR’yi daha fazla ifade etmesi ve bu hiicrelerde PCA3
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ifadesinin daha yiliksek olmasi etkinin daha fazla goriilmesinin nedeni olarak
aciklanabilir. Bu bulgular PCA3 geninin AR yolaginda gorev aldigimin diger bir kaniti
olarak goriilebilir. Kodlamayan RNA genleri olan PCGEM1 ve PRNCRI1, AR yolagi ile
iliskilendirilmis ve KDPK’nin bir komponenti oldugu bildirilmistir [236]. PCA3
susturulmas1 sonrast bu molekiillerin prostat kanseri hiicrelerindeki diizeylerine
bakildiginda, PCGEM1 ifadesinin azaldigi, PRNCRI1 anlatiminda ise onemli bir
degisim olmadig1 goriildii. Bu bulgu ile uyumlu sekilde, literatiirde PRNCR1’in prostat
kanseri ve AR sinyal yolagindaki roliiniin tartismal1 oldugu goze ¢arpmaktadir. 2014
yilinda yapilan ve detayli bir RNA dizileme analizi igeren bir ¢alisma PCGEMI1’i
prostat kanseri ile iligkili bulurken, PRNCRI i¢in ayni sonuglara ulasamamistir [237].
Ancak bu caligma her iki molekiiliin de AR sinyal yolaginin bilesenleri olmadigini iddia
etmistir. Bunu takip eden ve fare ksenograft modelleriyle yapilan diger bir ¢alismada ise
kastrasyon sonrasi PCGEMI1 ifadesinin 500 kattan fazla diistiigii ve testosteron
uygulamasi sonucu ifadenin artti1 gosterilmistir [238]. Yine ayni ¢alismada prostat
kanseri hiicre soylarmin (LNCaP ve VCaP) DHT ile uyarimi sonrasi PCGEMI1
ifadesinin arttif1 belirtilmistir [238]. Bu sonuglar ¢alismamizdaki sonuglar1 destekler
nitelikte olup AR’nin PCGEMI ifadesinin diizenlenmesinde rol oynadigini gosterirken
ayni durum PRNCRI1 i¢in gecerli gdziikmemektedir.

Enzalutamid ile AR blokaj1 gerceklestirildiginde, PCA3 ve diger genlerin (PSA,
PCGEMI1, PRNCR1) verdigi yanitlarin birbirinden farkli oldugu ve hiicre tipine gore de
farklilk gosterdigi gdzlemlenmistir. AR inhibisyonu sonucu LNCaP ve LNCaP-AR"
hiicrelerinde PCA3 gen ifadesinin azaldig1 saptanirken, VCaP hiicrelerinde énemli bir
azalma saptanmadi. Bu durum, bu hiicrelerin kastrasyona direngli olmalar1 ile ve/veya
bu hiicrelerde farkli bir diizenlenme bulunmasi ile agiklanabilir. Nitekim, asagida
tartisildigr gibi, VCaP hiicrelerinde AR blokaji veya PCA3 baskilanmasi sonucu
sitotoksisitenin diger hiicrelere gore daha diisiik olmas1 da bununla iligkili olabilir.

Yapilan klinik c¢alismalarda, enzalutamid kullaniminin hastalarda PSA
azalmasina yol acarak genel sagkalimi arttirdig1 gosterilmistir [251, 252]. Tzu-Hua Lin
ve ark. prostat kanseri hiicre soylarinda yaptifi calismada S5uM enzalutamid
kullaniminin AR’nin hedef geni olan PSA ifadesinin diismesine yol ag¢tig1 belirtilmistir
[253]. Calismamizda da bu sonugla uyumlu sekilde, her {i¢ hiicre soyunda da
enzalutamid ile AR blokaji sonucu PSA ifadesinin azaldigi saptandi. Ancak VCaP

hiicrelerindeki azalis diger hiicrelere gore daha az goézlendi. Bunun, VCaP hiicre
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soyunun normal kosullarda AR’nin ek varyant proteinini ifade etmesi ile iligkili
olabilecegini diisiiniilmektedir [125, 159]. AR’nin kirpilmasi ve yeniden diizenlenmesi
yoluyla olusan AR ek varyantlari, yapisal olarak siirekli aktif olup KDPK'da AR
etkinlestirilmesinin mekanizmalarindan birisini olusturmaktadir. En sik goriilen varyant
olan AR-V7 yapisal olarak stirekli aktif olup kastrasyona direngli biiyiimeden sorumlu
olup, mKDPK’li hastalarda abirateron asetat ve enzalutamid ile tedaviye direng
acisindan oldukca prediktif degere sahiptir [162, 163]. Ayrica Kregel ve ark. yaptigi
calismada LNCaP hiicrelerinde enzalutamidin PSA ve TMPRSS2 ifadesini anlamli
derecede azalttigi, VCaP hiicrelerinde ise PSA ifadesindeki azalisin anlamli olmadigi
belirtilmistir [254]. Literatiirdeki bu veriler ¢alismamizin bulgularini desteklemektedir.

Enzalutamid-aracili AR blokaji ile PCA3 susturulmasi birlikte uygulandiginda,
beklendigi tizere, AR iliskili genler lizerinde saptanan etki daha yiliksek oranda
gerceklesti. Her 3 hiicre soyunda da PCA3 baskilanmasinin AR blokajimin etkisini
arttirdigi belirlendi. Hiicre tipine gore; PSA ifadesinde %40’a kadar, PCGEMI
ifadesinde ise %50’ye yakin ilave bir azalma gozlendi. ilging bir sekilde, PCA3
baskilamasinin veya androjen blokajinin tek baslarina PRNCR1 geni {izerindeki etkileri
cok diisiik diizeyde iken, birlikte uygulandiklarinda gen ifadesinde hiicre tipine bagl
olarak %40’a kadar azalma saptandi. Bu bulgu, PCA3 baskilanmasi ve AR blokajinin
birlikte sinerjik etki gostererek daha etkili oldugunu ortaya koymaktadir.

Gen ekspresyon calismalari ile, PCA3 geninin baskilanmasinin, AR blokajina
benzer sekilde AR androjen yolaginda yer alan genleri baskiladigi gdsterildi. Bir
sonraki asamada, PCA3 susturulmasinin prostat kanser hiicrelerinin sagkalimini nasil
etkiledigi incelendi. iCELLigence Ger¢ek Zamanli Hiicre Analizi ile elde edilen hiicre
indeksi verileri degerlendirildiginde; 3 hiicre soyunda da hem PCA3 baskilanmasi hem
de enzalutamid ile AR inhibisyonu tek baslarma hiicreler iizerinde sitotoksik etki
gosterdiler (Tablo 4.1). Birlikte uygulandiklarinda, tek tek olusan etkiden daha fazla
etki ortaya cikti. Bu bulgular, PCA3’iin AR yolagmin bir modiilatorii olarak gorev
yaptigin1 ve hiicre c¢ogalmasini uyardigr goriilmektedir. Sitotoksik etkinin VCaP
hiicrelerinde digerlerine kiyasla daha az goriildiigii saptandi. Yukarida bahsedildigi gibi,
AR blokajindan PCA3’tin sinirhi etkilenmesi ve VCaP hiicrelerinin AR-V7 proteini
ifade etmesi enzalutamidin sinirh etkisini agiklayabilir. Ayrica VCaP hiicrelerinin

¢ogalma hizinin yavas olmasi [255] diger sinirlayici bir faktor olarak diisiiniilebilir.
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Enzlatuamidin prostat kanseri hiicreleri tizerinde gosterdigi sitotoksik etki, ilacin
doz ve uygulama siiresine gore degisiklik gdsterdi ve artan doz ve siire ile daha yiiksek
anti-proliferatif etki elde edildi. Tez calismasinda da kullanilan 5 uM'lik enzalutamid
konsantrasyonunun, LNCaP-neo hiicrelerinin biiylimesini %30'dan daha fazla azaltti1
gosterilmistir [256]. Heimo Syvala ve arkadaslari tarafindan yapilan in vitro ¢alismada
enzalutamid (1 puM) ile LNCaP hiicrelerinin (%59) ve VCaP hiicrelerinin (%31)
bliylimesinde dislis gozlemlenmistir [257]. Literailir bilgileri, tez c¢alismasinin
bulgularini genel olarak desteklerken, ¢alismalar arasinda goriilen farklar, hiicre tipine,
hiicrelerin pasaj sayisina veya kullanilan sitotoksisite 6l¢iim yontemlerine gore farklilik
gosterebilmektedir.

Klonojenik test ile yapilan hiicre sagkalimi deneyleri ile de, PCA3 baskilanmasi
ve AR blokajinin prostat kanseri hiicrelerinin canlihigimi azalttigi teyit edildi. PCA3
baskilanmast ve AR inhibisyonu birlikte uygulandiklarinda etkinin ¢ok daha yiiksek
oldugu gbriildii (Tablo 4.2). Ornegin LNCaP ve LNCaP-AR" hiicrelerinde,
kombinasyon uygulamasi1 ile hiicre canliligmmi yaklagsik %70-%80 oraninda
azalmaktadir. ~ Benzer etkiler, apoptotik hiicre o6liim oranlarinda da gozlendi.
Enzalutamid ve PCA3 baskilanmasi tek baslarina hiicrelerde 6liim oranlarini arttirirken,
kombine edildiklerinde etkinin daha da arttig1 dikkat cekmektedir (Tablo 4.3).

PCA3’in, bir tiimdr baskilayici olan, PRUNE2 geninin ekspresyonunu modiile
ettigi gosterilmistir [229]. Saglikli prostat dokusunda, PRUNE2 ifadesinin yiiksek
PCA3 anlatiminin diisiik oldugu saptandi. Yiiksek PRUNE2 seviyeleri prostat kanseri
hiicrelerinin ¢ogalmasin1 azaltirken, bu genin susturulmast hiicre c¢ogalmasi ve
transformasyonunu uyarmaktadir [229]. Bu durum, prostat kanseri orneklerinde tam
tersidir. Tez ¢alismasinda, her ne kadar PRUNE2 geninin ifadesi incelenmemis olsa da,
PCA3 geninin baskilandig1 hiicrelerde hiicre 6liim oraniin artmasi, PRUNE2 geninin
ifadesinin artmasit ve bunun sonucu olarak hiicreleri apoptoza yonlendirilmesi ile
agiklanabilir.

Sonug olarak, PCA3 geninin androjen tarafindan etkin bir sekilde uyarilmasi, bu
uyarimin PSA’ya gore daha kuvvetli olmasi; PCA3 geni susturuldugunda, AR iliskili
genler olan PSA ve PCGEMI ifadesinin azalmast PCA3 geninin AR yolagimin bir
bileseni oldugunu gostermektedir. Tez calismasinda elde edilen bulgular literatiir
bilgileri ile uyumludur. Calismada, ayrica, literatiirde tartismal1 bir konu olan PRNCR1
ve PCGEMI1 genlerinin AR sinyal yolag: ile iliskisi konusuna agiklayici yonde katki
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saglamaktadir. Giincel bir ¢aligmada, PCA3’iin anjiyogenez, hiicre adezyonu, sinyal
iletimi ve apoptoz ile ilgili 6nemli kanser genlerinin ekspresyonunu diizenledigi
bildirilmektedir [258]. Yine bu ¢alisma ile uyumlu bir sekilde, ¢alismamizda PCA3
geninin susturulmasi, prostat kanseri hiicrelerinin sagkalimini azaltirken, AR antagonisti
olan enzalutamidin neden oldugu sitotoksisiteyi arttirmistir. Elde edilen bu bulgular,
PCA3’iin tanisal bir belirte¢ olarak uygulanmasinin yani sira, prostat kanserinde
terapotik bir hedef olarak da hizmet edebilecegini gostermektedir. Buna ilaveten, PCA3
geninin susturulmasimin farkli klinik antitilerde (androjene duyarli ya da kastrasyona
direngli gibi) yararli olabilecegi gosterilmistir. Yapilacak in vivo ve klinik ¢aligmalarda,

PCA3 geninin hedeflenmesinin klinik yararliliginin arastirilmasi gerekmektedir.
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