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OZET

Tiryakioglu ZD. Prostat Kanseri Hiicrelerinden mikroRNA Salmimmin in vitro
Karakterizasyonu. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel Onkoloji
ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2015.

Gelisimi ve ilerleyebilmesi i¢in androjenlere bagimli bir malignite olan prostat
kanserinde (PKa), hastalarin tan1 ve takibinde kullanilan belirte¢lerin smirh 6zgiilliikk ve
duyarlilifa sahip olmas1 yeni biyobelirteglerin gereksinimini dogurmustur. Ozgiilliikleri
ve kandaki kararlhiliklar1 nedeniyle biyobelirteg adayr olarak oOne ¢ikan
mikroRNA’lardan (miRNA’lar) miR-141 ve miR-375’in artmis plazma diizeylerinin
ileri evre/metastatik PKa ile iliskisi olabilecegi giincel ¢calismalarda bildirilmektedir. Bu
noktadan hareketle tez c¢alismasinda, miR-141 ve miR-375 ifadelerinin
diizenlenmesinde ve hiicre digina salinimlarinda androjenin etkisi incelenmistir. Bu iki
molekiile ilaveten, androjenler tarafindan diizenlendigi bilinen molekiiller olan “prostat
spesifik antijen” (PSA) mRNA ve “prostat kanseri antijen 3” (PCA3) karsilastirma
molekiilleri olarak incelendi. Bu amagla, metastatik PKa soyu olan LNCaP hiicreleri,
androjenlerden arindirilmis besiyerinde ¢ogaltilmalarini takiben 24 saat siiresince 0, 1,
10, 100 nM 5a-dihidrotestosteron (DHT) ile muamele edildiler. Hiicrelerden ve kiiltiir
besiyerinden tiim RNA izole edilip cDNA’ya cevrilerek gercek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonunda, miR-141 ve miR-375 molekiillerinin miktar tayini yapildi. Tez
bulgulari, DHT etkisinin molekiiller arasinda farklilik gosterdigini ortaya koymaktadir.
LNCaP hiicrelerinin androjenle muamelesi, miR-141 ve miR-375 ifadesini kontrol
hiicrelerine gore ortalama 1,5 kat (p=0,07) arttirirken, PSA ve PCA3 {izerindeki etki ¢cok
daha belirgindi. Doza bagli olarak PSA mRNA diizeylerinde 14-30 kat, PCA3
diizeylerinde ise 200 kata kadar artis saptandi (p<0,001). Molekiillerin hiicre disina
salmimlari, PCA3 disinda, hiicresel androjen uyarimlarmma benzer bulundu. DHT
muamelesi, hiicrelerden besiyerine yiiksek diizeyde (9-12 kat) PSA mRNA salinimini
saglarken, miR-141 salinimi 1,7 ve miR-375 salinimi 1,4 kat artmustir. Besiyerinde
PCA3 6lciilebilir diizeyde saptanamamistir. Calismanin deneysel sonuglari, miR-141 ve
miR-375’in androjen tarafindan diizenlenmesinin, PSA ve PCA3’e gore farklilik
gosterebilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, mikroRNA, androjen, hiicre kiiltiirii, biyobelirte¢

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 28508
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ABSTRACT

Tiryakioglu ZD. In vitro Characterization of microRNA Release from Prostate Cancer
Cells. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Basic Oncology.
MSc Thesis. Istanbul. 2015.

The limited specificity and sensitivity of biomarkers used in prostate cancer (PCa)
necessitates the need for novel biomarkers. MicroRNAs (miRNAs) are promising
cancer biomarkers due to their specificity and stability in blood circulation. Recent data
reveals an association of increased plasma levels of miR-141 and miR-375 with
advanced/metastatic PCa. Based on these findings, in this thesis the effect of androgens
on the expression and release of miR-141 and miR-375 was investigated. Additionally,
two androgen-regulated molecules, prostate specific antigen (PSA) mRNA and prostate
cancer antigen 3 (PCA3) were also investigated. LNCaP cells were proliferated in
androgen-depleted medium and treated with 0, 1, 10 and 100 nM of Sa-
dihydrotestosterone (DHT) for 24 hours. Following the whole RNA extraction and
cDNA synthesis, all molecules were quantified by real time polymerase chain reaction.
The findings indicate a variable effect of DHT on the individual molecules. Compared
to untreated cells, androgen treatment of cells increased the expression of miR-141 and
miR-375 by 1.5 fold (p=0.07), while the effect was more pronounced for PSA and
PCA3. In a dose-dependent manner, PSA levels increased 14-30 fold and PCA3 up to
approximately 200 fold (p<0.001). The release of molecules from cells was similar to
their cellular DHT induction except for PCA3. DHT treatment resulted in high PSA-
mRNA release (9-12 fold), while miR-141 and miR-375 release was increased 1.7 and
1.4 fold respectively. PCA3 was not at detectable levels in medium. The results suggest
a differential androgen regulation of miR-141 and miR-375 than PSA and PCA3.

Key Words: Prostate cancer, microRNA, androgen, cell culture, biomarker

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 28508



1. GIRIS VE AMAC

Prostat kanseri erkeklerde akciger kanserinden sonra en sik goriilen kanser tipi
olup, kansere bagli Oliimlerde altinc1 swrada yer almaktadir (1). Lokalize prostat
kanserinde cerrahi girisim veya radyasyon terapisi ile yiiksek sagkalim elde edilirken,
orta ve yiksek riskli hastalar ile metastatik hastalikta temel tedavi androjen
ablasyonudur. Androjen ablasyonu hastalikta gerileme saglayabilse de genellikle 18-24
ay sonra artmis tiimor hacmi ve yeni metastatik yayilimlarla karakterize olan ve
oliimciil fenotipi olusturan androjen-bagimsiz prostat kanseri gelisebilmektedir (2). Bu

nedenle prostat kanserinin erken evrede teshis edilmesi gerekmektedir.

Prostat kanseri androjen bagimli bir kanser tipi olup, gelisimi ve ilerleyebilmesi
icin androjenlere ihtiyag duyar. Androjenler, androjen reseptorlerine (AR)
baglandiginda, reseptorler dimerize olup aktifleserek prostat ve prostat kanseriyle
iliskili oldugu belirlenmis pek ¢ok genin ifadesini diizenlerler (3, 4). Ifadesinin
AR’lerce diizenlendigi bilinen molekiillerden biri olan PSA’nin prostat kanseri
varliginda kandaki seviyesi ylikselmektedir. Giiniimiizde PSA, prostat kanseri tan1 ve
takibinde bir biyobelirte¢ olarak rektal muayene ile birlikte kullanilmaktadir. PSA
molekiilii, prostat dokusuna 6zgli oldugu halde prostat kanserine 6zgii degildir ve iy1
huylu prostat hiperplazisi (BPH), enfeksiyon hastaliklar1 gibi nedenlerle de dolasimdaki
seviyesi yiikselebilmektedir (5, 6). Bu nedenle prostat kanserinde yeni biyobelirteg

arayislarma girilmistir.

miRNA’lar, yaklasik 22 niikleotit uzunlugunda, proteine ¢evrilmeyen kisa RNA
molekiilleridir (7). Bircok ¢alismada miRNA’larin kanser ile iliskisi gosterilmistir.
Doku ozgiilliikkleri, kanser varliginda ifade seviyelerinin degismesi, stabil yapilar1 ve
viicut stvilarindan yeterli miktarda elde edilebilmeleri sebebiyle miRNA’lar biyobelirteg

adaylar1 olarak arastirilmaktadir.

Gilincel c¢alismalar miR-141 ve miR-375 molekiillerinin artmis plazma
diizeylerinin ileri evre/metastatik prostat kanseri ile iliskili oldugunu ortaya
koymaktadir (8-12). Tez calismasi in vitro kosullarda gergeklestirilerek, miR-141 ve
miR-375 ifadelerinin diizenlenmesinde ve hiicre disma salinimlarinda androjenin
etkisini arastirmay1 amaclamistir. Bu iki molekiile ek olarak, androjenler tarafindan

diizenlendigi bilinen molekiiller olan PSA (mRNA diizeyinde) ve bir uzun kodlama



yapmayan RNA (IncRNA) olan PCA3’lin de ifade ve hiicre disma salinim seviyeleri
incelenecektir. Model hiicre sistemi olarak AR anlatimi yapan LNCaP hiicreleri

kullanilacaktir.

Calisma sonucunda elde edilen bulgularin, miR-141 ve miR-375’in prostat
kanserindeki 6nemi konusunda yararli veriler olusturulabilecegi ve molekiillerin klinik
yararlilig1 teyit edildiginde, hastaligin belirlenmesi ve tedavi takibinde PSA’nin

ozgiilliigiine katkida bulunabilecekleri diisiiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Prostat Bezi

Prostat, erkek viicudunda mesanenin hemen altinda yerlesmis, semen iiretimiyle
gorevli fibroglandiiler bir organdir. Yapisal olarak 6n kisimda dar, arka kisimda genistir
ve i¢inden prostatik idrar yolu ile spermi idrar yoluna ileten kanallar gegmektedir (13).
Biiyiime ve gelismesi i¢in androjen varligma ihtiya¢ duyan prostat, ergenlik donemiyle
birlikte islevsellik kazanir ve 25-30 yaslarindaki yetiskin erkeklerde yaklasik 20 gram
agirhiga ulasir (14).

Daha eski calismalarda, deney hayvanlariyla yapilan analojilerle birgok
arastirmaci tarafindan prostatin farkl anatomik loblardan olustugu diisiiniiliirken, bezin
islevsel ve histolojik o6zelliklerine gore islevsel prostat bolgeleri kavrammin 6ne
stiriilmesiyle anatomik bdlge yapilar1 diisiincesi 6nemini kaybederek, yerini daha giincel
ve daha kabul gormekte olan islevsel bolgeler kavramina birakmistir (14). Bu kavrama
gore idrar yolu temel anatomik referans noktasi olarak alindiginda, prostatta histolojik
ve biyolojik olarak farkli {ic temel bdlge bulunmaktadir: Yan ve arkada periferal bolge,
tabanda merkezi bolge ve idrar yolu boyunca bulunan gecis bolgesi (15, 16). Prostatin
glandiiler olmayan bdlgeleri cogunlukla orta kisimda yogunlasmistir (15). Preprostatik
sfinkter ve On fibromuskiiler bolgeler salgi dokusu icermezken prostat hacminin
yaklasik %28’ini olusturan merkez bolge, yogun miktarda salgi kesecigi icermektedir ve
goreceli olarak kanser ile diger hastaliklara karsi direnclidir (15, 17). Gegis bolgesi,
sagliklt prostatta cok kiigiik olup gen¢ erkeklerde glandiiler dokunun sadece %5
kadarini igerir. Yasa bagl olarak gelisen BPH, gecis bolgesi kaynaklidir ve nadiren
adenokarsinom olusturur (14, 15, 17). Periferal bolge cok sayida salgi kesecigi
bulundururken, prostatin tepe kismi ve kapsiil yakinindaki arka kisminda bulunan
glandiiler dokunun tamamini icerir. Bu bdlgede diger bolgelere nazaran kronik
prostatitis ve postenflamatuar atrofi daha sik goriiliirken prostat kanserinin de gelisme

thtimalinin en fazla oldugu bolgedir (14, 17).

Prostat daha kiiciik dlgekte, bolgeye gore degisen miktarlarda kanallar, salgi
bezleri ve diiz kas hiicreleri igeren bag dokudan olugsmaktadir. Hem kanallar hem de
salg1 kesecikleri, iistte liimenal sekretuar kolumnar hiicre tabakasi ve altta bazal hiicre

tabakas1 olmak iizere iki katli hiicre tabakasiyla gevrilidir. Iyi farkhilasmis (Gleason



skoru 1-2) olan prostat kanseri hiicrelerinde bazal hiicre tabakas1 yok olmakta ve sadece
liimenal hiicrelerce cevrelenmis yapilar olusmaktadir (14, 15). Ote yandan normal
histolojiden sik goriilen sapmalar arasinda olan postenflamatuar atrofi, bazal hiicre
hiperplazisi, iyi huylu nodiiler hiperplazi, atipik adenomatdz hiperplazi benzeri

durumlar biyopsi materyalinde karsinom ile karistirilabilmektedir (15).

2.2. Prostat Kanseri

Prostat kanseri erkeklerde diinya genelinde akciger kanserinden sonra ikinci en
sik goriilen kanser tipi olup, kansere bagl Oliimlerde altinci sirada yer almaktadir.
Goriilme siklig1 ve 6liim oraninda diinya genelinde ¢ok biiyiik degiskenlik gostermesine
karsin prostat kanseri vakalarinin ve prostat kanserine bagli dliimlerin yaridan fazlasi
gelismis lilkelerde goriilmektedir. Buna karsin prostat kanseri etyolojisinde yegane
belirlenebilmis risk faktorleri ileri yas, siyahi etnik koken ve hastaligin ailedeki

hikayesidir (1, 18, 19).

Cogunlukla birden fazla odak halinde goriilen bir adenokarsinom olan prostat
kanseri, agirlikli olarak periferik bolge (%70), daha nadir olarak da merkezi bdlge
(%15-20) ve gecis bolgesi (%10-15) kaynakhidir (20). Prostat kanseri yayiliminda
bolgesel lenf bezlerine lenfatik yolla metastaz, hematojen yayilimdan 6nce olmaktadir
ve siklikla obturator lenf bezleri tutulmaktadir. En sik goriilen hematojen yayilim ise
kemik metastazlar1 seklindedir ve cogunlukla pelvis, kaburgalar ve omurgaya metastaz
gerceklesmektedir. Kemik metastazlar1 siklikla osteoblastik (kemik olusturucu) olmakla

birlikte, daha nadir olarak osteoklastik (kemik yikic1) sekilde de olabilmektedir (21).

Prostat kanseri hiicreleri yavas boliinen hiicrelerdir. Bu nedenle hastalik uzun
siire herhangi bir semptom vermeden gelisebilmekte ve bu siire zarfinda metastatik hale
gecebilmektedir. Olusan semptomlarin biiyiik kismi metastaz kaynakli oldugundan,
teshis koyuldugunda hastalarin cogunda ileri evre metastatik prostat kanseri gelismis

olmaktadir (21).

Gilinitimiizde prostat kanserinin belirlenmesinde rektal muayene ve dokuya 6zgii
bir biyokimyasal belirte¢ olan PSA’nin serumda miktarmin tayini yontemlerinden
yararlanilmaktadir. Prostat tiimorleri siklikla prostatin  periferal bdlgesinden
kaynaklanmaktadir ve rektal muayene ile normal prostat dokusu disindaki olusumlarin
belirlenebilmesi miimkiindiir. Ancak tek basma rektal muayene sonucu tiimér varligini

kesin olarak ortaya koyamayacagi gibi, herhangi bir olusumun belirlenememesi de



kanser gelismedigi anlamma gelmemektedir. Ote yandan semenin sivilagsmasini
saglamakla gorevli bir proteaz olan PSA, prostata 6zgii bir molekiil oldugu halde prostat
kanserine 0zgii degildir. Timor varliginda artmis miktarda kana salinan PSA;
cogunlukla prostat hiicrelerinin sayica anormal artis1 (hiperplazi) olarak kendini
gosteren BPH, prostat biyopsisi ve uzun siire yatalak kalma gibi durumlarda da yine
artmis miktarda kana salinabilmektedir. Buna karsin prostat kanserli hastalarm %30-
40’1nda normal seviyelerde de bulunabilmektedir. Degerlendirme agisindan 6nemli olan
bu yontemler hastaligin tanisinda yetersiz kaldigindan prostat kanserinde kesin tani,
girisimsel bir yontem olan transrektal ultrason esliginde alinan igne biyopsisi ile
konmaktadir. Prostat kanseri i¢in biyopsi yapmadan kesin tani koyabilecek yeterli bir

radyolojik yontem bulunmamaktadir (20, 22).

Timorin davranisimi belirlemede en Onemli kriterler tiimor biylkligi ve
hiicrelerin farklilagma dereceleridir (20). Histolojik olarak prostat kanseri hiicrelerinin
farklilagsma derecelerinin siniflandirilmasinda Gleason Sistemi kullanilmaktadir. Bu
sistemde, tiimdr dokusunu olusturan heterojen yapidaki hiicreleri tanimlamak i¢in
karsinoma iki rakamsal deger atanir. Birinci rakam farklilasmis hiicrelerdeki baskin
hiicre tipini tanimlarken, ikinci rakam ikincil baskin hiicre tipini tanimlamaktadir ve bu
iki rakamm toplami Gleason Skoru olarak adlandirilmaktadir. Gleason skorunu
olusturan rakamsal degerlerin ayr1 ayri1 verilmesi hastaligin seyrinin takibi agisindan
onemlidir ¢iinkii, toplamlar1 ayn1 Gleason Skoru’nu veren ancak baskin hiicre tipine ait
sayisal degerleri farkl olan tiimorlerde, baskin hiicre tipi i¢in atanan sayisal degeri daha

biiyiik olan tiimorlerin prognozlari da daha kotii olmaktadir (20-22).

Prostat kanserinin evrelemesi; Gleason skoru, rektal muayene sonucu ve
PSA’nin serumdaki konsantrasyonu g6z oniinde bulundurulup, siklikla TNM siniflama
sistemi kullanilarak yapilmaktadir (22). Bu sistemde primer tiimoriin durumu (T), lenf
nodlarmma yayilim olup olmadig1 (N) ve metastaz durumu (M) kriterleri esas almarak

smiflama yapilmaktadir.

2.3. Prostat Kanserinde Molekiiler Mekanizmalar

AR’nin prostat kanserindeki 6neminin anlasilmasiyla hastalikla ilgili molekiiler
mekanizmalar arastirilmaya baslanmis fakat tiimor olusumlarinin klonal 6zellik
gostermemesi ve prostat kanserinin ¢ok odakli dogas1 sebebiyle baslangic, ilerleme ve

yayilimla ilgili molekiiler isleyis tam anlamiyla aydinlatilamamistir (23).



Yaslanmayla kuvvetli bir sekilde iliskili olan ve nadiren 40 yastan dnce goriilen
prostat kanserlerinin yaklasik %85°1 sporadik tipte iken yaklasik %15°lik kismi
herediter tiptedir ve genellikle erken yasta ortaya ¢ikan hastalikla iliskilidir (23-25).
Aralarmda HPC1/RNASEL, HPC2/ELAC2, MSR1 ve HPCX genlerinin de bulundugu
pek cok gen ailesel yatkinlikla iligkilendirilmis fakat sonraki ¢aligsmalarla bu iliskilerin
cogu desteklenemediginden etkili olabilecek aday genler net olarak belirlenememistir
(23, 25-27). 1q24-25 kromozom bolgesi yerlesimli herediter prostat kanseri (HPC1) gen
bolgesi, prostat kanserine ailesel yatkinlikla iliskilendirilmis ilk gen bdlgesi olup (24),
sonraki calismalarda anti-viral ve pro-apoptotik bir enzim olan riboniikleaz L’nin
(RNase-L) HPC1 gen bolgesini kapsadigi belirlenmistir (28-30). Riboniikleaz L geni
(RNASEL) viral enfeksiyona karsi interferon tarafindan uyarilan, viral ve hiicresel

kokenli tek zincirli RNA’nin yikimindan sorumlu bir endoriboniikleaz kodlamaktadir
3.

Ote yandan yetiskinlerde goriilen kanser tiplerinin yaklasik %20’sinin kronik
enflamasyon bdlgelerinde meydana geliyor olmasi, prostat kanserinin de enflamasyonla
iliskili olabilecegi diisiincesini dogurmustur (24, 26). Immiin cevap dahilinde prostat
epitelinde enflamatuar hiicre kaynakl tekrar eden oksidatif veya nitrozatif hasarlar ile
epitel hiicrelerin ¢ogalmalar1 sonucu meydana gelen “proliferatif enflamatuar atrofi”
(PIA) olarak adlandirilan morfolojik deg§isimlere sahip bdlgeler ile prostatik
intraepitelyal neoplazi (PIN) bolgeleri arasinda bir gecis olabilecegi ve PIA ile prostat
kanserinin bazi ortak molekiiler yolaklara sahip olduklar1 gosterilmistir (24). Prostat
kanserinde enflamasyonla iligkili olarak en dikkat ¢eken molekiillerden biri olan ve
sitokinler, biiylime faktorleri, mitojenler ve tiimor promotorlar1 tarafindan uyarilan
proenflamatuar bir enzim olan siklooksijenaz-2’nin prostat kanserinde yliksek miktarda

ifade edildigi belirlenmistir (24).

Yine hiicre dis1 etkenlere bagl olarak gelisen oksidatif stres ile ilgili yapilan
calismalarda da baslica antioksidan enzimlerin prostat kanseri ve PIN’de azaldigi
gosterilmistir (26). En cok iizerinde durulan genlerden, karsinojen detoksifiye edici
olarak rol alan bir enzimi kodlayan ‘“glutatyon S-transferaz pi 17 geninin CpG
adaciklarindaki hipermetilasyon ile ifadesinin engellendigi bazi prostat kanserlerinde

gosterilmistir (24).



Sa-rediiktaz enziminin farkli dokularda diisiik seviyelerde bulunan So-rediiktaz-
1 ile deri ve prostatin androjene duyarli hiicrelerinde bulunan 5Sa-rediiktaz-2 olmak
iizere iki izoenzimi bilinmektedir. Sa-rediiktaz-2 enzimi SRD5SA2 geni tarafindan
kodlanmakta ve testosteronu daha aktif formu olan DHT ye doniistiirmektedir. SRD5A2
geninde goriilen A49T (49. kodonda alaninin terionine doniisiimii) polimorfizmi, enzim
miktari 5 kat arttirmaktadir. Bunun sonucu olarak yiiksek serum testosteron seviyesine
sahip topluluklarda prostat kanseri riskini arttirmanin yani sira kotii prognozla da iliskili
bulunmustur (24). Ote yandan Sa-rediiktaz yoksunlugu olan erkekler prostat kanseri
gelistirmezler ve ergenlikte veya erken yetiskinlikten Once kastre olmus erkeklerde

prostat kanseri nadirdir (24).

Prostat kanserinde 8p, 10q, 13q ve 17p kromozomlarinda heterozigozluk kaybi1
stk goriiliir. Ayrica kromozom kazanimlari, kromozom kayiplarindan daha az
goriilmektedir (23). Prostat karsinogenezinde allelik kaybin 6nemine karsm, kanser
ilerleyisinde belirli bir aday tiimor baskilayic1 gen nihai olarak belirlenememistir (23).
Prostat karsinogenezinin erken doneminde en sik rastlanan olaylardan biri, kromozom
8p’deki spesifik bolgelerin kaybidir ki prostat tiimorlerinde yaklasik %85 oraninda
heterozigotluk kayb1 goriildiigii gibi kolorektal ve akciger karsinomlarinda da
goriilmektedir (23, 26). Bir ¢ok ¢aligma NKX3.1 genini 8p12-21 bolgesinde aday gen
olarak desteklemektedir. Bununla birlikte prostat kanserinde NKX3.1 mutasyonlari
belirlenememistir ve genin mutasyonundan ziyade ifadesinin azaldig1 diistiniilmektedir
(23, 26). 10q bolgesi kayb1 sik rastlanan bir olaydir. Bu bolgedeki aday genler arasinda
olan ve tiimor baskilayici bir gen olan PTEN; glioblastoma, meme ve endometrial
kanserlerde de kayb1 goriilen 10g23 bolgesinde bulunur fakat prostat kanseriyle ilgili
elde edilen sonuglar birbirleriyle ¢eliskilidir (23, 26).

Prostat kanseri ilerlemesinde kromatin modifikasyonlar1 da 6nemlidir. Prostat
kanseri ile iliskili ana modifikasyonlardan biri, ilerlemis hastalik ve metastazin
onkojenik bilesenlerinden biri olan histon metil transferaz enzimi Ezh2 tarafindan
histon H3’{lin 27. lizininin ii¢lii metilasyonudur (H3K27me3). H3K27me3 varligi, ifade
baskilanmasi ile iliskili oldugu i¢in bunun miktarmin prostat kanserinde artmasi, Ras
GTPaz ailesinin bir liyesi olan DAB2IP gibi tiimor baskilayici genlerin baskilanmasiyla

iliskilidir (23).



Prostat kanserlerinin biiyiik cogunlugunda ETS ailesinden transkripsiyon
faktorlerinin (ERG, ETV1 ve ETV4) aktivasyonlarina sebep olan yeniden diizenlemeler
belirlenmistir. Bu yeniden diizenlemelerden en sik goriileni TMPRSS2-ERG fiizyon
genidir. Bu yeniden diizenlenme N-terminal ucu budanmis ERG proteininin, TMPRSS2
geninin androjene cevap veren promotorunun kontrolii altina girmesiyle sonuclanir.
Lokalize prostat kanserlerinin yaklasik %50’sinde bulunmustur. Yapilan c¢aligmalarla
androjene duyarli LNCaP hiicrelerinde AR baglanmasinin DNA hasarindan sonra
TMPRSS2-ERG fiizyonlarint miimkiin kilacak sekilde TMPRSS2 ve ERG gen
bolgelerini birbirlerine yaklastirdigi belirlenmistir ancak bu filizyon geninin prostat

kanserindeki 6nemi tam olarak anlasilmis degildir (26).

Yetiskin erkek prostatinda iki tip Ostrojen reseptorii (ER) ifade edilir: ER-a ve
ER-B. ER-B daha ¢ok bazal epitelde goriiliirken ER-a esasen stromal bdliimde bulunur.
Ayrica androjenlerin Ostrojene doniisiimiinde rol oynayan aromataz enzimi de prostat
stromasinda ifade edilir. Erkekler yaslandik¢a androjenin Ostrojene olan orani azalir.
Ostrojen seviyeleri sabit kalirken testosteron seviyeleri azalir. Bu olay Ostrojenlerin
prostat kanserinde etkili olabilecegine isaret eder. Hayvan modellerinde testosteron ve
Ostrojenin bir arada verilmesinin yiiksek oranda adenokarsinom olusumu ile

sonuclandig1 gozlemlenmistir (23, 24).

AR, gen ifadesinin ligandla uyarilabilen diizenleyicileri olan niikleer hormon
reseptorleri siiper-ailesinin bir parcasidir. Kodlayan gen, X kromozomunun uzun
kolunda yer alir. Ligandla aktive olan bir transkripsiyon faktorii olarak islev gosterir ve
hem normal hem de anormal prostat gelisiminde etkili olan sinyal yolaklarinda yer alan

genlerin ifade edilmelerini de tetikler.

2.4. Prostat Kanserinde Androjen Reseptorii ve Androjenlerin Rolii

Lokalize prostat kanserinde cerrahi yolla tiimoriin uzaklastirilmasit veya
radyasyon terapisi ile hastalarin hayatta kalma oranlar1 oldukga yliksek iken, ileri
ve/veya metastatik hastalikta bu durum degismekte ve ilk tedavi segenegi olarak
androjen deprivasyon terapisi uygulanmaktadir (2). Prostat kanserinin androjen bagimli
bir kanser tipi oldugu uzun siiredir bilinmekte olup hormon deprivasyonu; cerrahi
(orsiektomi) veya medikal (liteinize edici hormon salgilattirict hormon [LRHR]
agonistleri ile) kastrasyon seklinde gergeklestirilebilmektedir (32-35). Hormonal terapi
hastalikta 2-3 yila kadar gerileme saglayabilse de ¢ogunlukla 18-24 ay sonra artmis



timor hacmi, yeni metastatik yayilim ve yiikselmis serum PSA degerleri ile karakterize
olan ve 6liimciil fenotipi olusturan kastrasyon-direngli prostat kanseri gelisebilmektedir

(2, 32, 36-38).

Androjenler ve androjen reseptorii, gerek prostat hiicrelerinin gerekse prostat
kanseri hiicrelerinin biliylime ve c¢ogalmalarinda temel diizenleyiciler olup cinsiyete
bagl hiicresel farklilagsmada, kas ve yag dokusu gelisiminde; prostatin normal biiylime,
gelisme ve fizyolojik islevlerini yerine getirmesinde, prostat karsinogenezinde ve

androjen-bagimsiz hastaligin gelismesinde kritik rol oynarlar (2-4, 32, 39).

Androjenik steroidler 19 karbonlu steroidler olup testosteronun modifiye
edilmesiyle olusturulurlar (2). %95°1 testislerde, %5°’1 ise adrenal bezlerde iiretilen
testosteron, pasif diflizyon yoluyla prostat epitel hiicrelerine girer (40). Hiicre igine
giren testosteron, prostatta yiiksek oranda ifade edilen bir sitokrom P450 enzimi olan
Sa-rediiktaz tarafindan aktif metaboliti olan DHT ye doniistiiriiliir (2). Testosteron da
fizyolojik kosullarda AR’nin dogal ligand1 olmasina karsin DHT nin AR’ye afinitesi 5-
10 kat daha fazladir ve dolayisiyla AR dimerizasyonu ve AR hedef genlerinin
aktivasyonu i¢in daha diisiik konsantrasyonlar1 yeterlidir (2, 32). DHT nin sitoplazmada
bulunan AR  monomerlerine  baglanmasiyla ~monomerlerin  fosforilasyonu,
dimerizasyonu ve hiicre ¢ekirdegine lokalizasyonunu takiben DNA iizerindeki AR
cevap elementlerine (ARE) baglanma ve ilgili genlerin ifade edilmesi olaylar1

gergeklesir (32).

Androjen reseptorii; niikleer-reseptor siiperailesinden, ligand ile aktive olan, 110
kDa agirhiginda bir transkripsiyon faktoridiir (41, 42). Yapisal olarak; amino-terminal
bolgesine (NTD) kisa bir aminoasit dizisi olan “Hinge Bdlgesi” tarafindan baglanan
DNA-baglanma bolgesi (DBD) ve ligand-baglanma bolgesinden (LBD) meydana
gelmektedir (43-46).

2.4.1. Androjen Reseptorii Aktivasyonu

Ligand yoklugunda AR sitoplazmada bulunur ve 1si-sok proteinleri (HSP),
sitoskeletal proteinler ve diger saperonlarla etkilesim halindedir (2, 47). Androjenlerin
baglanmasiyla reseptorde konformasyonel degisimler meydana gelir ve LBD’deki 3, 4
ve 12 numarali heliks yapilar1 baglanma yilizeyini olusturur. 12. heliksin amfipatik
yapist sebebiyle LBD’de hidrofobik bir cep meydana gelir. Bu hidrofobik cep NTD ve

karboksi-terminal u¢ arasinda molekiiler etkilesimlere sebep olur ve AR’nin 1s1-sok
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proteinlerinden ayrilarak serbest kalmasini saglar. Serbest kalan AR’ler fosforillenerek
islevsel olarak aktif AR homodimer yapisini olusturur. Homodimer yapidaki
fonksiyonel AR, filamin-A ve importin-o gibi yapilar araciligiyla hiicre ¢ekirdegine
taginir (2, 47, 48).

AR hiicre ¢ekirdegine girdikten sonra 15 baz ciftinden olusan palindromik
ARE’leri tanir. ARE’ler 3 baz cifti ile ayrilan iki adet hekzamerik birbirinin tersi baz
dizisi icermektedir (41, 48-52). AR’nin ARE’lere baglanmasi DBD’deki iki ¢inko
parmak motifi araciligiyla olur. ilk ¢inko parmak motifi DNA’nm biiyiik oyugundaki
DNA dizisi etkilesimlerinde rol alirken, ikinci ¢inko parmak da DNA’ya baglanma
sirecinde homodimerizasyon i¢in gereklidir (2, 47, 53). AR transkripsiyonel
kompleksine diger diizenleyicilerin baglanmasiyla hedef genlerin ifadeleri diizenlenir

(2). Sekil 2.1°de AR aktivasyonu sematik olarak gdsterilmektedir.

@ Testosteron

WG Hicre membrani i

5-alfa rediiktaz

HSP

Sitoplazma
) R R
Hiicre cekirdegi

Sekil 2-1: AR aktivasyonu

AR bir¢ok doku ve hiicrede ifade edilmekte ve hiicre cogalmasi, farklilagsmasi ve
sinyalizasyonunun da dahil oldugu pek cok hiicresel olayda diizenleyici olarak gorev
almakta, farkli islevleri olan pek cok geni hedef alarak bunlarin aktivasyon veya
baskilanmasinda etkili olmaktadir (53, 54). Prostat kanseri ile iliskili oldugu belirlenen

PSA, FGF8, Cdkl, Cdk2, PMEPAI1, TMPRSS2 gibi genler de AR’nin hedef
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genlerindendir (55) ve daha pek cok genin ifadesinin AR tarafindan diizenlendigi
bilinmektedir. Ote yandan kodlama yapmayan RNA’lar iizerinde yogunlasan giincel

calismalar, AR’nin kodlama yapmayan RNA’lar1 da hedef aldigin1 gostermektedir.

Prostat kanserinde bir AR hedef geni olan PSA’nin yiiksek serum degerleri,
AR’nin asir1 etkinligiyle iliskilidir. Bu asir1 etkinligin sebebi AR gen amplifikasyonu
sonucu asir1 ifadesi olabilecegi gibi; islev kazandirict AR mutasyonlari, AR nin siirekli
aktif mRNA kirpilma varyantlarmim varligi, AR koregiilatorlerinin anormal miktarlari

gibi faktorlerin etkisi de kabul edilmektedir (2, 32).

2.5. Prostat Kanserinde Tiimér Belirteci Olarak One Cikan Biyomolekiiller

Kanser tanis1 ve tedavi takibinde girisimsel olmayan ydntemler olan, viicut
swvilarindan timor biyobelirteglerinin tayini giin gectikce daha fazla onem kazanan
giincel bir konudur. Prostat kanserinde de gerek hastaligin takibi, gerekse erken taninin
hayatta kalim tiizerindeki belirgin etkisi sebebiyle tani asamasinda biyobelirtecler

kullanilmakta ve arastirilmaktadir.

1930’larda metastatik prostat kanserli hastalarda serum prostatik asit fosfataz
(PAP) seviyelerinin yiiksek bulunmasiyla hastalik seyrinde bir klinik belirte¢ olarak
uzun siire arastirilmis, 1980°lerde ise yerini prostat spesifik antijene (PSA) birakmistir

(56).

2.5.1. Prostat Spesifik Antijen

Doku kallikrein ailesinin bir iiyesi olan PSA, kromozom 19q13.4 yerlesimli bir
gen olan kallikrein 3 (KLK3) geni tarafindan kodlanan, 33 kDa molekiiler agirhiginda,
240 aminoasitlik, prostata 6zgii bir glikoproteindir (56-60). PSA ifadesi androjenlerce
pozitif yonde diizenlenir ve dolasima katilan androjen seviyeleriyle serum PSA

seviyeleri arasinda belirgin bir korelasyon vardir (57, 59, 61-63).

PSA, prostatta bulunan salgi kesecikleri ve kanallardaki sekretuar epitel
hiicrelerce iiretilir. PSA transkripsiyon baslangic bdlgesinin 156-170 baz c¢ifti
uzagindaki ARE’ye AR homodimerinin baglanmasiyla PSA onciil peptidi olan pre-
proPSA olusturulur ve bunun proteolitik kesimi sonucu meydana gelen proPSA inaktif
bir proenzim olarak prostatik kanallara salmir (56, 57, 59, 62). proPSA’nin N-terminal
bolgesinden 7 aminoasidin ayrilmasiyla aktif hale gegen olgun PSA seminal sivida 0,5-

2,0 ng/ml konsantrasyonlarda bulunur ve semendeki temel protein yapiy1 olusturur (57).
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PSA, yiiksek substrat Ozgiilliigii gosteren bir serin proteazdir ve seminal pihtidaki
jellestirici etkiye sahip semenogelin 1 ve 2’leri ayirarak semenin sivilastirilmasini saglar

(57, 59, 64).

Normal kosullarda PSA kanda diisiik seviyelerde bulunmaktadir. Prostat
kanserinde erken bir olay olan bazal hiicre tabakasi ve bazal membranin pargalanmaya
baslamasiyla PSA’nin periferal dolasima gecisi artar (65). Bu nedenle prostat biyopsisi
uygulamasi i¢in minimum esik deger 4 ng/ml olarak belirlenmis olup daha yiiksek

serum PSA degerleri kiside tiimor varligi siiphesi uyandirmaktadir (5, 66).

Hassas bir biyobelirte¢ olan PSA, prostat dokusuna 6zgiil oldugu halde prostat
kanserine 0zgiil degildir (5). BPH, prostat enfeksiyonu ve travma gibi tiimérden
bagimsiz sebeplerle de artabilen kandaki PSA seviyesi, 50 yasmi gecmis erkeklerin
yaridan fazlasinda BPH gelistigi de goz oOniine alindiginda yas ve benzeri fiziksel
etmenlere bagl olarak da degiskenlik gosterebilmektedir (5, 6, 56). Bununla birlikte
PSA, 6zgiilliigii diisiik fakat hassas bir molekiil olmasina karsin, bir biyobelirte¢ olarak
tek basma yeterli degildir. Organla sinirli hastaligi olan erkeklerin bir kisminda serum
PSA degerleri 4 ng/ml’den diisiik olabilmekte ve hastallk bu yolla
belirlenemeyebilmektedir (57, 67-69).

2.6. Kodlama Yapmayan RNA’lar

2.6.1. Prostat Kanseri Antijeni 3

Ik olarak 1999 yilinda kanserli ve kanserli olmayan dokular arasmndaki
farkliliklarin gdsterilmesi sonucu bulunan ve uzun siiredir prostat kanseri biyobelirteci
olarak giindemde olan PCA3, viicut sivilarindan belirlenebilen, prostat dokusuna 6zgii

bir uzun kodlama yapmayan RNA’dir (IncRNA) (70, 71).

IncRNA’lar 200 niikleotitten 100 kilobaza kadar degisik uzunluklarda olabilen,
protein kodlamayan RNA’lardir ve genellikle mesajct RNA (mRNA)’lar gibi RNA
polimeraz 2 tarafindan okunurlar ancak yazilim sonrasinda mRNA’lardan farkli olarak
cok adiml islemlerden gegirilmeden direkt olarak islev gosterebilmektedirler (72, 73).
IncRNA’larin ¢ogu poliadenilasyon kuyrugu icermektedir (73).

Ik belirlenen IncRNA’lardan olan X inaktif spesifik transkript’in (XIST)’ X
kromozomu sessizlestirilmesinde kilit rol oynadigmin belirlenmesi, IncRNA’larin

onemli hiicresel islevlerden sorumlu olduklarini gostermistir (74). IncRNA’lar hiicrede;
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transkripsiyonel ~ baskilama,  kromatin = yeniden  modellemesi ve  histon
modifikasyonlarmin  baglatilmasi, protein  aktivitelerinin  ve  yerlesimlerinin
diizenlenmesi, daha kiigik RNA’larin Onciilliigii gibi ¢ok ¢esitli islevler
gosterebilmektedirler ve islevlerinde meydana gelen bozulmalar kanser gelisiminde

onemli rol oynamaktadir (73, 75).

IncRNA’lar uzun niikleotit dizilerinden olustuklar1 i¢cin hedefleri de son derece
Ozgiildir ve bu nedenle ¢ok hassas bir sekilde islev gosterebilmektedirler.
Transkripsiyon  bolgesine RNA-DNA  polimeraz 2  kompleksi aracigiyla
baglanmaktadirlar ve 3’ uclar1 kompleksin lokusa yaklasmasmi saglarken, 5° uglari
kromatin komplekslerine baglanmak iizere acikta olabilir (76). IncRNA’lar
transkripsiyonun diizenlenmesinde iki farkl sekilde islev gosterebilmektedirler: Ayni
kromozom tiizerinde, sentezlendikleri bolgeye yakin bir veya birkac gen lizerinde etkili
olabilirler veya sentezlendikleri bdlgeden yayilarak uzak genlerde, hatta farkl

kromozomlar {izerindeki genlerde etki gosterebilirler (76).

IncRNA’lar farkli dokulara 6zgii olabildikleri gibi hastalik varliginda degisik
ifade seviyeleri de gosterebilmekte ve viicut sivilarinda belirlenebilmektedir. Bu
nedenle kanser tanisinda ve tedavi takibinde biyobelirteg adaylar1 olarak One
cikmaktadirlar. MALATI1 gibi prostat kanseri de dahil olmak iizere pek ¢ok kanser
tipinde ifade seviyesi artan IncRNA’lar oldugu gibi tek bir kanser tipine 6zgli olan
IncRNA’lar da bulunmaktadir. Kanser tipine 6zgii IncRNA’lardan; prostat kanseri
kodlamayan RNA 1 (PCNCRI1), prostat spesifik gen 1 (PCGEM1) ve PCA3 sadece
prostat kanseriyle iliskilendirilmis olup; PCNCR1’in AR transaktivasyonunda ve prostat
kanserinin ilerlemesinde kilit bir role sahip oldugu, PCGEM1’in ise tiimdr olusumunu
destekledigi belirlenmistir (73). Buna karsin PCA3 prostat kanserinde yiliksek seviyede
ifade edilirken, biyolojik fonksiyonu bilinmemektedir ve homoloji gosterdigi bir gen

belirlenememistir (77).

PCA3 androjen uyarimina yanit veren bir molekiildiir. Androjene duyarl prostat
kanseri hiicre soylarinda duyarli olmayanlara gore daha yiliksek seviyelerde
bulunmaktadir ve androjen uyarimiyla miktar1 daha da artmaktadir fakat bunun altinda
yatan mekanizma bilinmemektedir ve PCA3 molekiiline ait ARE bodlgeleri

tanimlanamamustir (71).
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PCA3 geni kromozom 9q21-22’de bulunmaktadir ve prune homolog 2
(PRUNE2) geninin 6. intronunda ters yonde kodlanmaktadir. PRUNE2 geni hiicresel
cogalmada, hiicre 6liimiinde ve hiicresel doniisiimde etkiliyken, genin ifadesinin DHT
ile tetiklenebildigini ve prostat kanserinde ifade seviyesinin arttigini gosteren calismalar
olmasina karsin bu sonuglar1 desteklemeyen ¢aligmalar da mevcuttur (70, 71). 4 ekzon
iceren ve 4. ekzonunda 3 farkli noktadan poli-A kuyruk eklenebilen PCA3 geninin
oldukca karmasik oldugu belirlenmistir; alternatif varyantlar1 daha nadir goriilmesine
karsin yeni ¢alismalarla 4 farkli transkripsiyon baslangic bolgesi, 2 farkli kirpilan ekzon
bolgesi ve 4 yeni poliadenilasyon bdlgesi bulundurdugu gosterilmistir (70, 71, 73).

Prostat dokusuna 6zgii olan PCA3’{in miktar1 normal kosullarda ¢ok diisiik bir
seviyededir ve sadece prostat kanseri varliginda artmaktadir. Hastalarin %90’indan
fazlasinda bu artis belirlenebilmekteyken, BPH ve enflamasyon varligindan herhangi bir
artis meydana gelmemektedir (78-80). Ote yandan belirlenen PCA3 miktarlari ile tiimor
evresi ve hastaligin agresifligi arasinda bir korelasyon belirlenememistir (81, 82).
Bunun yani sira iyi, orta ve az farklilasmis tlimorlerin tamaminda ytliksek seviyelerde
belirlenmesi, PCA3 ifade seviyesinin artisinin prostat kanserinin erken evrelerinde

gelisen bir olay olduguna isaret etmektedir (71).

2.6.2. mikroRNA’lar

Doku ozgiilliikleri, kanser varliginda ifade seviyelerinin degigmesi ve kanda
yiiksek derecede stabil kalmalar1 sebebiyle mikroRNA’lar (miRNA’lar) girisimsel
olmayan giincel biyobelirte¢ adaylar1 olarak on plana ¢ikmaktadir. miRNA’lar mesajci
RNA’lardan daha kararli yapida olup viicut sivilarindaki riboniikleazlara ve farklh

fiziksel kosullara kars1 dayaniklidirlar.

Prostat kanseriyle ilgili yapilan c¢alismalar sonucunda pek ¢ok aday miRNA
belirlenmis, bir kismmm ifade seviyelerindeki degisimler viicut sivilarinda
gosterilebilmistir. Ozellikle miR-141 ve miR-375 ile ilgili dikkate deger bulgular elde
edilmistir.

Yaklagik 22 niikleotid uzunlugunda, protein kodlamayan kisa RNA dizileri olan
mikroRNA’lar ¢ogalma, farklilagma, hiicre dongiisii ve apoptoz gibi pek cok onemli
hiicresel olayda gorev almaktadirlar (7, 83, 84). Ozgiil hedefleri olan mRNA’lara
(mRNA) baglanip bu mRNA’larin okunmalarmi engelleyerek, gen ifadesinin

transkripsiyon sonrasinda kontrol edilmesini saglamaktadirlar (7, 83, 84). Insan
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genomundaki gen ifadelerinin yaklasik %30’unun miRNA’lar tarafindan diizenlendigi
diistiniilmektedir ve kanser de dahil olmak iizere pek ¢ok hastalikla

iligkilendirilmislerdir (7, 83, 85).

Biyogenezlerinin baskilanmasmin farelerde embriyonik 6liimle sonug¢lanmasi,
miRNA’larin yasamsal 6neme sahip molekiiller olduklarini gostermektedir. Bugiine
kadar 1400°den fazla insan miRNA’s1 belirlenmistir ve idrar,tiikriik, semen, gézyasi, siit

ve amniyotik sivi gibi farkli viicut sivilarindan izole edilebilmiglerdir (86).

2.6.3. mikroRNA’larin Biyogenezi

Olgun miRNA’lar daha uzun Onciil molekiillerin ¢ok asamali islemlerden
gecirilmesiyle olusturulmaktadir. miRNA genleri transkripsiyonlarmni baglatacak bir
“Polimeraz II (Pol II) promotor” bdlgesine sahip olabilecekleri gibi, genlerin intronik

bolgelerinde bulunarak bu genlerin kirpilmasi sonucu da olusturulabilmektedirler (7).

miRNA’larm RNA polimeraz II tarafindan ilk okunmus halleri olan pri-
miRNA’lar, 5’sapka ve 3’poli-A kuyrugu igeren, 1 kilobazdan (kb) daha uzun dizilerdir
ve tek bir pri-miRNA transkriptinden birden fazla miRNA olusturulabilmektedir (7, 87-
90). Pri-miRNA’lardan olgun miRNA’larin olusturulmasi iki adimli bir siirectir ve ilk
adim hiicre ¢ekirdeginde gerceklestirilir. Cift zincirli RNA’ya baglanabilen bir protein
olan “DGCRS8” (DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8), bir riboniikleaz (RNaz)
III olan “Drosha” enzimi ile baglanarak pri-miRNA ile etkilesimi saglar ve kompleksin
katalitik olmayan kismini olusturur. Bu sayede pri-miRNA’nm her iki zinciri birden
Drosha tarafindan kesilir ve yaklasik 70 niikleotit uzunluga sahip sap-ilmik formundaki

ikinci Onciil molekiiller olan pre-miRNA’lar olusturulur (91, 92).

Islenme siirecinin bu ilk basamaginin ardindan pre-miRNA’lar hiicre
cekirdeginden sitoplazmaya tasinir. Bu islem niikleositoplazmik tasima faktorlerinden
karyoferin ailesinin bir {iyesi olan ve fonksiyon kazanabilmesi i¢in kofaktorii olan Ran-
GTP’ye ihtiyag duyan “eksportin-5 tarafindan gergeklestirilir (93-97). Sitoplazmada
Ran-GTP’nin hidrolizi sonucu serbest kalan pre-miRNA’lar, ¢ift zincirli RNA’ya
baglanabilen “TRBP” ( HIV-1 TAR RNA binding protein) proteini ve bir RNaz III olan
“Dicer” ile kompleks olusturur (20-22, 42). Dicer enzimi pre-miRNA’nm ilmik
formunu keser ve yaklasik 22 niikleotit uzunlugunda ¢ift zincirli bir RNA yapisi

olusturulur (93, 94).
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Cift zincirli miRNA yapist islevsel degildir, bu nedenle zincirlerden biri
parcalanirken diger1 Argonaute-2 (Ago2) proteinine yiiklenerek, “RNA indikli
susturucu kompleks” (RISC) yapisma katilir (98, 99). RISC yapisina katilan aktif
miRNA hedef mRNA’lara yoOnlendirilir ve mRNA’nmm 3’UTR bdlgesindeki
niikleotitlerle kismi eslesme gostererek mRNA ifadesini baskilar (100). Eslenikligin
kismi olmas1 sebebiyle bir miRNA birden fazla mRNA’y1 hedefleyebilecegi gibi, bir
mRNA’da birden fazla miRNA tarafindan hedeflenebilmektedir (101, 102).

miRNA’larin biyogenezine dair sematik gosterim sekil 2-2°de sunulmustur.

miRNA Geni

' Transkripsiyon

Drosha
DGCRS8

pri-miRNA

pre-miRNA

Eksportin 5 - RanGTP

Sitoplazma

-

Sekil 2-2: miRNA biyogenezi

2.7. Prostat Kanserinde mikroRNA’larin Rolii
miRNA genlerinin yaklasik %350’si kanser ile iligkilendirilmis bolgelerde
bulunmaktadir ve anlatimi yapilan miRNA’larin kanserli hiicrelerde diizenlenmeleri

bozulmakta, saglikli ve kanserli dokularda seviyeleri farklilik gostermektedir (83, 97).

Kanserde diizenlenmeleri bozulan miRNA’larin bir bolimiiniin hedeflerinin
onkogen (tiimdr baskilayict miRNA’lar) ve tiimor baskilayict genlerin mRNA’lar1
(onkomiRNA’lar) oldugu belirlenmistir (103, 104). Bu sekilde etki gosteren ve bir

kemoterapotik hedef olabilecegi diisliniilen miR-21’in ¢ogu kanser tipinde miktarinin
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arttig1 ve ¢ogalma, hiicre 6liimii ve yayilimla iligkili pek c¢ok tiimor baskilayict geni
hedef alarak onkogenik etki gdsterdigi belirlenmistir (105). Bunun tersi sekilde let-7
ailesi tyelerinin de tiimor baskilayici etki gosterdigi ve artmig ifade seviyelerinin
akciger kanserinde hayatta kalimla iliskili oldugu gosterilmistir (106). Ote yandan
mRNA iizerindeki miRNA etkilesim bolgeleri olan 3°UTR ’lerdeki polimorfizmlerin de
miRNA baglanmasmi etkiledigi ve bu sekilde, onkogenik o6zellikteki mRNA’larin
baskilanmasmin Oniine gegilerek kanser riskinin artabilecegi yine let-7 ailesi ile

gosterilmistir (107).

Prostat kanseri olusum ve gelisiminde etkili olabilecek pek ¢cok aday miRNA
belirlenmis olmasma ragmen bunlarin ¢ok azmin iglevleri bilinmektedir. Bunlarin
arasindan tiimor baskilayici olarak islev gosteren miRNA’lardan olan miR-143’iin pek
cok yolakta etkili olarak, miR-200 ailesi ve miR-145’in hiicre gd¢ii ve yayiliminda
engelleyici role sahip olarak, miR-488’in AR-aracili hiicre biiyimesindeki durdurucu
roliiyle prostat kanserinde etkilerinin olabilecegi belirlenmisken; onko-miRNA olarak
islev gosteren miRNA’lardan miR-21’in tiimor biiytimesi ve yayiliminda, miR-125b’nin
hiicre ¢ogalmasim arttirrken hiicre 6liimiinii engelleyerek, miR-221 ve miR-222’nin
hiicre dongiisiinde rol alarak etkilerinin olabilecegi belirlenmistir (97). miR-93’iin ise

artmis seviyelerinin, yiiksek riskli prostat kanseriyle iliskili oldugu bulunmustur (8).

Gerek hiicre hatlar1 gerekse klinik orneklerle yapilan ¢alismalar sonucunda
prostat kanseriyle iliskili bulunan ve ifade degisimleri rutin olarak kullanilan
biyobelirteglerle tutarhlik gdsteren az sayida miRNA belirlenebilmistir. On plana ¢ikan
molekiillerden olan miR-107 ve miR-574-3p’nin hastalik varhiginda serumdaki
seviyelerinin artti1 ve idrardaki seviyelerinin de PCA3’ten daha bilgilendirici oldugu
bulunmustur (86). Buna karsin tekrarlanan ¢aligmalarla ortak bir gen ifade profili ortaya
konamamaistir; ancak caligmalarin cogunda prostat kanserinde biyobelirte¢ adayr olarak
on plana ¢ikan miR-141 ve miR-375 molekiilleri i¢in tutarl ve tekrarlanabilir sonuglar

elde edilmistir.

2.7.1. Prostat Kanserinde mikroRNA’larin Androjen ve Androjen Reseptorii ile
Hiskisi
Prostatin normal bir sekilde gelisip islev gdstermesi androjenler ve androjen

reseptorii varliginda gerceklesirken, prostat kanseri de androjen bagimli bir kanser
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tipidir. Yapilan miRNA caligmalarinda, miRNA ifade seviyelerinin androjen

reseptOriiniin durumuna bagl olarak degistigi belirlenmistir (7).

Onceleri direngli prostat kanserlerinin androjene duyarsiz  olduklar1
disiiniiliirken, artik bu hiicrelerin AR’yi1 asir1 ifade ettikleri ve az miktarda androjene
bile duyarlilik gosterebildikleri belirlenmistir (108). AR’nin asir1 ifadesinin androjen
bagimli hastaligin androjen bagimsiz sekle dontismesinde etkili oldugu diistiniilmektedir

(108).

Prostat kanserinin de dahil oldugu bir ¢ok kanser tipinde yiiksek derecede ifade
edilen ve tiimor baskilayici, “programlanmis hiicre 6liimii proteini 4”ii (PDCD4) hedef
alarak onkogenik etki gosteren miR-21‘in ifadesinin AR tarafindan diizenlendigi,

promotorunda ARE bulundurdugu belirlenmistir (109, 110).

Prostat kanserli doku ve hiicre hatlarinda yapilan c¢alismalar, basta miR-141
olmak tizere belirli miRNA anlatim seviyelerinin androjenle diizenlendigini ortaya
koymaktadir. Oldukca kapsamli olan bir ¢alismada miR-141’in asir1 ifadesi LNCaP
hiicrelerinde biiylimeyi arttirirken, miR-141’in anti-miR-141 ile baskilanmasmin, asiri
AR ifade eden LNCaP hiicrelerinde biiylimeyi baskiladigi belirlenmistir. Yine bu
calismada hiicre hatlarma DHT uygulamasinin miR-141’in de dahil oldugu bir grup
miRNA’nin ifade seviyelerini 1,5 kattan fazla arttirdig1 belirlenmistir. AR ifadesi olan
hiicre hatlarinda miR-141 ifadesinin gergeklestigi fakat AR ifadesi olmayan hiicre
hatlarinda ya ifade edilmedigi ya da ¢ok az miktarda edildigi belirlenmistir. Caligmada
ayrica BPH ve kastrasyona direngli prostat kanseri 6rnekleri de karsilastirilmis ve miR-
141 ve miR-375 seviyeleri kastrasyona direngli prostat kanserinde artmis olarak
bulunmugstur. Hiicre hatt1 ve klinik orneklerden elde edilen veriler birlestirildiginde
ortak olarak belirgin bir sekilde miktar1 degisen, 1,5 kattan fazla artigla miR-141
olmustur. Ote yandan bu ¢alismada miR-141’in hedefi olabilecek bir gen

belirlenememistir (108).

2.7.2. Dolasima Katilan mikroRNA’lar

Tiimor kokenli miRNA’larin tiimor dokusundan ayrilip Glgiilebilen miktarlarda
dolasima katildiklar1 ve mRNA’larin aksine, RNaz ve diger g¢evresel faktorlerden
yiiksek derecede korunarak kandan ve diger viicut sivilarindan izole edilerek
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecekleri gdsterilmistir (111). Bu korunmanin sebebinin

miRNA’larin diger proteinlerle birlikte riboniikleoprotein kompleksleri olusturmasinin



19

yani sira eksozomlar, mikrovezikiiller ve apoptotik cisimciklerin yapisina katilarak

hiicre disina salinmalar1 oldugu diistiniilmektedir (86).

Viicut sivilarindan elde edilen total miRNA’larin  yani swa sadece
eksozomlardan izole edilen miRNA’larin da hastalik konusunda yeterince bilgilendirici
oldugu gosterilmistir. Metastatik prostat kanserli hastalarda miR-141 ve miR-375
molekiillerinin seviyelerindeki belirgin artis eksozomlardan izole edilen miRNA’lar ile
de dogrulanmistir (9). Bu yonde yapilan calismalarla prostat kanserli erkeklerin idrar,
plazma ve serumlarindan elde edilen miRNA’larin hastaligin varlig1 ve seyri acisindan

onemli molekiiller olduklar1 belirlenmistir (9).

Yapilan c¢aligmalarla prostat kanseri varliginda miR-141 ve miR-375
molekiillerinin ifade seviyelerinin arttig1 goriilmiis ve tiimér dokusundan kana
salindiklar1 distiniilmistir (111). Serum, plazma ve dokulardan elde edilen
miRNA’larla yapilan farkli ¢alismalarda ise miR-141 ve miR-375 ifade seviyelerinin
metastatik hastalikta metastatik olmayan hastalia goére daha fazla artmis oldugu
belirlenmistir (8, 9, 11, 12). Metastatik hastalikta serumda en yiiksek seviyede bulunan
bu iki miRNA PSA’ya ek birer parametre olarak onerilmislerdir (11, 12).

2.7.3. miR-141 ve miR-375

Saglikli ve kanserli prostat dokular1 karsilastirildiginda, kanserli drneklerde
miR-141 seviyesinin oldukca yiikselmis oldugu ve serum PSA seviyeleriyle korelasyon
gosterdigi belirlenmistir (111). miR-141 tedavi etkinliginin belirlenmesi agisindan da
onem tasiyan bir belirte¢ adayidir, plazma seviyeleri tedaviye dayali olarak
incelendiginde PSA ve diger belirteclerle uyumlu olarak bulunmustur (8, 112). Bunlarla
birlikte miR-141 seviyelerindeki artis ileri evre hastalikla iligkilendirildiginden prostat

kanseri agisindan biiylik 6nem tagimaktadir (11, 113).

Hiicrelerin hareketlilik ve yayilim yeteneklerini arttirmasi sebebiyle epitelden
mezenkimale gec¢is (EMT), metastaz gelisimi icin ¢ok Onemli bir olay olarak
degerlendirilmektedir (97). miR-141, transkripsiyon faktorleri ZEB1 ve ZEB2’yi
hedefleyerek EMT’yi baskilayan miR-200 ailesinin bir iyesidir (97, 114, 115). Bu
ailenin insanlardaki diger tiyeleri: miR-200a, miR-200b, miR-200c ve miR-429’dur
(111). miR-200 ailesinin bir iiyesi olan miR-200b’nin plazmadaki seviyesinin de

metastatik hastalikta metastatik olmayan hastaliga gore arttig1 ve seviyelerinin miR-141
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ile korele oldugu gosterilmistir, fakat sonraki ¢aligmalar hastaligin durumu konusunda

miR-200b’nin yeterince bilgilendirici olmadigmi géstermistir (11).

miR-141 seviyelerinin androjenlerle diizenlendigi bildirilmisken (8), ilging bir
sekilde giincel bir c¢alismayla miR-141’in “kiiclik heterodimer partner”i (SHP)
hedefleyerek AR transkripsiyonel aktivitesinin arttirilmasinda rol oynayabilecegi
gosterilmistir (116). SHP, niikleer reseptor ailesinin bir iiyesi olup, DNA baglanma
bolgesi icermediginden daha farkl islev gostermektedir ve transkripsiyonel baskilayict
rol oynamaktadir. SHP, AR ile direkt etkilesime girebilen bir protein olup 3’UTR
bolgesinde miR-141 ile komplementer bir bolge igerdigi belirlenmistir. Bu sebeple
prostat kanserinde miR-141"in artmis seviyelerinin SHP ifadesini azaltabilecegi ve AR

transkripsiyonel aktivitesini arttirabilecegi diisiintilmiistiir (116).

miR-375 serum/plazma seviyelerinin tiimor varliginda arttig1 ve asir1 ifadesinin
ilerlemis hastalikla iligkili oldugu belirlenmistir (10). Uzak metastazi olan hastalarin
serumlarinda seviyesi en yiliksek bulunan miRNA olmustur (11). Ayrica lenf nodu

tutulumlariyla da korele oldugundan sistemik hastalikla iligkilendirilmistir (11).

Endoplazmik retikulumdan golgi cisimcigine COP-II aracili protein
tasinmasinda rol alan SEC23A’nm asir1 ifadesi hiicre biiylimesini azaltirken, apoptoz
iizerinde bir etkisi yoktur. Bilgisayar analizleriyle SEC23A geninin 3’'UTR bdlgesinin
miR-375 i¢in bir hedef oldugunun belirlenmesiyle birlikte yapilan calismalar prostat
kanserlerinde miR-375 seviyelerindeki artisla korele sekilde SEC23A ifadesinin mRNA
ve protein diizeyinde azaldigini1 géstermistir (117). Bununla birlikte miR-375’in prostat

kanserindeki rolii heniiz a¢ik degildir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal
Tez projesi, in vitro kosullarda, Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii Temel

Onkoloji Anabilim Dal1 Laboratuarlarinda gergeklestirilmistir.

Tez caligmasinda bir insan prostat adenokarsinomu hiicre hatt1 olan LNCaP
(Lymph Node Carcinoma of the Prostate) hiicre hatt1 kullanilmistir. LNCaP hiicreleri,
1977 yilinda Horoszewicz ve arkadaslari tarafindan, 50 yasinda metastatik prostat
kanserli beyaz bir erkegin sol supraklavikiiler lenf nodundaki metastazdan igne
aspirasyon biyopsisiyle izole edilmis olan, hormona duyarlh bir hiicre hattidir. LNCaP
hiicreleri, androjen ve Ostrojen reseptorleri ile prostatik asit fosfataz ve PSA ifade eden
epitel kokenli hiicrelerdir. Tez calismasinda testosteronun aktif formu olan Sa-
dihidrotestosteron ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinde, miR-141, miR-375, PSA
mRNA ve PCA3 uyarimi ve bu molekiillerin hiicreden besiyerine salinimlari

incelenmistir.

3.2. Kimyasal Maddeler ve Yardimc1 Ekipmanlar
RPMI 1640 Besiyeri (BIOCHROM)

Fotal sigir serumu (BIOCHROM)

Penisilin / Streptomisin (BIOCHROM)

%0,25 Tripsin-EDTA (1X) (GIBCO)
Sa-Androstan-17f-ol-3-one (SIGMA-ALDRICH)
Charcoal, Dextran Coated (SIGMA-ALDRICH)
TriPure Isolation Reagent (ROCHE)

miScript II RT Kit (QIAGEN)

miScript SYBR Green PCR Kit (QIAGEN)
miScript Primer Assays (QIAGEN)

PBS (SIGMA-ALDRICH)

Kloroform (Riedel-deHaen)
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Izopropanol (J.T. BAKER)
Etanol (Riedel-deHaen)
0,5 X TBE (Laboratuar Stok)
Agaroz (MULTICELL)
Bromofenol Mavisi (Laboratuar Stok)
50 b¢ markér (FERMENTAS)
0,2 pm filtre (SCHLEICHER & SCHUELL)
25 cm® ve 75 cm’” hiicre kiiltiirii flasklar1 (GREINER BIO-ONE)
6 Well Cell Culture Plate (GREINER BIO-ONE)
Tek Kullanimlik Hiicre Kaziyic1 (COSTAR)
Thoma Lami1 (HAUSSER)
LightCycler 480 Multiwell Plate 96 (ROCHE)
Serolojik Pipetler (2ml, 10 ml, 25 ml) (TPP)
Mikro Pipetler (0,2-2 pl, 2-20 pl, 20-200 ul) (THERMO SCIENTIFIC)
Pipet Uclar1 (Beyaz, Sar1i, Mavi) (GREINER BIO-ONE)
Eppendorf Tiipler (200 pl, 500 ul, 1500 ul, 2000 ul) (GRENIER)
Cryo Tiipler (GRENIER)
Santrifiij Tiipleri (15 ml, 50 ml) (GRENIER)
Serolojik Pipetler i¢in Pipetor (GRENIER LABORTECHNIK)
3.3. Kullamilan Cihazlar
Class 2 Laminar Kabin (TEZSAN)
CO; Inkiibatér (HERAEUS)
Isik mikroskoplar1 (CARL ZEISS/JENA “SEDIVAL” ve “JENAVAL”)
Acilir Rotorlu Santriftiy (HETTICH UNIVERSAL)
Hettich mikro 200R Sogutmali Santrifiij (HETTICH UNIVERSAL)

Thermal Cycler (TECHNE)
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Distile Su Cihaz1 (LABCONCO)

-20°C Derin Dondurucu (ARISTON)

-80°C Derin Dondurucu (NUAIRE)

Derin Donduruculu Buzdolabi (BEKO)

Calkalayic1 (EDMUND BUHLER BIOTECHNOLOGIE)

Hassas Terazi (CHYO)

Mikrodalga Firin (ARCELIK)

Jel Elektroforezi (THERMO ELECTRON CORPORATION)

Jel Elektroforezi Tanki (BETHESDA RESEARCH LABORATORIES)
Jel Gortintiileme Sistemi (Vilber Lourmat)

LightCycler 480 Ger¢ek Zamanli PZR i¢in Thermal Cycler (ROCHE)

Spektrofotometre NanoDrop 2000 (THERMO SCIENTIFIC)

3.4. Yontem

3.4.1. Hiicrelerin Kiiltiire Alinmasi

Azot tankinda muhafaza edilen hiicrelerin oda sicakliginda ¢oziinmesi beklendi.
Santrifiij tiiplerine (15 ml), %10 fotal sigir serumu ve %1 penisilin/streptomisin igeren
RPMI-1640 besiyeri eklendi ve hiicreler pipetle yavasca damlalar halinde hazirlanan
besiyerine eklendi. Hiicre pelleti elde edebilmek i¢in 1500 RPM’de 5 dakika santrifiij
yapildi. Santrifiij sonunda iist faz atildi; pellet besiyeri ile pipetaj yapilarak ¢oziildiikten
sonra yeni Kkiiltiir sisesine aktarildi. Hiicreler %5 CO, iceren 37°C’lik inkiibatire

kaldirilarak biiyiimeye birakildi.

3.4.2. Hiicre Kiiltiirii

LNCaP hiicrelerinin en uygun biiylime kosullari, %10 fotal sigir serumu ve %1
penisilin/streptomisin iceren RPMI-1640 besiyeri ve 37°C’de %5 CO, igeren sicaklik
ortami olarak bildirilmistir. RPMI-1640 bircok hiicre tipi icin uygun bir besiyeri
olmasina karsin, hormonlar, lipitler, biiyiime ve adhezyon faktorleri agisindan zengin
olan fotal sigir serumu ayrica ilave edildi. Gram-pozitif bakterilere karsi penisilin,

gram-negatif bakterilere karsi streptomisin antibiyotik karigimi kullanildi.
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Hiicreler ilk olarak 25 cm®’lik kiiltiir kaplarina ekildi ve yeterli sayiya ulasinca
75 em®lik hiicre kiiltir kaplarina aktarildi. Yaklasik 34 saatte bir bolinen LNCaP
hiicrelerinin  pasajlamalar1 ise, hiicreler kiltiir kabmin yaklasik %70-80’ini
kapladiginda, haftada 1 veya 2 defa olacak sekilde gerceklestirildi. Pasajlamalar
yapilirken kiiltiir kaplarindaki besiyerleri uzaklastirildi ve hiicrelerin tutunduklar1 kap
ylizeyinden ayrilmalarini saglamak amaciyla her 75 em’’lik kiiltiir kabr icin 3 ml
tripsin-EDTA kullanildi. Uzerlerine tripsin-EDTA eklenen hiicreler, tripsin i¢in en
uygun ¢alisma sicakligi olan 37°C’lik inkiibatorde 3 dakika bekletildi. Birbirleriyle ve
kap yiizeyiyle baglantilar1 kopmus olan hiicreler pipetle topland1 ve 15 ml’lik santrifijj
tiiplerine aktarilarak 1000 RPM’de 10 dak. santrifiijlendi. Tiipte iist fazi olusturan
tripsin-EDTA uzaklastirildi ve pelleti olusturan hiicreler yogunluklarma bagli olarak
uygun hacimde besiyeri i¢inde ¢oziildii. Hiicrelerin bir kismu (yaklasik 1/5°1) 15 ml
besiyeri iceren 75 cm?®’lik yeni kiiltiir kaplarma aktarilarak %5 CO, ortamimi saglayan

37°C’lik inkiibatore biiylimeleri i¢in kaldirildi.

3.4.3. Hiicrelerin Androjen ile Muamelesi

Hiicre kiiltiirii besiyerinde kullanilan serum kaynakli hormonlarin deney
sonuglarini etkilemesini engellemek i¢in fotal sigir serumu, DHT uygulamasindan 6nce,
dekstran kapli komiir ile muamele edildi ve tiim steroid hormonlar uzaklastirildi. Bunun
icin 0,1 gram komiir 5 ml serum ile karistirildi ve +4°C’de ¢alkalayici lizerinde gece
boyu inkiibasyona birakildi. Serum, inkiibasyon sonrasinda 2000 RPM’de 30 dakika
santrifiijlendi. Ust faz alind1 ve DHT uygulamasmi inhibe edebilecek kalan kdmiir
molekiillerini uzaklastirmak amaciyla, iki defa 0,2 um’lik filtreden ge¢irildi. Bu sekilde,
steroid hormonlardan arindirilmis serum ve antibiyotik iceren RPMI-1640 besiyeri

hazirlanarak, kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.

Dihidrotestosteron (DHT, C;9H300O;; sinonim Sa-androstan-17f3-o0l-3-one) etanol
icerisinde ¢oOziilerek stok c¢ozeltisi (10 nM) hazirland1 ve alikotlar halinde -20°C’de

muhafaza edildi.

Kiiltiire alinan hiicreler yeterli sayiya ulastiginda (4. pasajdan itibaren) hormon
muamelesine baslandi. Androjen uygulamasi 6 kuyu igeren petri kaplarinda
gerceklestirildi ve her bir kuyuya 5 ml hormondan arindirilmig serum igeren besiyeri
esliginde yaklasik 300.000 hiicre ekildi. Hiicreler 48 saat hormonlardan armdirilmis

besiyeri kosullarinda tutulduktan sonra besiyerleri ortamdan uzaklastirildi ve 0, 1, 10,
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100 nM konsantrasyonlarda DHT stok diliisyonlar1 eklenerek 24 saatligine inkiibatore
kaldirildi. Siirenin sonunda 6nce besiyerleri toplanarak -80°C’ye kaldirildi. Ardindan
hiicreler kazima yoluyla hasat edildi ve sonraki analizlerde kullanilmak iizere -80°C’ye

kaldirildi.

3.4.4. Hiicre ve Kiiltiir Besiyerlerinden RNA izolasyonu

Hiicre ve besiyerlerinden RNA izolasyonu, ticari olarak temin edilen RNA
izolasyon soliisyonu ile (TriPure) onerilen protokole gore geceklestirildi. Bunun igin
oncelikle hiicrelerin tizerine 1 ml, 200 pl besiyeri tizerine ise 800 pul RNA izolasyon
soliisyonu eklendi ve iyice karistirilip niikleoprotein komplekslerin ayrilmasi i¢in 2
dakika oda 1sisinda muamele edildi. Tip igeriklerine 200 pl kloroform eklenerek kisa
bir vorteks sonrasinda 5 dakika oda 1sisinda inkiibasyon gergeklestirildi. Inkiibasyon
sonrasinda Ornekler 4°C’de 12.000xg’de 15 dakika santriftijlendi. Santrifiijle 3 faza
ayrilan orneklerin en Ust kismindaki renksiz fazlar RNA izolasyonu i¢in yeni tiiplere
aktarildi; tizerlerine 500 pl izopropanol eklenerek iyice karistirildi ve RNA’nin
ayrilabilmesi icin 5 dakika oda 1si1sinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 6rnekler
4°C’de 12.000xg’de 10 dakika santrifiijlendi ve iist faz atildi. Ornekler iizerine, %75’lik
soguk etanolden 1’er ml eklendi ve vortekslenerek RNA yikandi. Sonrasinda 4°C’de
7.500xg’de 5 dakika santrifiijlendi ve iist faz atildi. Kalan etanoliin buharlasmasi icin
ornekler 10 dakika oda 1sisinda bekletildi. Son olarak, elde edilen RNA, 50 ul RNaz

DNaz igermeyen su igerisinde ¢ozildii.

RNA konsantrasyon ve safliklar1 spektrofotometrik yontemle analiz edildi
Protein ve fenol benzeri molekiillerin kontaminasyon oranini belirlemek amaciyla
yapilan 260/280 ve 260/230 absorbans Ol¢timlerinde safliklar 1,7-1,8 araliginda 6l¢iildi
ve elde edilen RNA’lar cDNA sentez islemine kadar -80°C’ye kaldirildi.

3.4.5. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Izole edilen total RNA’dan ¢cDNA sentezi, ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonlarinda kullanima uygun olacak sekilde mRNA, miRNA ve diger kodlama
yapmayan RNA’lardan es zamanli cDNA sentezinin gerceklestirilebilmesine olanak
saglayan bir kit (miScript II RT Kit) ile protokole uygun sekilde gerceklestirildi.
Kullanilan kit RNA molekiillerini standart sekilde cDNA’ya cevirirken oldukca kii¢lik
olan miRNA’larin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢cogaltilabilmelerini saglamak

amaciyla 6zel bir cDNA sentez yaklasimi izlemektedir. Bu yaklasimda, miScript Ters
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Transkripsiyon karisimi icerisinde bulunan iki enzimden ilki olan poli-A polimeraz
miRNA molekiillerine poli-A kuyrugu eklerken, ikinci enzim olan ters transkriptaz,
oligo-dT primerleri kullanarak poli-A eklenmis miRNA molekiillerini cDNA’ya ¢evirir.
Bu sayede miRNA’lar PZR ile ¢ogaltilabilmekte ve yaklasik 80 baz cifti (bg)
uzunlugunda PZR iiriinleri elde edilebilmektedir (Sekil 3-1).

miRMNA
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Sekil 3-1: miRNA'lardan cDNA sentez semasi

Kite dahil olan reaksiyon bilesenleri her bir 6rnek i¢in Tablo 3-1’de belirtilen
hacimlerde hazirland1 ve son hacim 20 pl’ye tamamlanacak sekilde kitin caligma

protokoliine uygun olarak kullanild.

Kalip RNA molekiillerini de igeren reaksiyon karigimlari, PZR cihazina
yerlestirildi ve 37°C sicaklikta 60 dakikalik inkiibasyonu takiben ters transkripsiyon
enziminin aktivitesini kaybetmesi i¢in 95°C’de 5 dakika bekletildi.

Elde edilen cDNA’lar buz iizerine alinarak spektrofotometrik yOntemle

konsantrasyon ve safliklar1 Olciildii. Konsantrasyonlar ortalama 550 nM olarak
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Olciiliirken, safliklar da 1,7-1,8 araliginda 6lciildii. cDNA Ornekleri daha sonra nicel

gercek zamanli PZR islemine tabi tutulmak iizere -20°C dondurucuya kaldirildi.

Tablo 3-1: RNA'dan cDNA sentez reaksiyonu bilesenleri

Malzeme Ornek Basina Kullamlan Miktar
5x miScript HiFlex Tamponu 4 ul
10x Nucleics Mix 2 ul
RNaz icermeyen Su 7 ul
miScript Ters Transkripsiyon Karigim 2 ul
Kalip RNA S5ul

3.4.6. Nicel Ger¢cek Zamanh PZR

Tez ¢alismasina konu olan RNA molekiillerinin anlatim diizeyleri SYBR Green
I floresan boya kullanilarak LightCycler 480 (Roche) cihazinda nicel gergek zamanlh
PZR ile analiz edildi. PSA ve PCA3 molekiillerinin analizi i¢in LightCycler 480 SYBR
Green I Master (Roche), miR-141 ve miR-375 molekiillerinin analizi i¢in ise miScript

SYBR Green PCR Kit (Qiagen) kullanild1.

Nicel gercek zamanli PZR’de PZR iirlinlerinin olusumu, SYBR Green I
molekiillerinin olusturdugu floresan 1s1manin 6l¢iimii ile takip edilebilmektedir. SYBR
Green I molekiiliiniin ¢ift zincirli DNA molekiillerine baglanma verimi ¢ok yiiksektir ve
serbest boya molekiilleri ¢ok az floresan 151ma yapmaktadir. PZR siirecinde primerlerin
hedef DNA molekiiliine baglanmasiyla 530 nm’de SYBR Green floresan i1simasi
Olciilebilir hale gelmekte ve uzama fazinda ise daha fazla cift zincir DNA molekiiliiniin
olugsmasiyla floresan sinyal giderek giliclenmektedir. Bu sayede nicel gercek zamanlh
PZR’de her uzama fazinin sonunda 530 nm’de floresans miktar1 Glgiilerek PZR iiriin

miktar1 hesaplanabilmektedir.
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PSA ve PCA3 molekiillerinin PZR islemi sirasinda, bu molekiillerin dizilerine
0zgil olan ileri (F) ve geri (R) primerler kullanildi. miRNA molekiillerinin analizinde
ise Ozglin dizi iceren uglarda molekiillere 06zgiil primerler kullanilirken,
poliadenillenmis ucta cDNA sentez asamasinda eklenmis olan poliA dizisine
komplementer ve analizi gerceklestirilecek her miRNA icin standart olan “evrensel
primer” kullanildi. Goreceli gen ifadesi analizi i¢in gerekli olan normalizasyon islemi
ise miRNA’lar i¢cin miR-16, PCA3 ve PSA i¢in ise GAPDH primerleri kullanilarak
gergeklestirildi. PZR isleminde kullanilan ileri ve geri primer dizileri Tablo 3-2’de

gosterilmistir.

Tablo 3-2: PZR'de kullamlan primer dizileri

Hedef ileri Primer Dizisi Geri Primer Dizisi

PSA TGA ACC AGA GGA GTT CTT GAC CCC AGA ATC ACC CGA GCA

PCA3 GGT GGG AAG GACCTGATG ATAC |GGG CGA GGCTCATCG AT

GAPDH |GCT CTCTGCTCCTCCTGT TC ACG ACC AAATCC GTT GACTC

miR-141 |UAA CAC UGU CUG GUA AAG AUG G |EVRENSEL PRIMER

miR-375 |UUU GUU CGU UCG GCU CGC GUG A |EVRENSEL PRIMER

miR-16 |UAG CAG CAC GUA AAU AUU GGC G |EVRENSEL PRIMER

PZR’de kullanilan reaksiyon bilesenleri, kullanilan primer ve kitlerin farklilig:
sebebiyle Tablo 3-3 ve Tablo 3-4’teki miktarlarda, ayr1 ayri1 hazrland1 ve farkh

reaksiyonlar gerceklestirildi.




Tablo 3-3: miRNA'larin analizinde 6rnek basina kullanilan reaksiyon bilesenleri
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Reaksiyon Bileseni Miktar
SYBR Green 10 ul
Universal Primer 2 ul
Ozgiil Primer 2 ul
DNaz, RNaz Icermeyen Su 5ul
cDNA 1 ul

Tablo 3-4: PCA3 ve PSA analizinde 6rnek basina kullamlan reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bileseni Miktar
SYBR Green 10 ul
Ileri Primer 0,5 ul
Geri Primer 0,5 pl
DNaz, RNaz Icermeyen Su 6 pl
cDNA 3ul

PZR islemleri sirasinda kullanilan polimeraz enzimini aktiflestirmek icin (“hot
start”) reaksiyon bilesenleri baslangigta 95°C’de muamele edildi ve denatiirasyon,
baglanma, sentez asamalari Tablo 3-5 ve Tablo 3-6’daki PZR kosullarma gore
gergeklestirildi. PZR sonrasinda hedeflenen genler disinda bir {iriiniin ¢cogalmadigindan
ve primer dimerlerinin olusmadigimdan emin olmak i¢in “erime egrisi analizi” yapildi.
Erime egrisi analizi ile PZR iirlin karakterizasyonu; DNA molekiiliiniin, uzunlugu ve
GC icerigine bagh olarak, sicaklik muamelesiyle %50’sinin tek sarmalli hale geldigi

%50’sinin ise ¢ift sarmalli olarak kaldigi karakteristik bir erime sicakligna sahip
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olmasina dayanmaktadir. Analiz sirasinda reaksiyon karigimi 95 °C’ye kadar isitilir.
Isitma stirecinde sicaklik, PZR {iriiniiniin erime sicakligina ulastiginda ¢ift zincirli DNA
erir ve SYBR Green floresan 1simasinin keskin bir sekilde azalmasina neden olur. Bu
sayede sicaklik gecislerinde floresan i1simanin siirekli olarak takip edilmesiyle

olusturulan erime egrileriyle analiz sonucu gozlemlenebilmektedir.

Analize paralel olarak molekiillerin biiytikliik analizleri agaroz jel elektroforezi
ile tayin edildi. Jeller, agaroz konsantrasyonu %2 olacak sekilde hazirlandi, UV 151k
altinda gozlem yapilabilmesi i¢cin son konsantrasyonu 0,5 mg/ml olacak sekilde EtBr
eklendi ve tampon olarak 0,5 X konsantrasyonda TBE kullanild1. Ornekler 120 voltta 30
dakika vyiiriitillerek elektroforez islemi gerceklestirildi ve islem sonrasinda jel

dokiimantasyon sisteminde UV 151k altinda incelenerek degerlendirme yapildi.

Tablo 3-5: miR-141 ve miR-375 analizlerinde uygulanan PZR kosullar:

Sicaklik (°C) Stire Dongii sayis1

Aktivasyon 95 15 dakika 1
Denatiirasyon 94 15 saniye

Yapisma 55 30 saniye 45
Uzama 70 30 saniye
95 1 saniye

Erime Egrisi 40 1 saniye 1
Analizi 50 1 saniye
95 Devamli

Sogutma 40 10 saniye 1

Tablo 3-6: PSA ve PCA3 analizlerinde uygulanan PZR Kkosullar:

Sicaklik (°C) Stire Dongii sayist

Pre-inkiibasyon 95 5 dakika 1
Denatiirasyon 95 10 saniye

Yapigma 60 20 saniye 49
Uzama 72 30 saniye
. o 95 5 saniye

Frime Lerisi 65 I dakika 1
95 Devamli

Sogutma 40 10 saniye 1
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Elde edilen PZR verilerinin degerlendirilebilmesi i¢in normalizasyon islemi

-AA
" metodundan

gergeklestirildi ve molekiillerin ifadelerinin hesaplanmasinda 2
faydalanildi. Bunun i¢in ifade seviyelerinin ¢ok degiskenlik gostermemesi beklenen

miR-16 ve GAPDH molekiilleri referans olarak kullanildi.

3.4.7. Istatiksel Analizler

Tez calismasinda, LNCaP hiicrelerinin androjenle muamelesini takiben miR-
141, miR-375, PSA mRNA ve PCA3 molekiillerinin ifade diizeyleri ve hiicreden kiiltiir
besiyerine salinimlar1 arastirildi. Bu ama¢ icin birbirinden bagimsiz olarak
gerceklestirilmis 5 hiicre kiltiirii deneyinin bulgular1 kullanildi. Gen ifadesindeki
degisimler, androjenle muamele edilmeyen hiicrelerdeki degerlere (bazal seviyeler) gore
“kat degisimi” olarak ifade edildi. Istatiksel karsilastrma “medyan testi” kullanilarak

yapildi. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tez c¢alismasinda, prostat kanserinde miR-141 ve miR-375 molekiillerinin
oneminden yola ¢ikarak, bu iki molekiiliin ifadelerinin diizenlenmesi ve hiicre disina
salinimlarinda androjenin etkisi arastirilmistir. Tez ¢alismasinda ayrica, ifadelerinin
androjenlerce diizenlendigi bilinen PSA ve PCA3 karsilagtirma molekiilleri olarak
kullanmildi. Calisma in vitro kosullarda, androjene duyarl bir prostat kanseri hiicre hatti
olan LNCaP hiicreleri kullanilarak gergeklestirildi. Androjenden armdirilmis
besiyerinde biiyiitiilen hiicreler 24 saat siiresince 0, 1, 10 ve 100 nM konsantrasyonlarda
testosteronun daha aktif metaboliti olan Sa-dihidrotestosteron (DHT) ile muamele
edildiler. Muamele sonrasinda, molekiillerin ifade seviyeleri ve hiicre disima salinimlari

nicel PZR’de incelendi.

4.1. Androjen ile Muamele Sonrasinda Hiicrelerden ve Besiyerlerinden Cogaltilan
Molekiillerin Uzunluk Analizleri

Tez ¢aligmasinda, kodlama yapmayan kisa RNA dizileri olan miR-141 ve miR-
375 molekiillerinin yani sra PSA mRNA’s1 ve bir uzun kodlama yapmayan RNA olan
PCA3’{in de kullanilmasi nedeniyle gerek hiicrelerden gerekse kiiltiir besiyerinden RNA
eldesi tiim RNA molekiillerini igerecek sekilde gerceklestirildi. Elde edilen tiim RNA,
spektrofotometrik yontemle miktar ve saflik agisindan kontroliiniin yapilmasidan sonra
cDNA’ya doniistiiriildii. Bu asamada, mRNA, miRNA ve uzun kodlama yapmayan
RNA molekiillerinden c¢cDNA elde edilebilmesine olanak saglayan bir protokol
izlenmistir. Detayli anlatimi Gere¢ ve Yontemler Boliimii’nde bulunan bu protokole
gore mRNA ve uzun kodlama yapmayan RNA molekiillerinin cDNA’ya ¢evrilmeleri
standart bir sekilde gerceklestirilirken, miRNA molekiillerinin 3’ ucuna poli-A
kuyruklar1 eklenmekte ve cDNA’ya c¢evrilmeleri sirasinda poli-T primerleri
kullanilarak, PZR sonrasinda yaklasik 80-90 b¢ uzunlugunda PZR firiinleri elde
edilebilmektedir. Calismada gergeklestirilen nicel gercek zamanli PZR sonrasinda
miRNA PZR friinlerinin uzunluklar1 beklendigi gibi yaklasik 80-90 b¢ olarak teyit
edilmistir. Sekil 4-1 ve 4-2°de PZR sonrasinda miR-141 ve miR-375 molekiillerinin

agaroz jel elektroforezi sonucu elde edilen goriintiileri gésterilmektedir.
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Sekil 4-1: Hiicre ve besiyerlerinden elde edilerek cogaltilan miR-141 molekiiliiniin
biiyiikliik analizi
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Sekil 4-2: Hiicre ve besiyerlerinden elde edilerek cogaltilan miR-375 molekiiliiniin
biiyiikliik analizi

Sekil 4-3 ve 4-4’te ise ayn1 kosullarda agaroz jel elektroforezi yontemiyle analiz
edilen PSA mRNA ve PCA3 PZR iiriinlerinin jel goriintiileri goriilmektedir. PCA3 PZR
tirliiniiniin uzunlugu yaklasik 250 bg¢ olarak gozlemlenirken, PSA mRNA PZR iiriiniiniin
boyu yaklagik 160 bg olarak gozlemlenmistir.
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Sekil 4-3: PCA3 molekiiliine ait PZR iiriinlerinin biiyiikliik analizi
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Sekil 4-4: PSA molekiiliine ait PZR iiriinlerinin biiyiikliik analizi

4.2. Nicel Ger¢cek Zamanh PZR ile Cogaltilan Molekiillerin Cogalma Egrileri ve
Erime Egrisi Analizleri

Calismada incelenen miRNA molekiilleri olan miR-141 ve miR-375’in miktar
tayin analizinde mir-16 molekiili referans molekiil olarak kullanilmistir. miR-16
molekiilii, ifade diizeyinin farkli kosullarda kararli kalmasi nedeniyle bir ¢ok ¢alismada
“kontrol molekiilii” olarak tercih edilen bir miRNA olarak dikkati ¢ekmektedir. Sekil 4-
5 ve 4-6’da da goriildiigii gibi, farklit DHT konsantrasyonlarinda miR-16 molekiiliiniin
ayni diizeyde ifade edildigi goriilmektedir. miR-141 ve miR-375 ifadesinde ise kiigiik
farkliliklarin oldugu dikkati cekmektedir.
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Sekil 4-5: DHT ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinde miR-375 molekiiliiniin ¢ogalma
egrileri
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Sekil 4-6: DHT ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinde miR-141 molekiiliiniin ¢ogalma
egrileri

PSA ve PCA3 genlerinin ifade analizlerinde ise GAPDH referans olarak
kullamildi.  Sekil 4-7’de  goriildiigii  tizere, GAPDH ifadesi farkli DHT
konsantrasyonlarinda nispeten kararli iken, PCA3 anlatim diizeyinin artan DHT
konsantrasyonu ile bariz sekilde arttig1 géze ¢carpmaktadir. Benzer durum PSA igin de

gecerlidir. Artan DHT dozlarinin PSA anlatimini uyardig1 gézlenmektedir (Sekil 4-8).
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Sekil 4-7: DHT ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinde PCA3 ¢cogalma egrileri
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Sekil 4-8: DHT ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinde PSA mRNA cogalma egrileri

Tez caliymasinda c¢ogalma egrilerinin analizlerinin ardindan erime egrisi
analizleri de gerceklestirilmis olup PZR {riinlerinin 6zgiilliigi teyit edilmistir. Sekil 4-
9’da miRNA molekiillerinin erime tepeleri gosterilmektedir. Her bir molekiil dizisinin
kendine 6zgli guanin-sitozin igerikleri ve molekiil biiyiikliiklerine bagl olarak 6zgiil
erime tepeleri olusturduklar1 goriilmektedir. Sekil 4-10°da ise kiiltiir besiyerlerinden
cogaltilan PSA ve PCA3 molekiillerinin erime tepeleri yer almaktadir. Burada PSA ve
GAPDH molekiillerine 6zgii erime tepeleri gozlenebilirken, PCA3’lin saptanabilir

diizeyde olmamasi nedeniyle bu molekiile ait 6zgiil bir erime tepesi olugsmamistir.
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Sekil 4-9: LNCaP hiicrelerinden cogaltilan miRNA molekiillerine 6zgii erime tepeleri
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Sekil 4-10: Kiiltiir besiyerlerinden ¢ogaltilan PSA ve PCA3 molekiillerine 6zgii erime
tepeleri

4.3. miR-141, miR-375, PSA ve PCA3 Molekiillerinin DHT Dozlarina Bagh ifade
ve Hiicre Disina Salimim Seviyelerinin Analizi

Hedef molekiillerin, LNCaP hiicrelerinde ve kiiltiir besiyerindeki miktarlarim
degerlendirmek i¢in birbirinden bagimsiz olarak gerceklestirilen 5 hiicre kiiltiiri
deneyinin bulgular1 kullanildi. Hedef molekiillerin ifade diizeyleri goreceli olarak
(“semi-quantitative”) hesaplandi. Bu amagla nicel PZR’de esik floresan 1s1ma degerinin

-AACt

asildig1r dongiliye (Ct, “Cycle treshold”) dayanan 2 metodundan faydalanildi. Bu
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metoda gore, hedef molekiilin Ct degerinin kontrol amagli kullanilan molekiiliin Ct
degerine boliinmesiyle, 6rnekler arasindaki degisimlerin normalize edilmesi saglandi.
Tablo 4-1 ve Tablo 4-2’de, miR-141, miR-375, PSA mRNA ve PCA3 molekiillerinin, 0,
1, 10 ve 100 nM DHT ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinde ve hiicrelerden salinim

sonrasi kiiltiir besiyerinde goreceli miktarlar1 yer almaktadir.

miR-141 ve miR-375’in LNCaP hiicrelerindeki bazal ifade seviyeleri
karsilastirildiginda miR-141’in (ortalama 0,14), miR-375’e (ortalama 0,005) gore daha
yiiksek seviyede ifade edildigi goriilmektedir. PCA3’lin bazal seviyesinin, PSA’ya
(ortalama 0,07) oranla yaklasik 3800 kat daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Tablo 4-1: miR-141, miR-375, PSA mRNA ve PCA3 molekiillerinin LNCaP hiicrelerinde
goreceli ifade diizeyleri

LNCaP Hiicrelerinde Goreceli ifade Diizeyi

miR-141

DHT (nM) 0 nM 1 nM 10 nM 100 nM
Deney 1 0,031 0,046 0,072 0,061
Deney 2 0,056 0,010 0,066 0,067
Deney 3 0,122 0,073 0,121 0,067
Deney 4 0,211 0,311 0,425 0,279
Deney 5 0,269 0,313 0,324 0,734

miR-375

DHT (nM) 0 nM 1 nM 10 nM 100 nM
Deney 1 0,003 0,004 0,004 0,004
Deney 2 0,007 0,003 0,008 0,021
Deney 3 0,007 0,008 0,008 0,010
Deney 4 0,004 0,005 0,005 0,003
Deney 5 0,003 0,004 0,004 0,002

PCA3

DHT (nM) 0 nM 1 nM 10 nM 100 nM
Deney 1 0,00001 0,0004 0,0012 0,0019
Deney 2 0,00001 0,0003 0,0011 0,0015
Deney 3 0,00003 0,0004 0,005 0,002
Deney 4 0,00002 0,0006 0,008 0,014
Deney 5 0,00002 0,0009 0,012 0,004

PSA mRNA

DHT (nM) 0 nM 1 nM 10 nM 100 nM
Deney 1 0,161 2,52 3,083 4,931
Deney 2 0,092 1,33 I, 838 1,082
Deney 3 0,049 0,712 0,72 0,946
Deney 4 0,029 0,37 1,01 0,95
Deney 5 0,014 0,238 0,04 1,18




Tablo 4-2: miR-141, miR-375, PSA ve PCA3 molekiillerinin hiicre kiiltiirii besiyerinde
goreceli miktarlar
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Hiicre Kiiltiirii Besiyerinde Goreceli Miktar

miR-141

DHT (nM) 0 nM 1 nM 10 nM 100 nM
Deney 1 0,031 0,06 0,07 0,132
Deney 2 0,034 0,056 0,024 0,023
Deney 3 0,012 0,029 0,057 0,036
Deney 4 0,333 0,367 0,449 0,567
Deney 5 0,529 0,554 0,589 0,297

miR-375

DHT (nM) 0 nM 1 nM 10 nM 100 nM
Deney 1 0,006 0,008 0,012 0,041
Deney 2 0,002 0,002 0,002 0,002
Deney 3 0,005 0,003 0,002 0,002
Deney 4 0,005 0,005 0,003 0,005
Deney 5 0,005 0,005 0,006 0,021

PCA3

DHT (nM) 0 nM 1 nM 10 nM 100 nM
Deney 1 0 0 0 0
Deney 2 0 0 0 0
Deney 3 0 0 0 0
Deney 4 0 0 0 0
Deney 5 0 0 0 0

PSA mRNA

DHT (nM) 0 nM 1 nM 10 nM 100 nM
Deney 1 0,0528 0,232 0,289 0,36
Deney 2 0,057 0,627 0,409 0,508
Deney 3 0,059 0,67 0,72 0,92
Deney 4 0,068 0,61 0,69 0,87
Deney 5 0,081 0,73 0,86 1,1

Istatiksel karsilastrma ve gen ifade diizeylerinin grafiksel gosterimi igin,

yukaridaki tablolarda yer alan degerler “kat degisimi” seklinde ifade edildi. Bunun igin,

DHT ile muamele edilmeyen hiicrelerdeki ifade diizeyleri “1” olarak almarak (bazal
diizey), DHT’nin farkli konsantrasyonlarindaki degisim oranlar1 katlar seklinde
hesaplandi. Istatistiksel karsilastirma, 5 farkli deneyin degerleri baz alnarak “medyan
test” ile yapildi. Grafiksel gosterimler, gen ifadelerinin ortalama degerlerini ve standart

sapmalarini gostermektedir (Sekil 4-11°den 4-14 e kadar).
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Analiz sonucunda DHT muamelesinin hedef molekiiller iizerindeki uyarici
etkisinin farklilik gosterdigi belirlenmistir. PSA ve PCA3 ile karsilastirildiginda,
DHT’nin miR-141 ve miR-375 molekiillerinin LNCAP hiicrelerindeki ifade diizeylerine
etkisinin zayif oldugu goriilmektedir. miR-141 ve miR-375 molekiillerinin en yiiksek
DHT konsantrasyonunda anlatim diizeyleri en fazla 1,5 kat artmistir (p=0,07) (Sekil 4-
11 ve 4-12). miRNA molekiillerinin hiicre digina salinimlarindaki degisimler, hiicresel
ifade seviyelerine benzer ger¢eklesmistir. En yiiksek DHT dozu (100 nM) ile muamele
edilen hiicrelere ait besiyerlerinde, kontrollere gore miR-141 miktar1 1,7 kat (p=0,07)
miR-375 diizeyi ise 1,4 kat (p=0,07) artmustir. Bu degerler, miR-141 ve miR-375’in
artan oranlarinin istatiksel olarak anlamli olmasa da, anlamliliga yakin oldugunu

gostermektedir.

miR-141
3 -

25 A

Kat Degisimi

15 A

0 1 10 100 nM

LNCaP Hiicreleri Kiiltiir Besiyeri

Sekil 4-11: DHT ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinde miR-141 ifade seviyesi ve
hiicreden salimmindaki degisimler
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LMCaP Hiicreleri Kiiltiir Besiyeri

Sekil 4-12: DHT ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinde miR-375 ifade seviyesi ve
hiicreden salimmindaki degisimler

miRNA molekiillerinden farkli olarak, DHT’nin PSA mRNA ve PCA3
molekiillerinin ifadesinde ¢ok daha belirgin bir artisa neden oldugu belirlenmistir. DHT
dozuna bagl olarak, LNCaP hiicrelerindeki PSA mRNA miktar1 14-30 kat, PCA3
molekiil diizeyi ise yaklasik 200 kata kadar artmustir (p<0,001) (Sekil 4-13 ve 4-14). Bu
verilere gore DHT muamelesinin PCA3 ifade seviyesi lizerinde daha belirgin bir etkiye
sahip oldugu sdylenebilir. Kiiltiir besiyerinden PCA3 molekiilii cogaltilamamistir. Buna
karsin beklendigi gibi, DHT uygulamasi hiicrelerden 6nemli oranda PSA salinimina yol
acmustir. Hiicrelerden salman PSA miktarinda, kontrollere gore 9-12 kat artis (p<0,01)
gerceklesmistir. (Sekil 4-14).
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Sekil 4-13: DHT ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinde PCA3 ifade seviyesi ve hiicreden
salimmindaki degisimler
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Sekil 4-14: DHT ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinde PSA (mRNA) ifade seviyesi ve
hiicreden salimmindaki degisimler



43

5. TARTISMA

Prostat kanseri androjen bagimli bir kanser tipidir. Androjenler, gerek prostat
dokusunun normal gelisimi ve islev gostermesinde, gerekse prostat karsinogenezinde
birinci basamagi olusturan diizenleyicilerdir. Hiicre icerisinde ligandlar1 olduklari
androjen reseptorlerine  baglanmalarim1  takiben, reseptor fosforilasyonu ve
dimerizasyonu gercgekleserek islevsel androjen reseptorii dimerleri olusturulur (32).
Androjen reseptorleri niikleer transkripsiyon faktorleridir ve en iyi bilinen 6rnek PSA
basta olmak tizere bircok genin ifadesinin diizenlenmesinden sorumludurlar (55). Tez
calismasinda androjen molekiili olarak kullanilan dihidrotestosteron (DHT),
testosteronun daha aktif olan hiicre i¢i metabolitidir ve androjen reseptoriiniin temel

ligand1 olup, reseptor afinitesi daha yiiksektir (2).

Calismaya konu olan miR-141 ve miR-375 molekiillerinin ileri evre/metastatik
hastalikla iligkisi, bu molekiillerin de androjenler tarafindan diizenleniyor olabilecegi
diisiincesini dogurmustur. Bu noktadan hareketle, tez calismasinda, androjene duyarl
bir hiicre hatt1 olan LNCaP hiicreleri kullanilarak farkli konsantrasyonlarda (0, 1, 10,
100 nM) uygulanan DHT nin bu molekiillerin ifade seviyelerine etkisi incelenmistir.
Ote yandan belirlenen miRNA’larin hasta serum/plazmalarinda bulunan yiiksek
degerleri, molekiillerin tiimor dokusundan kana saliniyor olduklarina isaret etmekte
oldugundan (10), hiicre kiiltiirii besiyerine salinan miRNA seviyeleri de ayr1 bir
parametre olarak degerlendirilmistir. Androjenlerce ifadelerinin diizenlendigi bilinen
diger molekiillerle karsilastirmali bir ¢caligma yapilabilmesi acisindan PSA ve PCA3

molekiilleri de ayn1 metotla analiz edilmistir.

Elde edilen bulgular, DHT nin analiz edilen molekiillerin anlatim diizeyleri ve
hiicre digina salinimlarma farkli sekilde etki ettigi yoniindedir. LNCaP hiicrelerinde, her
iki miRNA’nin da doza bagh olarak zayif sekilde uyarildig1 goriiliirken, PSA ve PCA3
iizerindeki DHT etkisi ¢ok daha belirgin bulunmustur. Molekiillerin hiicre digina
salmimlar1 analiz edildiginde ise PCA3 haricindeki diger molekiillerin, hiicresel ifade
seviyeleriyle korele sekilde salinim gosterdikleri belirlenmistir. Bu verilere gore
androjenlerin miR-141 ve miR-375’in ifade edilmelerine ve salinimlarina etkisinin,

PSA mRNA ve PCA3 ile kiyaslandiginda smnirli oldugu sdylenebilir. Bu bulgular, adi
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gecen molekiillerin androjenler tarafindan farkli sekilde diizenleniyor olabileceklerine

isaret etmektedir.

miR-141 ile ilgili elde edilen veriler giincel ¢aligmalarla uyumlu bulunmustur.
Waltering ve ark.’nin yaymladig1 ¢alismada da tez ¢calismasina benzer sekilde, androjen

uygulamasinin miR-141 ifade seviyesini yaklasik 1,5 kat arttirdig1 bildirilmistir (108).

miR-141, metastaz gelisimi i¢in ¢ok oOnemli bir adim olan epitelden
mezenkimale doniisimde (EMT) transkripsiyon faktorleri ZEB1 ve ZEB2’yi
hedefleyerek EMT’y1 baskilayan miR-200 ailesinin bir liyesidir (97, 114, 115) fakat
Ozgiil hedefi belirlenememistir (108). EMT nin baskilanmasi tiimor hiicresi i¢in bir
dezavantaj olsa da ileri evre/metastatik hastalikta miR-141’in seviyelerinin artma sebebi
heniiz bilinmemektedir. Ote yandan bir baska calismada ise miR-141’in androjen
reseptorii islevinin diizenlenmesinde etkili olabilecegi gosterilmistir (116). AR ile direkt
etkilesime gecerek reseptor aktivitesini engelleyen SHP nin 3’UTR’sinde miR-141 ile
komplementer bir bdlge igerdigi bildirilmistir (116). miR-141in ileri evre/metastatik
prostat kanserinde ifade seviyeleri artmaktadir fakat molekiiliin hastalik prognozundaki
rolii tam olarak belirlenememistir. Bilgisayar analizleriyle yapilan ¢alismalarla miRNA
dizileriyle kismi ya da tam esleniklik gosteren pek ¢ok 3°’UTR bolgesi
tanimlanabilmektedir fakat bu esleniklik dolayisiyla meydana gelebilecek mRNA
susturulmasmin deneysel c¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir. Elde edilen
bulgulara dayanarak miR-141 molekiiliiniin gerek ifade gerekse hiicre disina
sallmmasmin androjenlerce sinirli olarak diizenlendigi sdylenebilecek iken, hastalik
gelisme ve ilerlemesi safhalarinda diizenleyici olabilecek baska molekiiller olabilecegi
de dislanmamalidir. Diger taraftan, zayif bir uyarimin bile androjenin miR-141 aracili

etkileri i¢in yeterli olabilecegi de goz ardi edilmemelidir.

Tez calismasinda elde edilen bulgular, miR-375’in miR-141’e benzer sekilde
androjen tarafindan diizenleniyor olabilecegine isaret etmektedir. miR-375 molekiilii de
miR-141 gibi ileri evre/metastatik hastalikla iliskilendirilmis olup, hiicresel fonksiyonu
hakkinda ¢ok az ¢alisma yapilmistir ve prostat kanserindeki rolii bilinmemektedir. miR-
375 seviyeleri uzak metastazlarm bulunmasi durumunda ve lenf nodu tutulumlarinda
artmis olarak bulundugundan sistemik hastalikla iliskilendirilmistir (11). Ote yandan
normal fizyolojik kosullarda pankreasta yiiksek seviyede ifade edildigi belirlenmistir

(118, 119). Bir baska calismada ise endoplazmik retikulumdan golgi cisimcigine protein
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tasinmasinda gorevli SEC23A geninin 3’UTR bdlgesinin miR-375 icin bir hedef
olabilecegi ifade edilmis ve prostat kanserinde SEC23A protein ve mRNA seviyelerinin
miR-375 artisiyla korelasyon gosterecek sekilde azaldigi ifade edilmistir (117). Bu
veriler 15181nda miR-375 molekiiliiniin hormonlarla iligkili bir hiicresel gorevi oldugu
spekiile edilebilir fakat bu konuda yaymlanmis veri olmadigimmdan miR-375

molekiiliiniin islev ve diizenlenmesiyle ilgili yapilacak arastirmalara ihtiyag vardir.

Tez caliymasinda, beklenildigi gibi, PSA mRNA ve PCA3’iin androjen
tarafindan yiiksek oranda uyarildigi belirlenmistir. Bununla iligkili olarak, oldukca
diisiik bir DHT konsantrasyonu (1 nM) bile bu iki molekiilii yiiksek oranda uyarmak
icin yeterli olmustur. PCA3’lin prostata spesifik gen anlatimini (120) ve AR hedef
genlerini diizenlemedeki roliinii (71) dikkate aldigimizda, bu sonucun gercek¢i oldugu
sOylenebilir. PCA3 seviyeleri saglikli prostat dokusunda ve diger dokularda
belirlenemeyecek kadar diisiik iken prostat kanserinde yiliksek seviyelerde ifade
edilmektedir (81). Yapilan calismalar doku PCA3 seviyeleri ile hastaligin agresifligi
arasinda bir iligki bulamamistir fakat az, orta ve iyi seviyelerde farklilagsmis tiim prostat
tiimorlerinde belirlenebilir olmasi, PCA3 ifadesinin tiimor gelisimde erken bir olay
olduguna isaret etmektedir (71, 81). Tez calismasinda da androjen uyarimmin PCA3
ifade seviyesini konsantrasyona bagli sekilde arttirdig1 belirlenmistir fakat besiyerinde
Olciilebilir diizeyde PCA3 molekiilii saptanamamustir. Kiiltiir besiyerinde PCA3
saptanamamasiim, molekiiliin hiicresel diizeylerinin diisiik olmasinin ve/veya
besiyerinde kararliligmin diisiik olmasmin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir.
PCA3’iin prostat kanseri tanisinda kullanilmasima olanak saglayacak testler, genellikle
prostat muayenesini takiben idrardan PCA3 analizine imkan verecek sekilde
tasarlanmistir ve rektal muayenenin idrar 6rneklerindeki PCA3 seviyesini dikkate deger
sekilde arttirdig1 belirlenmistir (70). Materyal olarak periferik kanin kullanildig1 smirh
sayida ¢alisma vardir ve elde edilen sonuglar celigkilidir. Buna karsin calismalarin
cogunda ya az sayida kan Orneginde PCA3 belirlenebilmistir ya da hig
belirlenememistir (71). Bu verilere ve tez ¢alismasinda elde edilen sonuclara dayanarak;
PCA3’ilin hiicre disinda serbest sekilde bulunmadigi, idrardan analizi gergeklestirilen
PCA3 molekiillerinin ise muayene sonrasi idrar yoluna ddkiilen tiimor hiicrelerinden
kaynaklandigi, yine ayn1 sekilde periferik kandan az oranda elde edilebilen PCA3’{in de

dolasima katilan tiimor hiicreleri kaynakli olabilecegi spekiile edilebilir.
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Niikleik asitlerin  hiicre dismma salimm mekanizmalar1 tam olarak
aydmlatilamamistir. Apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimii sonucunda hiicre igeriginin bir
kism1 dolasima gecgebilirken, baz1 deneysel ¢alismalar niikleik asitlerin hiicrelerden aktif
olarak salindiklarmi gdstermektedir. Ozellikle son derece hassas molekiiller olan
RNA’larin RNaz aktivitesinden korunarak viicut sivilarindan elde edilebilmeleri,
niikleik asitlerin eksozom ve vezikiil yapilarina katilarak veya lipoproteinlerle kompleks
olusturarak hiicre digina saliniyor olabilecekleri diisiincesini dogurmustur. Eksozom
yapilarindan niikleik asitlerin elde edilebildiginin gosterilmesi bu diisiinceyi dogrular
niteliktedir (9). Ote yandan eksozom yapisina katildigi bilinen molekiillerden
miRNA’larin hiicreler arasi iletisimde rol oynadigi bildirilmistir (121). Viicut
sivilarinda varligi gosterilen ve kanserle iliskilendirilen pek cok kodlama yapmayan
RNA molekiiliiniin ¢esitli yolaklardaki bozulmalar sonucunda farkli ifade ve salinim
diizeylerine sahip olmalari, kanser olusum ve ilerlemesinde aktif rol aldiklarina isaret
etmektedir. Serum ve plazma gibi viicut sivilarinda kanserle iligkili saptanan

degisiklikler, bu molekiillerin biyobelirte¢ potansiyelini gostermektedir.

Sonug¢ olarak, tez calismasinda, androjen bagimli bir kanser olan prostat
kanserinde ileri evre/metastatik hastalikla iligkilendirilmis iki miRNA olan miR-141 ve
miR-375 ile androjenlerle ifadelerinin diizenlendigi bilinen PSA ve PCA3
molekiillerinin anlatim ve hiicre dis1 salimimlaria androjenin etkisi in vitro kosullarda
karsilagtrmali olarak arastirilmistir. Elde edilen bulgular, androjenin, molekiillerin
anlatim seviyeleri ve salmimlar1 lizerinde etkisinin farkli diizeyde olduguna isaret
etmektedir. miRNA’larin doza bagh olarak zayif oranda uyarildigi, hiicre disma
salmimlarinin da anlatim diizeyleriyle korele olacak sekilde smirli diizeyde oldugu
belirlenmistir. PSA ve PCA3 {izerindeki androjen etkisi ise ¢ok daha belirgin olup
anlatim diizeylerini yiiksek oranda etkilerken, PSA saliniminin da androjen etkisiyle
arttigi, buna karsin PCA3 salmiminin Olgiilebilecek diizeyde olmadigr ortaya
konmustur. Calisma, androjenlerin, incelenen molekiillerin anlatim seviyelerine
etkisinin yaninda, hiicre disina salinimlarma etkisinin de arastirilmasi agisindan 6zgiin
bir deger tasmmaktadwr. miR-141 ve miR-375’in androjen tarafindan hangi

mekanizmalarla diizenlendigi konusunda ileri ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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