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OZET

PROSTAT KANSERI GELiSIMINDE ANDROJENLERIN
OKSIDATIF STRES KONTROLUNDEKI ROLUNUN
ARASTIRILMASI

ERTUNC, Nursah

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Kemal Sami Korkmaz
Haziran 2015, 100 sayfa

Androjen reseptorii (AR), ligand-bagimli steroit reseptdr ailesine ait bir
transkripsiyon faktoriidiir. AR sinyal yolag1 prostat gelisiminde 6nemli oldugu
kadar, prostat kanseri gelisiminde, biiylimesinde ve ilerlemesinde de 6nemli rol
alir. Oksidasyon hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin artisina yada azalisina sebep
olur. Dolayisiyla, dogrudan yada dolayli yollardan etkilesim araciligi ile androjen

reseptOr sinyalizasyonunu igeren ¢esitli hiicresel olaylarin yanitina neden olur.

Bu tez ¢alismasinda, normal ve tiimor (androjene duyarli ve direngli) prostat
hiicre hatlarinda, oksidatif stres olusumu ile prostat kanseri arasindaki iliski ve
androjenlerin ilgili yolaklara olan etkisinin ¢alisilmas1 amaglanmistir. Inflamasyon
ile indiiklenmis prostat kanserinde AR proteininin kaybinin énemi LNCaP prostat
kanser hiicrelerinde in vitro akut ve kronik inflamasyon modelleri ile ¢alisiimistir.
Kosullandirilmig ortam (CM) uygulamalarinda, CM dozuna bagli olarak AR’1n
yikimi  goriiliitken, bu yikimm antioksidan LNAC uygulamas: ile geri
dondiiriilebildigi bulgulanmistir. LNCaP hiicrelerinde CM uygulamasi ile birlikte
siRNA aracilikli olarak AR susturuldugunda, AR yoksunlugu ve CM-aracilikl
proteosomal yikimin toplam sonucu olarak NKX3.1 seviyesinin azaldigi
gozlenmistir. Dahasi, DCFH array yontemiyle intraseliiler ROS seviyesi androjen
uygulamasi sonrasi arastirilldiginda, AR varliginda, hidrojen peroksit
konsantrasyonuna bagli olarak artan ROS seviyesinin androjen uygulamasi ile
geriledigi goriilmiistiir. Tim sonuclar degerlendirildiginde, ROS seviyesinin
androjenlere duyarlilik gosteren prostat kanseri hiicrelerinde androjen uygulamasi
ile baskilanmis olmasi androjen varligmin ve AR aktivasyonunun antioksidan

yanit lizerindeki 6nemini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Prostat kanseri, AR, inflamasyon, ROS
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ABSTRACT

INVESTIGATING THE ROLE OF OXIDATIVE STRESS
CONTROL OF ANDROJENS ONTO DEVELOPMENT OF
PROSTATE CANCER

ERTUNC, Nursah

MSc in biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Kemal Sami Korkmaz
June 2015, 100 pages

The androgen receptor (AR) is a ligand activated transcription factor that
binds DNA response element as a homodimer. The androjen receptor and its
signaling pathway play an important role in development, growth and progression
of prostate cancer. Oxidative stress caused by an increase in reactive oxygen
species levels or a decrease in cellular capacity can evoke the modulation of
various cellular events including androgen receptor signaling via direct or indirect

interaction.

In this study, using prostate cell lines, it is aimed to examine the effect of
androgens to related pathways and relationship between oxidative stress formation
and prostate cancer. Significance of AR protein loss in inflammation-induced
prostate cancer is studied in vitro acute and chronic inflammation models in
LNCaP prostate cancer cells. CM treatments resulted in the degradation of AR in
dose-dependent manner. Interestingly, LNAC treatment restored AR.
Furthermore, we performed AR silencing together with CM treatment in LNCaP
cells, and the results showed that reduced NKX3.1 level was a consequence of the
synergetic effects of repression of AR transactivation due to AR depletion and
CM-mediated proteasomal degradation. Moreover, the intracellular ROS level
was examined using the DCFH assay following the treatment of LNCaP cells with
synthetic androgens. Thus, significant reduction in the ROS level was observed.
By the evaluation of all data, it is concluded that loss of AR signaling result in the

effect on antioxidant response of AR activation.

Keywords: Prostate cancer, AR, Inflammation, ROS
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1. GIRIS

Prostat kanseri, batili {llkelerde karsilasma sikligi  en yiiksek
kanserlerdendir. Androjen reseptor aktivitesi, prostat kanseri gelismesinde,
biiylimesinde ve ilerleyisinde dnemli role sahiptir (Abate-Shen and Shen, 2010;
Atug, 2015). Prostat kanserinin tedavisinde uygulanan androjen ablasyonu
tedavisi/antihormon tedavisi organ i¢i smirlarda olan andenokarsinomun
gerilemesine neden olmakta ancak, sonrasinda siklikla hormon direngli tiimdrlerin
olusumuna neden olmaktadir. Bu evreye erisen timorlerin tedavisi i¢in ise etkin

bir yontem bulunmamaktadir.

Oksidatif stres, prostat karsinogenezisde baslama, gelisme ve ilerleme
olarak tanimlanan 3 basamagin hepsine katki saglar. Bircok kanser tipinde artmis
reaktif oksijen/nitrojen tiirleri (RONS) firetimi goriilmektedir. Bu durum
baslangicta tlimorlerin regresyonuna neden olurken, daha ileride artan ROS
seviyesinin tolere edilmesi ile ROS direncliligi yiiksek hiicre gruplariin ortaya
cikisini tetiklemektedir (Guyton and Kensler, 1993). Bu nedenlerle, androjenlerin
oksidatif stres regiilasyonundaki roliiniin aragtirilmasi, antiandrojen tedavi
yaklagiminin, ROS ile tetiklenen tiimorlesme mekanizmalari tizerindeki etkisinin

aydinlatilmasi agisindan 6nem tagimaktadir.

Son yillarda yapilan arastirmalarda, ROS’un kronik inflamasyon ve kanser
arasindaki baglantry1 tamamladig1 gosterilmektedir. Bu tez kapsaminda, in vitro
prostatik inflamasyon modeli ile LNCaP hiicreleri, doz ve siire bagimli
mikrogevrede beslenmigtir. Normal/Tiimér (androjen duyarli ve androjene
direncli) prostat hiicre hatlarinda, oksidatif stres olusumu ile prostat kanseri
arasindaki iliski ve androjenlerin ilgili yolaklara olan etkisinin caligiimasi
amaglanmistir. Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri (ROS) diizeyinin artisina bagli
olarak tetiklenen hiicrenin proliferasyon (kronik enflamasyon gibi) ve kanserde

baskilanan apoptoz yolaklar1 ¢aligilmistir.

Ayrica, AR, p53, SIRT1 ve NKX3.1 seviyeleri/ fosforilasyonlari, islev

kazandirma (gain of function), baskilama (siRNA) yontemleri ile arastirilmas,



ROS aracilikli protein yikimina bagl degisimleri antioksidan L-NAC kullanilarak
baskilanmistir.

ROS artigina bagli olarak gelisen atrofi olusumunda AR kaybi, metabolik
aktivitenin artigina baglh gelisen SIRT1 aktivasyonu p53 ve AR asetilasyonlari ile
eslesik olarak artan DNA hasar1 diizeyleri L-NAC yoklugunda/varliginda

arastirilmagtir.



2.GENEL BIiLGIiLER
2.1. Prostat Kanseri

Prostat kanseri ileri yas erkek popiilasyonunda en sik goriilen saglik
problemlerinden biridir (Gorgel vd., 2011). Erkeklerde teshis edilmis en yaygin
kanser tiirlidiir ve diinyada 6liim siralamasi bakimindan ikinci siradadir (sekil 2.1)

(Taverna et al., 2015).

Prostat kanseri, prostat bezindeki hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii arasindaki
dengenin bozularak, organ hacminin malin biiylimesi olarak tanimlanabilir.
Istatistiksel acidan tiim kanserlerin %32’sini olusturur. Avrupa’da en sik gériilen
solid tiimor olup her 1000 erkekten 214’in de prostat kanseri gdzlenmektedir.
Prostat kanseri bir yaslilik hastalig1 olup 40 yas alt1 erkeklerde nadiren olusur.

Insidans1 40 yaslarindan 80°li yaslara uzanana kadar giderek artar.

Estimated Deaths

Males
Lung & bronchus 86,220 29%
Prostate 32,050 1%
Colon & rectum 26,580 9%
Pancreas 18,770 6%
Liver & intrahepatic bile duct 12,720 4%
Leukemia 12,660 4%
Esophagus 11,650 4%
Non-Hodgkin lymphoma 10,710 4%
Urinary bladder 10,410 3%
Kidney & renal pelvis 8,210 3%

All Sites 299,200 100%

Sekil 2.1: Amerika Birlesik Devletleri i¢in tahmin edilen 6liim sayisi, 2015

Prostat adenokarsinomunun derecelendirilmesinde gleason skoru en sik
kullanilan sistemdir. Donald Gleason tarafindan 1966 yilinda prostat kanseri i¢in
gelistirilen derecelendirilme sistemi, 2005 yilinda yapilan Uluslararast Urolojik
Patoloji Grubu Prostat Karsinomu Gleason Derecelendirilmesi (ISUP) Uzlasma
Toplantisi’nda kapsamli olarak yenilenmistir (Gorgel vd., 2011). Prostat spesifik
antijenin (PSA) serum seviyesinin miktar1 en 6nemli tiimor belirtecidir,ancak
onemli zorluklara da sahiptir. PSA siklikla, prostat hiperplazisi , prostatit yada
prostat enfarktiisii gibi neoplastik olmayan durumlar da degerlendirilir. Bu

degerlendirmeler birincil klinik karar i¢in temel olusturur ¢iinkii bu durum dikkate



deger bir klinik sonuctur. PSA taramas ile prostat kanserinden 6lim %?20’ye

kadar azaltilmistir, fancak sik taninin artan riski ile iliskilendirilmistir.
2.1.1. Prostat Kanserinin Risk Faktorleri

Prostat kanserinde en 6nemli risk faktorii yas’tir. 40 yasindan daha geng
erkeklerde prostat kanserine yakalanma siklig1 10.000” de 1 iken, bu risk 60 yasa
kadar 7°de 1’e yiikselmektedir. Inflamasyon, oksidatif stres ve DNA hasari,
yaslanma, genomik degisimler, genetik faktorler ve epigenetik degisikler gibi

prosesler prostat karsinogenezisi ile iligkili bulunmustur.

Ilerlemis yasta prostat kanserinde, artan yas ile birlikte en azindan 3
etiyolojik faktorden s6z edilmektedir. Bunlar, hormonal etkiler, genetik faktorler,
diyet ve cevresel faktorler seklinde gruplara ayrilabilir (Abate-Shen and Shen,
2010).

2.1.1.1. Hormonal etkiler
Androjenler

Androjenler prostatin gelisimini ve olgunlasmasini etkilemektedirler, bunu
prostat epitel hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilasmasini saglayarak yapmaktadirlar.
Androjenler; testesteron, androstenedion, dihidrotestesteron ~ (DHT),
dehidroepiandrosteron (DHEA) gibi erke cinsiyet hormon toplulugudur (Izmirli,
2010). Dihidrotestesteron normal prostat gelisimi i¢in 6nemlidir, fakat prostatin
fazlaca biiylimesine sebep olur ve prostat kanseri gelisimine de katkida bulunabilir

(National Cancer Institute, 2013).

Bazi calismalarda, prostat kanseri insidansinin yiiksek olmasinin,
dolagimdaki androjen seviyesi ile iligkilendirilmesine ragmen, yapilan bagka
caligmalarda testesteron seviyesindeki artis ile prostat kanseri arasinda bir iligki

bulunamamustir.

Bu yiizden, androjen ve androjen metabolitlerinin prostat kanseri riskine

etkisi halen tartisiimaktadir (Izmirli, 2010).
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2.1.1.2. Genetik faktorler

Prostat kanserinin genetik yani bulunduguna dair ¢ok sayida ¢aligma vardir.
Tek yumurta ikizlerinde genetik gecisin oldugu ve ailesinde prostat kanseri
gorillen kisilerde prostat kanseri riskinin arttigt gosterilmistir. Yapilan
caligmalarda ailesinde prostat kanserine yakalanan kisi sayisi, yakinlik derecesi ve
bu kisilerin prostat kanserine yakalandig1 yas ne kadar erken ise risk o kadar
artmaktadir. Ailede birden fazla kiside prostat kanseri var ise bu risk daha da
artmaktadir, ayrica kansere yakalanan kisilerin yasi ne kadar geng ise risk daha da

fazla artmaktadir (Atug, 2015).

2.1.1.3. Divet ve cevresel faktorler

Diyet ile yiliksek oranda yag aliniminin prostat kanseri riskini artirdigi
diistiniilmektedir. Fazla yag tiikketimi hem in vitro hem de in vivo olarak prostat
kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu uyarabilmektedir. Baz1 ¢aligmalarda yiiksek
kalsiyum tliketiminin prostat kanseri riskinde artisa sebep oldugu bulunmustur.
Likopen, selenyum ve E vitamininin antioksidan etkileriyle kanserde potansiyel

bir negatif faktor olduklar ile ilgili alismalar vardir (Izmirli, 2010).

2.1.2. Prostatin Yapis1 ve Gelisimi

Prostat, erkekelerde mesanenin hemen alt boliimiinde glandiiler ve
fibromiiskiiler dokulardan olusan siki kivamli bir organdir. Biiytikliigii kisiye gore
degisiklik gostermekle birlikte orta boy kestane biiyiikliigii ve seklindedir.
Agirhigr yaklasik 20 gramdir. Yiiksekligi 2,5-3 cm, genisligi “sag-sol” 4 cm,
kalinlig1 “6n-arka” 2,5 cm kadardir. Yaklasik 1mm kalinliginda bir kapsiil ile
cevrilidir (Kuran, 1983; Sezer, 1980).

Normal prostat bezi 3 farkli hiicre tipinden olusur. Bunlar, liiminal salgi
hiicreler, bazal hiicreler ve noroendokrin hiicrelerdir. liiminal salgi hiicreler,
CD57, androjen spesifik antijen (PSA) ve androjen reseptoriiniin (AR)
ekspresyonu ile karakterizedir. Bazal hiicreler, sitokeratin 5 ve 14, CD44 ve

androjen reseptoriiniin diisiik seviyesini igerir. NoOroendokrin hiicreler ise,
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androjen-bagimsizdir ve kromogranin A ve ¢esitli peptid hormonlarin ifadesini
saglar. Ilging olarak, prostat kanseri hiicreleri hem bazal hemde salg: fenotipinde
oldugu gosterilmistir. Bunun iizerine bir hipotez kurulmustur ve hipoteze gore;
androjen-bagimsiz bazal hiicreler ile iligkilendirilmis prostat igerisinde kok
hiicrelerin varligidir. Prostat kok hiicre antijeni (PSCA), bazal hiicrelerde eksprese
olur ve prostat kanserinde up-regiile edilirler. Yeni calismalarla, kok hiicrelerin,
gecici ¢ogalan hiicrelerin (transient amplifying cells) olusmasina sebep oldugu
gosterilmistir. Bu hiicreler, hem bazal hemde salgi hiicrelerini ve hatta
ndroendokrin hiicreler i¢in bir ¢ok ortak markerlar1 eksprese etmektedir (sekil 2.2)

(Konishi, 2005).

identified by linkage analysis
(Table 2)

o Stem cell N
o Susceptibility genes > X

_ Transient amplifying cell
(Progenitor cell)

Dietary and environmental o Basal cell
factors (oxidative stress, > |

o ‘ * Secretory cel
3 pation) NE
inflammation o (NEcell)

\

v
e GST-P hypermethylation > (PIA)
o AMACR #
e Hepsin * l
e NKX3.1) :
e p27 , 3 '
S , PIN ; 5
o PTEN ¥ \ v v
e RB
I Localized cancer ‘
e p53 >
o [E-cadherin &
o CD4s Y v
o KAl L | Metastatic cancer ]
o nm23

Sekil 2.2: Prostat kanserinin molekiiler patojenizi. Kromozomal kayiplar ve telomer uzunlugunun
kisalmasi prostat timdr olusumuna katki saglar. Androjen reseptoérii (AR) gen
mutasyonlar1 ve amplifikasyonlari, androjen-bagimsiz  prostat kanseri ile

iligkilendirilmistir. NE cell, néroendokrin hiicreler (Konishi, 2005).

Erkek tlireme yolunun gelisimi mezankimal-epitelyal etkilesimleri ve fetal
androjenlere baglidir. Testesteron, iirogenital bosluktan prostat epitelinin
uyarilmasindan sorumludur. Epitel-mezankimal etkilesimin temeli doku
rekombinasyon caligsmalari ile tanimlanmigtir ve baglangicta AR, prostat olusumu
icin lirogenital epitelyumdan gerekli degil iken, iirogenital mezankimaldan AR
bagimli sinyal, gereklidir (Cunha et al., 1994, 2008). Urogenital mezankima

AR’m yiiksek seviyede ekspresyonunu saglar. Mezankimaldeki parakrin biiyiime



faktorleri prostatin gelisiminde, glandular morfolojisi ve epitelyal hiicre
biliyimesinden sorumludur. Kesenin olgunlagsmasi boyunca AR, salgi hiicre
hattinda ortaya ¢ikar. Gelismis prostatta androjenler stromal ve salgi hiicre hatti

uzerinde rol alirlar.

Normal yetigkin prostat1 fibromiiskiiler stroma ve bunlarla i¢ ice ge¢mis
glandular epitelyal hiicrelerden olusmaktadir. Bu iki bolge, dengelenmis
proliferasyon ve hiicre Olimii seviyesini korur. 1980°de McNeal prostatta
neoplastik siirecin lokasyonunu tanimlamak ic¢in bolgesel anatomi konseptini
gelistirmistir. Buna gdre normal prostat i¢inde gelisimsel olarak farkli dort 6nemli
zon bulunmaktadir (sekil 2.3). Bu konsepte gore, bezenin glandular bolgesinin
bliylik  boliimii  periferik zon’dan, kiiciik boliimii de merkez zon’dan
olusmaktadir. Bu iki bolge bezenin %95 ‘ni olusturur. Geriye kalan bdlgeler
transizyonel zon ve fibromiiskiiler stroma’dan olusur. Prostat kanserlerinin %
60-70 ‘i periferal zon, %10-20’si transizyon zonda olusur. Kanserin %5-10
merkezi zondan kdoken alir. Benin Prostat Hiperplazi (BPH) daha ¢ok peri-iiretral

stroma ve tranzisyon zondan gelisir (Schulz et al., 2003).

Prostate Zones

bladder
transition

0ne
central zone

peripheral
z0ne

Sekil 2.3: Prostatin bdlgesel anatomisi; prostatin ii¢ glandular zonu ve anterior

fibromuskiiler stroma (Canadian cancer society, 2015)

2.1.3. Prostat Kanserinin Tarihi

Bir ¢ok prostat kanseri periferal bolgede baslar. Tarihsel olarak ilk saptama,

epitelyal tabakanin kalinlagmasi ve bazal ve salgi tabakanin arasindaki mesafenin



kaybolmasi ile karakterize olan prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN)’dir. Bu
bazal tabakanin kaybolmasi olarak yorumlanir ama prostat karsinoma hiicreleri
aslinda spesifik salgi hiicreleri (6rnegin, AR) gibi bazal hiicrelerin hepsini belirteg
olarak tasir. Yiiksek seviyeli PIN lezyonlari, karsinomun onciilii olarak kabul
edilir. Prostat karsinomu ¢ok odakl1 olarak kabul edilir. Ciinkii birincil tiimdrler
siklikla genetik olarak farkli, bir ¢ok bagimsiz odaklar icerir. Bu ¢ok odaklilik,
kanserli dokunun, herhangi bir bdlgesindeki neoplastik lezyonlar, genetik
olarak farkli 6zellikler tasimasi ile tanimlanir. Aslinda, es zamanlarda fakat
bagimsiz olarak ortaya ¢ikip gelisirler. Dahasi, bitigik karsinomalar heterojenite
(genetik kararsizlik) yaratirlar. Yani, BPH, PIN ve adenokarsinom odaklarinin
birbirlerine yakin konumlarda olabilecegidir. Proses boyunca, prostat karsinomu
androjen reseptoriinii eksprese eder ve androjen deprivasyonu timoér yiginini
azaltir, ki bu durum muhtemelen biiylimenin durdurulmasi ve apoptozun
indiiklenmesi ile iligkilidir. Ama, karsinomada kac¢inilmaz olarak hiicreler gelisir,
yani bu hiicreler hormon deplesyonu boyunca biiyiimeye devam eder (Abate-Shen

and Shen, 2010; Schulz et al., 2003).

2.1.4 Prostatta Patolojik Lezyonlar

2.1.4.1. Benin Prostat Hiperplazi (BPH)

Benin prostat hiperplazisi (BPH), DNA sentezi artmasi sonucu, prostat
hiicre say1isinin ¢ogalmasiyla belirlidir. Elli yas lizerinde goriilmekte ve siklig1 yas
ile birlikte artmaktadir. BPH ‘de prostat dokusu {iretraya baski yapar ve iirine

geciste problemlere sebep olur (American cancer society, 2015).

Prostatta hiicre biiylimesi, hiicre 6liimii ile hiicre proliferasyonu arasindaki
dengeye baglidir. Bu dengenin bozulmasi durumunda, benin prostat hiperplazisi
olarak adlandirilan lezyon olusur ve hiicrelerin asir1 ¢ogalmasina neden olur

(Polat, 1997).
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2.1.4.2. Proliferatif inflamatuar Atrofi (PIA)

Prostat dokusundaki enflamasyon genellikle atrofik epitelyum ya da fokal
epitelyal atrofiyle beraberdir. Epitelyal atrofi, diipiik apopitotik indeks, yiiksek
proliferatif indeks ve enflamatuvar infiltrasyonla karakterize olan bu lezyonlar
proliferatif inflamatuvar atrofi (PIA) olarak adlandirilmaktadir. PIA[nin
genellikle oksidatif stres, hipoksi, otoimmiinite veya enfeksiyon gibi travmalara
bagl hiicresel hasari onarmak i¢in ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Morfolojik
caligmalar PIA’nin siklikla yiliksek dereceli PIN’ye komsu alanlarda gdzlendigini
ve prostat kanseri icin prekiirsor lezyon olabilecegini gdstermektedir (Ergun ve

Kosar, 2010).

2.1.4.3. Prostatik intraepitelval Neoplazi (PIN)

PIN, prostat kanseri Onciilii olarak kabul edilmistir. Ciinkii, prostatik
adenokarsinomanin sitolojik ve yapisal ozelliklerinin bir ¢oguna sahiptir. PIN,
histolojik olarak liiminal epitelyal hiperplazinin olusumu, c¢ekirdek ve
cekirdekeigin genislemesi ve atipik adenomatdz hiperplazi ile karakterizedir.
Ayrica, yiiksek seviyeli PIN lezyonlari genellikle hiicresel proliferasyonu
seviyesini belirgin olarak sergiler, cok odakli kanserlesme seklinde goriiliir (sekil

2.4).

PIN, benin prostat hiperplazide %20-72 arasinda saptanmistir ve goriilme
yasinin karsinomlardan daha erken oldugu bildirilmistir. Prostat kanserinin aksine,
PIN’ de bazal hiicreler azaldigi, tamamen yok olmadigi ve siklikla invaziv
karsinoma ile yakin komsuluk gosterdigi bilinmektedir (Abate-Shen and Shen,
2010).
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Prostatic

e intraepithelial > » carcinoma ~——J» Metastasis
neoplasia (PIN) (latent) (clinical)

Normal
epithelium

Initiation Progression | | Treatment

Inflammation Castration-resistance
Re-activation of developmental EMT

Oxidative/DNA damage Senescence : 7
signaling pathways

Telomere shortening

NKX3.1 down-regulation ERK/MAPK activation
MYC overexpression PTEN inactivation EZH2 overexpression
TMPRSS2-ERG fusion

Sekil 2.4: insan prostat kanseri gelisim yolagi. Gelisim evreleri molekiiler siireci ve her bir

evrede 6nemli olan genleri gostermektedir (Abate-Shen and Shen, 2010).

2.1.5. Prostat Kanserinin Molekiiler Patogenezi

Sitogenik (floresan in situ hibridizasyon (FISH)) ve karsilastirmali genomik
caligmalar (CGH), prostat kanserinin bir boliimiinde kromozomal anomalileri
aciga cikarmistir. Bu kromozom anomali bdlgelerinin bir ¢ogu tiimdr gelisimi ve
ilerleyigini igeren Onemli bir ¢ok geni korumaktadir. Prostat kanserinde,
kromozomal kazang yerine kromozomal kayiplar yaygindir. 6q, 7q, 8p, 10q, 13q,
16q, 17, ve 18q kromozom kayiplari en yaygin olanlaridir. Kromozom 8q, 10q,
13q ve 17q heterozigotlugun kaybi, 6q, 7q, 16q ve 18q bolgelerinin delesyonlari
gorlilir. Timor baskilayict genlerin sebep oldugu; mutasyonlar, delesyonlar,
yeniden diizenlemeler, hipermetilasyonlar gibi degisimler siklikla onkogenik
sonuglar ile iliskilendirilirler. 6q bolgesinde yer alan prostat kanseri ile iliski
genlerdeki degisimler, prostat kanserinde %48’e kadar ortaya ¢iktig1 gosterilmistir.
En az iki yaygin bdlgeninde delesyona ugradigi bulunmustur (Konishi, 2005).

8p12-22 kromozom bdlgesinin heterozigotlugunun (Loss of heterozygosity)
kayb1, prostat kanserinde en yaygin kromozom bozukluklarindan biridir. Bu
bolgedeki kayip, PIN lezyonlarmin %63°de ve prostat karsinomunda erken
invazivde goriiliir. Anndrojen ile regiile olan NKX3.1 homeobox geni, 6zellikle
prostat salgi epitel hiicrelerinde eksprese olur, bu bolge iizerinde yer alan tiimor

baskilayici gendir (Hallstrom, 2007). PTEN ile birlikte NKX3.1 ekspresyonunun
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kayb1, prostat kanserinde yiiksek siklikta bulunmustur. NKX3.1 prostatik timor
olusumu baslamasinda rol aldig1 kabul edilmistir (Konishi, 2005)

PTEN, tiimor baskilayici gendir. Normal prostat epitelinde ve PIN’de
bulunur ancak prostat kanseri hiicrelerinde 6zellikle ge¢ evrede eksprese edilmez.
PTEN, tek allel kaybi1 proliferasyon i¢in yeterlidir. PTEN, birincil tiimorlerin
yaklasik %10°da, metastatik prostat kanserinin %30°dan fazlasinda goriiliir. PTEN
kayb1, epigenetik gen susturma ya da mutasyonlardan meydana gelir. Bu gen
fosfotidilinositol 3,4,5 (PIP-3) ve lipid fosfotazlar1 kodlar. PTEN kaybi
durumunda PIP3 birkir ve sonucunda AKT/PKB(protein kinaz B) yolaginin
aktivitesi azalir. PTEN’in tiimdr baskilayict aktivitesi, hiicre dongiisii tutulmasi,

apoptozis ve migrasyonun diizenlenmesi ile iliskilendirilmistir (Hallstrom, 2007).

Glutatyon S-transferaz p smifit geni (GSTP1), prostat kanserinde en sik
degisime ugramis gendir. Promotor bolgesinin hipermetilasyonu prostat
kanserinin %95’inde ve PIN’larin %70’inde bulunur. GSTP1 oksidatif hasardan
hiicresel DNA’y1 korur. GSTP1’in kayb1 prostat tiimdrijenezin erken evresinde rol
aldig1 gosterilmistir. GSTP1 hipermetilasyonu prostat kanseri teshisinde marker

olarak kullanilmaktadir.

17p13 tizerinde haritalanan P53, insan kanserlerinde en ¢ok rastlanan timor
baskilayici gen mutasyonudur. P53 mutasyonlar1 tiimoriin yeniden olugmast ve
metastaz dahil hastaligin ilerlemis evresinde olusur (Konishi, 2005). P53 hiicer
dongiislinii  diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. Genomda mutasyon
olusumunu Onleyerek genom stabilitesini korur. DNA zarar gordiigiinde DNA
tamir proteinlerini harekete gecirir. DNA tamir edilemeyecek kadar zarar
gordiiyse apoptozu uyarir (Xu et al.,, 2014). Prostat kanseri teshisinde agresif
timor davraniglarinin belirtegi eksik olmasina ragmen, prostat tiimdrlerinde
lokalize p53 mutasyonlar1 bagimsiz prognostik marker olarak kullanilmaktadir

(Hallstrom, 2007).
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Sekil 2.5: Prostat kanseri patogenezi. Genetik, epidemiyolojik ve somatik genom degisikliklerin

katkisi ile neoplastik transformasyon ve metastaik kansere ilerleyis (Nelson et al., 2004)
2.2. Androjen Reseptorii (AR)

Prostat hiicreleri biiyiime, fonksiyon ve g¢ogalmayi tesvik etmek igin
androjenlere bagimlidirlar (Poelaert et al., 2015). Androjenler prostat ve epididim
gibi erkek tlireme organlarinin olusumundan, gelisimine kadar gereklidir ve
normal fizyolojik siiregteki rolii ile beraber, prostat kanserinin baslamasinda,
gelismesinde ve biiylimesinde rol alirlar. Androjenler, niikleer reseptor siiper

ailesine ait AR araciligtyla fonksiyon gosterirler.

Testesteron ve dihidrotestesteron aktivasyonuna aracilik eden AR,
transkripsiyon faktorii olarak fonksiyon gosteren fosfoproteindir (Grossmann et
al., 2001). AR geni, x kromozomun uzun kolu (ql1-12) iizerine lokalizedir ve 8
ekzon icerir (McEwan, 2004). AR, steroid reseptor gen ailesinin bir tiyesidir ve 3
ana bolgeden olusur. Bunlar N-terminal trankripsiyonel aktivasyon, DNA
baglama bolgesi ve C-terminal steroid baglama bolgesidir (sekil 2.6). N-terminal
tramskripsiyon aktivasyon bolgesi ekzon 1°de bulunur ve transkripsiyon
diizenlemeleri igerir. C-terminal steroid baglama bolgesi, ligand baglama ve
reseptdr dimerizasyonunu iceren sinyal iletiminden olusur. Ligand baglama
bolgesi ekzon 4-8 tarafindan kodlanir. Ekzon 2 ve 3 tarafindan kodlanan
merkezdeki 60-100 aminoasit DNA baglanma bolgesini temsil eder (Gorgel vd.,
2011).
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human AR Gene

Exon 1 Exon2 Exon3 Exond4 ExonS5 Exon6é Exon 7 ExonS8

1 G 529 618 662 910
TAU-1 TAU-S

142 485
AR-AF1

WW

Transactivation DNA NLS Steroid Binding

Protein-Protein Binding Dimerisation

Interactions Hsp90 binding
Transactivation ?

Sekil 2.6: Androjen reseptorii(AR) gen organizasyonu ve proteinin domain yapisi. LBD,
ligand-baglanma bolgesi; DBD, DNA-baglanma bolgesi; TAU, transaktivasyon
unit (McEwan, 2004)

Testesteron hiicreye girer girmez, genellikle 5-o rediiktaz enzimi araciligiyla
dihidrotestesterona doniislir. AR testesteron ve dihidrotestesteronun ikisinede
baglanabiliyor olmasmma ragmen dihidrotestesteronun AR’a  affinitesi
testesteronunkinden 10 kat daha fazladir. Liganda baglanmadan 6nce AR inaktif
durumdadir. Yani AR, diger niikleer reseptorler gibi DNA’ya baglanmaya uygun
olmayan bir konformasyonda, 1s1 sok proteinlerinden birine (Heat shock protein
HSP90, HSP70, HSP56) bagli durumdadir. AR dihidrotestesterona baglanir
baglanmaz, sitoplazmadaki 1s1 sok proteinlerinden ayrilir, ve AR konformasyonel
degisim gosterir. Sitoplazmadan c¢ekirdege transloke olur ve burada ARE
(palindromic androgen response element) dizilerine baglanir. AR homodimer
kompleksinin DNA’ya baglanmasi sonucunda, koaktivatdr proteinler (AR-iliskili
160 kDa protein, ARA70, ARASS5, ARA54), AR homodimerleriyle birlikte bir
araya toplanarak kompleks olustururlar (sekil 2.7) (Grossmann et al., 2001).
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Sekil 2.7: Androjen reseptorii aktivasyon yolagi.

Sonugta AR, transkripsiyonel diizenleme, kromatinlerin yeniden
diizenlenmesi, hedef genlerin aktivasyonu, prostat hiicrelerinin hayatta kalmasi ve
proliferasyonu gibi biyolojik yanitlarin olusturulmasinda 6nemli roller iistlenir

(Tan et al., 2011).

2.2.1. Androjenle Regiile Olan Genler

Androjenlerin, ¢ok uzun bir siire erkek lireme dokularinda 6nemi ve fonksiyonu
bilinmemekteydi. DNA  mikroarray ve proteomik analiz caligmalari
dogrultusunda, androjenlerin, protein katlanmasinda, trafik ve sekresyonunda,
metabolizmasinda, hiicre dogiisii diizenlemesinde ve sinyal iletiminde gorev alan
proteinler icin gen kodlamasina neden oldugu gosterilmistir. Prostat spesifik
antijen (PSA), probazin, kerotinosit bliylime faktdrii ve antiapoptotik faktor p21
gibi genler androjenler ile indiiklenmektedir. Bu genlerin en 6nemli 6zelligi,
doku spesifik transkripsiyon faktorleri, indiikleyici (NF-kB, Ets ve AP-1) ve
housekeeping (Spl, CCAAT ve NF-1) i¢in baglanma bolgeleri ile birlikte bir ya
da daha fazla AR baglayici sekanslara (ARE, ARR ya da HRE) sahip olmalaridir.
Bu yiizden, androjenle diizenlenen genlerin ifadesi transkripsiyon faktorlerinin ve
protein-protein  etkilesimlerinin  olusturulmasini/diizenlenmesini  igerirler

(McEwan, 2004).
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2.2.2. Prostat Kanserinde Androjen Reseptorii

AR prostat gelisimi ve fizyolojisinde en 6nemli diizenleyicilerden biridir.
Androjen reseptor aracilikli sinyal yolagi, normal prostat epitelinin faklilagmasi ve
gelismesine yon verir. AR yolagimin 6neminden dolayi, bu yolagin sinyalindeki
degisimler PCa gelisimine/ilerleyisine potansiyel olarak katki saglar (Poelaert et

al., 2015).

Prostatta ki liiminal epitel hiicreleri, sitokeratin 8 ve 18, AR, PAP, PSA
eksprese eder ve prostat kanseride agirlikli olarak, en ¢ok AR’in ifadesinin

gerceklestigi liiminal fenotipe sahiptir.

Prostatin normal gelisimi ve siirdiiriilmesi gibi, prostat timoér biiylimesi
androjenlerin siirekli uyarimina baghdir. Androjen bagimliligindan dolayi,
genellikle prostat kanseri terapisi, anti-androjenler ile AR aktivasyonunun bloke
edilmesine dayanir. ilk regresyondan sonra, temelde tiim prostat tiimorleri
bliylimeye devam eder ve androjen bagimsiz hale gelirler. Yani artik androjen
uyarimi olmaksizin, tiimdr biiylimeye devam eder. AR ekspresyonunun kayb1 bazi
timor hiicrelerinde bulunmasina ragmen, cesitli klinik caligmalar androjen
bagimsiz prostat kanserleri, AR ekspresyonunu devam ettirdigini gostermistir.
Androjen-ablasyon prostat kanserinde, AR hala nukleusda lokalizedir ve
androjenle diizenlenen genleri eksprese eder. Yani, aslinda AR hala androjen
bagimsiz prostat kanserinde dnemli rol oynar, dahasi bu durum androjen bagimsiz
prostat hiicre hatlarinda, AR’ in baskilanmasi (azalan PSA ekspresyonu, hiicre

cogalmasi ve canliligi) ile dogrulanmistir.

Prostat kanseri arastirmalarinda 6nemli ve zor olan sorular; prostat
timorlerinin gelisiminin nasil oldugu, prostat kanserinin androjen-bagimlidan
androjen-bagimsiz’a nasil gectigi ve bu proseslerde AR’1n nasil bir rol oynadigidir

(sekil 2.8) (Steketee, 2007).
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AR AMPLIFICATION AND OVEREXPRESSION

AR MUTATIONS
ANDROGEN DEPLETION INTRAPROSTATIC CONVERSION
AR INVOLVED AR INVOLVED OF ADRENAL ANDROGENS TO DHT

LIGAND-INDEPENDENT AR ACTIVATION
ANDROGEN-DEPENDENT
GROWTH

ANDROGEN-INDEPENDENT
GROWTH ABERRANT AR COREGULATOR EXPRESSION
AND FUNCTION

AR BYPASSED

Sekil 2.8: Prostat tiimdr biiyiimesinde Androjen reseptoriiniin roliiniin sematik taslagi. Ilk

G.Jenster tarafindan 6nerilmistir.

2.2.3. Androjen-Bagimh Prostat Kanseri

AR’1n, prostat kanseri gelisimi ve ilerleyisi i¢in anahtar goreve sahip oldugu
tanimlanmistir. Prostat tiimor biiylimesinin erken evresi androjen bagimlidir
clinkii bu mekanizmanin temeli, AR fonksiyonunu igerir. Metastatik PCa igin
birincil tedavi, androjen deprivasyon terapisidir (ADT). Orsiektomi (testisin
cerrahi yolla ¢ikarilmasi), androjen deprivasyonunda en efektif yol olmasina
ragmen, farmokolojik methodlar da wvardir. Totalde androjen deprivasyonu,
flutamid, bikalutamid gibi androjen antagonisti farmasdtik ajanlar ile inhibe

edilmesidir.

AR amplifikasyonu ya da AR’1in somatik mutasyonlarin1 igeren bir ¢ok
faktor prostat kanseri gelisimine katki saglar. AR’in overekpresyonu ile beraber
AR amplifikasyonu en sonunda androjen bagimsiz prostat kanseri gelisimi ile
sonuglanir. PCa ¢ogu, androjen deprivasyon tedavisinde direngli hale gelir ve artik
timor hiicrelerinin proliferasyon yolaklarinin kontrolii ve aktivasyonu i¢in
androjene bagimlilig1 ortadan kalkar. Prostat kanseri, androjen bagimsiz evreye
gecmis olur. Bu evrede tiimor hiicrelerin proliferasyonu androjen uyarimindan
bagimsizdir ve kastrasyon-direncgli prostat kanseri olarak adlandirilir (Cohen and

Rohklin, 2009; Shiota et al., 2012).
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2.2.4. Kastrasyon-Direncli Prostat Kanseri

Androjen deprivasyonunu takiben, prostat dokularinda androjen bagimliligi
hizl1 sekilde hiicresel apoptoz ve gerileme evresinde de involiisyon gosterir. Hiicre
kiiltiiriinde androjenler kaldirildiginda, androjen bagimli prostat hiicre hatlariin
cogalmast durur, fakat apoptoza gitmezler. Bunun tam zitt1 olarak doku
deneylerinde, ayn1 hiicreler androjen deprivasyonunda apoptoza giderler. Cilinkii
burada, stromal hiicreler tarafindan apoptotik cevap indiiklenir. Bdylece, in vivo
prostat epitelyumun androjen bagimliligi, stromal AR’in parakrin aktivitesine
ihtiyag duyar. Prostat kanserinde, AR bazal hiicrelerin ¢ogalmasini baskilar,
liminal hiicrelerin canliligin1 destekler ve metastazi uyarir. Genel olarak AR,
normal ve prostat kanser hiicrelerinde farkli hiicre tiplerinde spesifik role sahiptir

(sekil 2.9) (Abate-Shen and Shen, 2010)

Bir ¢ok calisma, birincil prostat kanserinde sadece birkag AR mutasyonu
bulunmus olmasina ragmen, metastatik prostat kanseri daha yiiksek oranda AR
mutasyonu icerir. Yapilan calismalar ile bu hipotez desteklenmistir. Soyleki,
androjen ablasyon terapisi, androjen sinyal yolagini hedeflemek i¢in secici baski
saglar. Ornegin, antiandrojen flutamid ile terapi, AR mutantlari igin segici olabilir.
Clinkii flutamid, antagonistten ziyade agonist olarak fonksiyon gosterir. Hatta
transgenik adenokarsinoma fare prostat modelinde (TRAMP), AR mutasyonlari
siklikla geligir ve mutasyonun farkl: tipleri kastrasyonlu farelerde de bulunmustur.
Iste bu yiizden mutasyon gelisiminin zamani belirsizdir. Mutasyonlarin bir ¢ok

tiirli kastrasyon direngli prostat kanserine sebep olur.

Prostat kanserinin ikinci evresi olarak kabul edilen kastrasyon-direngli
prostat tiimdr biliylimesinde, bir ¢ok mekanizma Onerilmistir. Ciinkii AR hala
timor biiylimesini uyarmaktadir. Prostat tiimoérlerinin androjene direngli hale

geldigi 5 mekanizma;

Ilk olarak, AR hormon-baglanma bdlge ya da AR geninin
amplifikasyonundaki mutasyonlar ile diisiik doz androjenlere duyarlilik artar ve
sinyal yolag1 etkinlesir. Ikinci olarak, Androjen reseptdriiniin ligand baglanma

bolgesindeki mutasyonlar steroid ya da antiandrojenlere cevap verir. Ugiingii
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olarak, peptid biiyliime faktorii yada sitokinleri igeren diizenleyici yolaklardaki
genlerin fonksiyonunda yada ekspresyonundaki degisimler, AR’1n uygun olmayan
aktivasyonuna neden olur. Dordiincii olarak, AR ve AR’1n baz1 ko-aktivatorleri
etkilesimlerindeki degisimler, androjenleri, steroidleri yada antiandrojenleri aktive
etmek icin AR’in mutasyonuna izin verir. Yani, kastrasyon direnci artan
inflamatuvar cevap ile saglanabilir. Ornegin, infiltratif makrofajlar tarafindan
interlokin-1f iiretimi, prostat tiimor hiicrelerinde AR ko-baskilayict kompleksin
serbest kalamsina neden olabilir. Yani, AR antagonistleri agonistlere
cevrilmektedir. Besinci olarak, bypass yolagi olarak adlandirilir. Prostat
hiicrelerinde AR’1in varliginda proliferasyonun arttig1, yoklugunda apoptozisin
gerceklestigi  siirekli ¢alisilan ve tartisilan bir konudur. Iste bu noktada
genlerinp53 mutasyonu, PTEN inaktivasyonu, BCL2 aktivasyonu gibi hiicrede
proliferasyon ve apoptozis dengesini saglayan genlerin androjen resptorii

bagliliginin ortadan kalkmasidir.

Tiim bu mekanizmalarin AR sinyal yolaginin aktivasyonunu degistirmesi
sonucu androjen ablasyon terapisi basarili olamamaktadir (Abate-Shen and Shen,

2010; Feldman and Feldman, 2001; Grossmann et al., 2001; Steketee, 2007).

A Androjen- bagimh B Androijen- bagimh [ o- Kastrasyon- direngli
Hormon varhfinda Androjen yoklugunda AR amplifikasyonu
androgens — : § p
P ST © k3
e ® ival
th Surviva
epithelium ( _. e _ @ A58 e signals
AR | ® ® . \,
bt ' -~ e /
+ opithetal-stromal
. . < inderachons
stroma (@ 28 e ® . . pro-apoptotic ®( ~ . pro-apoptotic
signals signals
Normal Homeostazi Apoptias Sag Kalwn/ Cogalme
D Kastrasyon- direncli E Kastrasyon-direncli F Kastrasyon- direngli
AR mutasyonu Ligand- bagimsiz AR aktivasyonu Endojen androjen sentezi
® Akt Erk = °* o
survival Survival ° ® survival
s . SIgnals wona . Signals & & _ signals
= s \/ = = \/ = =
o ‘\ ) V\ o
®( e pro-apoptotic O e pro-gpoplotic ®( e pro-gpoplotic
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Sag Kalim/ Cogalma Sag Kalim/ Cogalma Sag Kalim/ Cogalma

Sekil 2.9: Androjen-bagimli ve kastrasyon-direngli prostat kanserinde AR’1n rolii (Abate-Shen and
Shen, 2010).
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2.3. inflamasyon

Inflamasyon, hasarli dokunun tedavisini saglamak igin hasar sonrasinda
koordine kimyal sinyalleri ve iliskili fizyolojik siire¢lerin baslatilmasini igerir.
Inflamatuar hiicreler epitel hiicre ¢ogalmasi ve anjiyojenezi uyarmak icin
sitokinleri salgilar. Erken cevaplar, hasarli bolgeye 16kositlerin (ndtrofil, monosit,
eozinofil) gd¢ etmesini yOnlendirir, ki bu yerde yeni ekstraseliiler martiks
olusumu i¢in zemin saglanir,ki bu zemin damar gegirgenliginde artis ve
etkinlestirmeyi  icerir. Bu goc¢iin yonii, salgilanmis kemokinler tarafindan
gerceklesir. Ekstraseliiler matriks, hiicrelerin (fibroblast ve endotelyal hiicreleri)
gb¢ etmesini, ¢cogalmasini ve yeni doku olusumunu bu yapi lizerinden saglar.
Inflamasyon cevabin sonra ki evresinde, makrofajlar baskin hiicre tipidir ve tedavi
stirecini yonlendirir. Normalde inflmasyon, pro-inflamatuvar sitokinlerin etkilerini
koruyan anti-inflamatuar sitokin iirlinlerinden dolayr kendini kisitlayan bir
prosesdir. Inflamatuar bolgede ki sitokinler/kemokinler, kronik hastaliklarin
gelisiminde  &nemlidirler. ligkilendirilmis faktorlerden herhangi birinin
deregiilasyonu (diizenlenmenin azaltilmasi), sitotoksik aracilara kronik etki ile
inflamasyona neden olur. Prostatik inflamasyon kaynaklari; bakteri, viral ve
parazitik enfeksiyon, kimyasal ajanlar ve sindirimi kolay olmayan parcaciklar
kronik inflamasyona sebep olur, fakat siklikla bu sebeplerin temeli

bilinmemektedir.

Yaralanma yada enfeksiyondan herhangi birinin neden oldugu
inflamasyonda, fagositik hiicreler (6rnegin; ndtrofil, makrofaj) reaktif oksijen ve
nitrojen maddeler tiretirler, ama ayrica bu hiicreler doku yenilenmesinde dnemli
aracilar olan; anjiyojenik faktorler, proteazlar, sitokinler ve biiylime faktdrlerin
salgilanmasin1 ve sentezlenmesini saglarlar, fakat ayn1 zamanda da potansiyel
neoplastik tlimorijendirler. Enfeksiyon ajanlara maruziyet, prostat epiteline
dogrudan zarar veren olarak kabul edilmistir ve proliferatif inflamatuar atrofi
(PTA) olarak bilinen lezyon ile sonuglanmistir. Prostoglandinler, sitokinler,
niikleer faktor NFkB, kemokinler ve anjiyojenik faktorler gibi inflamasyon
aracilariin ortak aktivitesi sonucu hiicre proliferasyonu, hiicre 6liimii, hiicresel
yaslanma, DNA mutasyon oranlar1 ve DNA metilasyonunda genetik degisikliklere

sebep olan inflmasyona bagli onemli anahtar molekiillerdir. Diinya genelinde
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timorlerin %15’inden fazlasi enfeksiyon ajanlara dayandirilabilir ve inflamasyon

bu kronik enfeksiyonlarin major bilesenleridir (Crosh et al., 2013).
2.3.1. inflamasyon Ve Prostat Kanseri

Inflamasyon ilskili kanser mekanizmalarinin temeli karnisiktir ve dogal ve
adaptif immiin sistemi igerir. Bioyoaktif besin bilesenleri potansiyel prostat
kemopreventif ajanlar olarak gitgide artan oranda degerlendirilmektedir. Bu
ajanlardan biri resveratroldiir, fitokimyasaldir bilesendir ve insan prostat

kanserinde kemopreventif olarak dikkate alinir.

Kronik prostatik inflamasyon ve prostat kanseri arasindaki iligki artmaktadir.
Proliferatif inflamatuar atrofi (PIA) lezyonlari, kronik inflamasyon ve prostat ile
iligkilendirilmistir ve histolojik gecisler PIA ve yliksek dereceli prostat intraepitel
neoplazi (HGPIN) bolgeleri arasinda rapor edilmistir. Bu lezyonlar yash

erkeklerde yaygindir ve prostat kanseri ve PIN Onciilii olarak kabul edilmektedir.

Inflamayon prostat etiyolojisi i¢in yasamsaldir ve PCa patojenizi, kalitsal ve
cevresel bilesenlerin her ikisinide yansitir. Epidemiyolojik, patolojik ve molekiiler

caligmalar, kronik inflamasyonun prostat karsinogenez ile iligkisini gostermistir.

Inflamasyon ve prostat kanseri arasindaki bir ¢ok kanit, prostat kanseri
insidansint azaltmasi ile iligkili steroid olmayan anti inflamatuar ajanlarin
(NSAIDs) giinliik kullanmimmi rapor edilmesiyle agiga c¢ikarilmistir. Inflamsyon
aracilikli mekanizmalar, tiimor gelisiminde ve ilerleyisinde rol alabilirler, fakat bu

proses oldukca karigiktir.

Kronik Inflamasyon; hiicre ve genom hasari, yeni hiicrelerin olusumuna
tesvik ve doku mikrogevresini (hiicre replikasyonunu, anjiyojenezi ve doku
tamirini uyaran bir ortam) olusturarak karsinogenezi tesvik eden bir mekanizma

olarak diistintilebilir (Crosh et al., 2013).
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2.3.1.1. Sitokinler

Dogal ve adaptif immiinitede rol alan ve hiicrelerin immiin fonksiyonlarini
saglayan proteinlerdir. Sitokinler kokenlerine goére, mononiikleer fagositler,
lenfositler ve lokositler olarak ayrilirlar ve genel anlamda biyolojik yaniti
degistirirler. Sitokinler antijen ile uyarilmis lenfositlerin farklilagsmasini ve

cogalmasini uyarirlar ve makrofajlar gibi 6zel efektdr hiicreleri aktive ederler
(sekil 2.10).

Sitokinler, aktive ettikleri sinyal iletim yolaklarmma gore farkli sekilde
smiflandirilabilmektedir, ancak pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar olarak 2’ye
ayrilirlar. Anti-inflamatuar sitokin TNFo gram (-) bakterilere ve diger infeksiyoz
mikroplara karst gelisen akut inflamatuar yanitin ana mediyatoriidiir. TNFa ‘nin
biyolojik etkileri; diisiik konsantrasyonda TNF, lokositler ve endotelde akut
inflamasyonu indiikler. Orta konsantrasyonda TNF, inflamasyonun sistemik
etkilerini diizenler. Yiiksek konsantrasyonda TNF, septik sokun patolojik

anormalliklerine neden olur.

Macrophage
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Activation

Chemokine
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Chemokine
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Sekil 2.10: Kanserde kemokin akis diyagrami (Balkwill, 2004).
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2.3.1.2. ROS ve Kronik inflamasyon

ROS, kronik inflamasyon boyunca asir1 miktarda iiretilmektedir ve kronik
inflamasyon ve kanser baglangici arasinda oOnemli bir baglanti olarak
bilinmektedir. Oksidatif stres kronik inflamasyonun baslamasina ve ilerlemesine
katki saglar. Bunu hiicre proliferasyonunu, adhezyon molekiil ekspresyonu,
sitokin ve kemokin iiretimi tesvik ederek yapar. Dogrudan hasarli dokuda, ROS
pro-inflamatuar sitokinlere, biiyiime faktorlerine, kimyasallara maruziyet ve diger
stres etkenlerine cevap olarak {iretilirler. Oksidatif sinyaller cesitli sitokin ve
kemokinlerin (TNFa, IL-1B, IL-6, IL-8) ifadesini diizenleyebilirler. Inflamatuar
mikrocevre durumlarinda, inflamatuar hiicrelerin toplanmasi ve ardindan ROS
iretiminin uyarimi uzun siire devam ettiginde DNA hasarmma ve mutasyon
oraninin artmasina sebep olur. Bu durum kanser iliskili genlerde onkojenik
doniisiime tesvik edebilir ve DNA hasari, apoptozis ve hiicre dongiisiinii
diizenleyen esansiyel hiicresel proteinlerin genetik degisimleri ile sonuglanabilir

(Ma, 2010).

2.3.1.3. inflamasyon Varhiginda AR

Inflamatuar sitokinlerin salgilanmas1 ve NF-kB ekspresyonu ROS ile
iliskilendirilmis etkiler =~ inflamasyon aracilikli kanserine katki sagladig
gosterilmistir. Birgok sitokin ve biiyiime faktorleri bolgesel olarak NADPH
oksidazlarin aktivasyonu aracilifiyla reaktif oksijen tiirlerini iiretir. ROS, ¢oklu
sinyal iletimi yolaklarinda, Tnfa yolagi gibi, 6nemli role sahiptir ve kronik

inflamsyon boyunca fazla miktarda iiretilirler.

Androjenlerin varliginda, AR aracilikli transkripsiyon prostat savunma
faktorlerini ve oksidatif stres diizenleyicilerini diizenler. AR’ kaybi, hiicre
canliligina iki sekilde katki saglar. ilk olarak, AR kayb1 artan kiaz aktivitesi ile
sonuglanir ve CaMKII genlerin ekspresyonu artar, sonugta anti-apoptotik PI3/Akt
yolag1 aktive olur ve androjen bagimsiz hiicre biiyiimesine sebep olur. ikinci
olarak, prostat hiicreleri genotoksik ajanlara mazruz kaldiginda, hiicreler AR

varliginda p53 araciligla apotozise tetiklenirler (Debeleg-Biitiiner et al., 2012).
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Prostat yapisinin korunmasi i¢in, androjen hormonlar1 araciligtyla androjen
reseptOrii sinyalinin siirekliligi gerekmetedir, prostat gerilemesi hari¢. Agresif
prostat kanseri, androjen sentezin blokaji ve AR aktivasyonun inhibisyonuna
neden olacak ajanlar ile tedavi edilme durumudur. Buna ragmen, androjen-
bagimli terapiden sonra gerileme baglar ve kaginilmaz son olarak kastrasyon
direngli olarak adlandirilan androjen bagimsiz evreye gegis olur. Tedaviyi
anlamadaki ilerleme, prostat kanserli hiicler AR yolagina bagimli hale geliyorlar
ve AR ekspresyonun up-regulasyonu, kastrasyon direngli prostat kanserinde ana
belirleyicidir. Bircok mekanizma, kastrasyon direngli prostat kanserinde AR
fonksiyonunun degisiminde rol alir, 6rnegin lokal sitokin iiretimi ve immun hiicre
filtrasyonun sonucu olarak hiicre sinyalinin degismesi gibi. Buna ragmen, kronik
inflamasyonun kastrasyon direncgli prostat kanserini indiiklemesindeki rolii tam

olark bilinmemektedir.

Kronik inflamasyon AR sinyalizasyonunu degistirmektedir. Bir ¢ok tiimor,
solid tlimor yigimma %50’ye kadar katki saglayan makrofaj filtrasyonu ile
salgilanan sitokinlerin ¢evresinde var olurlar. Bu makrofajlar aralarinda interldkin
1B (IL-1B) ve Tnf a igeren sitokinleri salgilar. Bu inflamasyon hiicreleri NF-xB
yolagin1 aktive eder ve sitokin salgilamak icin cevresindeki epitel hiicreleri
indiiklerler. Prostat kanserinde, proliferatif atrofik lezyonlarda inflamatuar
markerlar artar. Bunun sebebi, inflamasyon prostat kanseri gelisminde erken
evrede rol alir. Prostat kanserinin inflamasyon kaynaklar1 karigiktir bunlar,
infeksiyoz ajanlar, {irin reflii, kimyasal ve fiziksel travma ve diyettir. Inflamatuar
markerlar, IL-1R1, IL-1a, IL-6, CXCL16 ve MIC-1 ‘dir. Prostat kanseri 6rnekleri

ile normal prostat karsilastirildiginda artmis oldugu gézlemlenmistir.

Bagta androjen blokaji deneyleri, bir ¢cok sitokinlerin ¢evresindeki kanser
dokulara salinmig olan yerde, androjen-bagimli kanser hiicre 6liimiine neden olur,
kitlesel inflamsyon filtreleme ile sonuglanir. Inflamsyon iliskili prostat kanseri,
kastrasyon direncli prostat kanseri gelismi i¢in ana sebebdir. Bu yiizden, prostat
kanseri gelisiminde ve kismende kastrasyon direngli prostat kanserinde onemli

role sahiptir (Staverosky et al., 2013).
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Prostat kanseri biiylimesinin uyarimi ve metastaik potansiyel kazanmasinin
ardinda, prostat kanserinin proinflamatuar sitokin IL-6 destegi, AR’m
diizenlemelerini igerir. Daha Once ¢alisilip tanimlanmis olan IL-6, parakrin
biliylime inhibitdriinden otokrin biiyiime uyarimina fonksiyonel gecise prostat
kanseri ilerleyisinde maruz kalir. Kastrasyon diren¢li prostat kanserinde hiicre
degisimleri AR amlifikasyonunu, AR mutasyonunu, AR ko-diizenleyici

proteinlerinin bozuklugu ve biiyiime faktorlerini igerir.

Proinflamatuar IL-6, AR aktivitesini AR’in ligan-bagimsiz aktivitesi
boyunca ve artan AR’in gen ekspresyonu araciligla arttirir. Yapilan ¢aligmalar
dogrultusunda da, proinflamatuar sitokinlerin hormon-bagimlidan hormon-
bagimsiz prostat kanseri gecisinde 6enmli rol alir. Bunuda, diisik seviyede
androjen ve ayni1 zamanda PSA gen ekspresyonu esliginde, hormon-bagimli
prostat kanseri hiicrelerini biiyiimeyi tesvik ederek gerceklestirir (Nguyen et al.,

2013).

2.4. ROS, Oksidatif Stres Ve DNA Hasari

2.4.1. ROS Uretimi Ve Prostat Kanseri

Serbest radikaller, besinlerin oksijen kullanilarak enerjiye doniisiimii
sirasinda meydana gelen reaktif molekiillerdir. Oksijen molekiilleri yasam igin
vazgecilmez olmakla birlikte, metabolizma sirasinda serbest radikal kaynagi
olarak bilinen ve son derece reaktif olan ara iiriinler olusur. Reaktif oksijen
tiirleri/metabolitleri olarak bilinen bu molekiiller lipit, protein ve DNA gibi hiicre

bilesenlerine zarar verir (Ma, 2010).

Aerobik (oksijen soluyan) organizmalarda serbest radikal olusumunu
kontrol altinda tutmak ve bu molekiillerin zararli etkilerine engel olmak {izere
antioksidan savunma sistemleri gelismistir. Ancak bazi durumlarda mevcut
antioksidan savunma sistemi serbest radikallerin etkisini tamamen onleyemez ve

oksidatif stres olarak adlandirilan durum ortaya ¢ikar (Ma, 2010).
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ROS endojenik proses olarak {iretilir ya da ekzojenik ajanlar tarafindan
indiiklenir. Baz1 simirla ile birlikte ROS dertimi, dengenin siirdiiriilmesi igin
gereklidir. Iste bu acidan, fagositik hiicrelerde ROS-iireten NADPH-oksidazlar,
mikrop istilasina kars1 konuk¢u savunmasinda kritikdir. Ayrica ROS, baz1 sinyal
yolaklarin aktivasyonunu tetiklemek i¢in spesifik sinyal molekiiller olarak
fonksiyon gosterir. Bu yolaklardan bazilarinda, hiicresel fonksiyon {izerinde
ROS’n etkisini aktarir, drnegin; oksidatif stresin diisiik seviyesindeki proliferatif
cevaplarin  diizenlenmesi gibi, oysaki diger yolaklarda da ROS’m
detoksifikasyonu ig¢in hiicresel stratejileri sunar ve sonugta, ROS’in yiiksek
seviyesine maruz kalarak yasayan organizmanin hayati i¢in esansiyeldir (sekil

2.11).

ROS’mn kokenine bakmaksizin, artan ROS {iretimi yada oksidatif stres 2
sonuga sahiptir: spesifik sinyal iletim yolaklarinin aktivasyonu ve hiicresel
bilesenlerde hasar. Bu iki sonugta, hastaliklarin gelismi ve fizyolojisi tizerinde

onemli etkiye sahiptir (Ma, 2010).

Kanser hiicrelerinde redoks dengezisligi, oksidan ve antioksidan arasindaki
denge degisimleri, sonu¢ olarak hiicre igerisindeki oksidanlari arttirir. ROS
kaynakli oksidatif stres yaslanma, dejeneratif hastaliklar ve kanser gibi bir ¢ok

stirece katki sagladig diisiiniilmektedir (Acharya et al., 2010).

Son yillarda prostat kanserinde, ROS spesifik sinyal yolaklar1 6rnegin,
diizenleyiciler, hiicresel ¢ogalma, anjiyogenez ve metastaz ile karsinogenezise
katki sagladigr gosterilmistr. ROS birikimi tiimdr olusumunu tetiklemesine
ragmen, konsantrasyon ve hiicre tipine bagli olarak apoptozu tetikleyebilir ve
anti-timorejenik etkiye doniisebilir. Bu yiizden, ROS {iretiminde uygun hiicresel
yanit, hiicre canlilig1r ve oksidatif hasar1 dnlemek icin kritiktir. ROS oksidatif

hasarin siddetine gore apoptozisi ya da nekrozisi baglatabilir.
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Endojen kaynaklar

Mitochondria
Peroxisomes
NADPH oxidase
Cytochrome P450
Lipoxygenase

Antioksidan savunma
Enzymatic systems:
SOD, CAT. GPx, Prx
Non-cnzymatic systems:

Glutathione, urate, [lavonoids
Vitamines (A, C, and E). MTs

Ekzojen kaynaklar
Tonizing radiation

UV light
Environmental toxicants
Chemotherapeutics
Inflammatory cytokines
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Sekil 2.11: ROS’1n metabolik ve biyolojik etkileri (Ma, 2010).

ROS fizyolojik siirecin normal igleyisinde, ikincil mesajc1 gibi esansiyel
goreve sahiptir. Bu yiizden, ROS TNFa yolagini iceren c¢oklu sinyal iletim
yolaklarinda rol alabilir ve bu hasar dogrultusunda, apoptozis aracili aktivator

olarak p53 sinyalini baglatabilir (Debeleg-Biitiiner et al., 2015).

ROS kaynakli oksidatif hasar1 dengelemek i¢in, aerobik organizmalar
genomik kararliliklarini koruyabilmek adma c¢esitli antioksidant mekanizmalar
gelistirmislerdir. Bu  mekanizmalar, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve
glutatyon peroksizdaz gibi enzimatik siipiiriiciiler, hiicre savunmasinda rol alan
antioksidan enzimleri, DNA tamir enzimleri ve genomik denetimin hiicresel
mekanizmalart igerirler. SOD, siiperoksit anyonlart hidrojen peroksit’e
katalizliyor iken, katalaz ve glutatyon peroksidaz hidrojen peroksit’i suya
doniistiiriir. Boylece peroksitlerin  birimi engellenmis olur (sekil 2.12).
Karsinogenezise karsi koruma ile ilgili en iyi ¢alisilmig genlerden biri GSTP1 dur.
GSTPI, reaktif tiirlerin detoksifikasyonundan sorumludur ve epigenetik olarak

DNA metilasyonu ile baskilanmislardir.
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SOD Catalase
0, —» H, 0O, —» HO + O,

GP
GSH + H,0, — GSSG + H,0

Prx
TrxS, + H,0, E— Trx(SH), + H,O

Sekil 2.12: ROS’mn enzimatik eliminasyonu. SOD, siiperoksit dismutaz;

Prx, peroksiredoksin; GP, glutatyon peroksidaz (Ma, 2010).
2.4.2. Oksidatif Stres Ve Prostat Kanseri

Antioksidan ve oksidanlar arasinda ki dengesizlik, stres durumundaki
hiicrede antioksidan miktarinin azalmasi1 yada oksidan miktarinin artmasi ile
olusur. Temel olarak, oksidatif stres, endojen ve ekzojen proseslerin bir ¢oguna
direk yada indirek yolla oksidan/antioksidan dengesine etki etmesini kapsar (Ma,
2010). Mitokondriyal elektron tasiyict zincir ve diger oksitleyicilerin invivo da
asirt ROS iretiminin birinicil yolaklaridir, piirin ve pirimidin bazlarinin
bozulmasina, tek ve ¢ift zincir DNA kiriklarina, baz ve seker modifikasyonlarina
ve DNA-protein capraz baglar1 gibi DNA hasarinin bir ¢ok tipine sebep olur
(Acharya et al., 2010).

Oksidatif hasar sonucu olusan genetik modifikasyonlar karsinogenezise
sebep olan mutagenezde en Onemli yasamsal adimlardan biridir. DNA hasari
uyarimi, karsinogenez ile iligkilendirilmis; transkripsiyon, sinyal iletim yolaklari,
replikasyon hatalar1 ve genomik kararsizliklar1 ya baglatabilir ya da durdurabilir

(Acharya et al., 2010).

Oksidatif stres prostat karsinogenezisde baslama, gelisme ve ilerleme olarak
tanimlanan 3 basamagin hepsine katki saglar. Bu etki, baslangic asamasinda
reaktif oksijen tiirleri tarafindan DNA hasar1 olarak baglar, gelisme asamasinda
anormal gen ifadesi ve sinyal iletimi, ilerleme asamasinda DNA hasarinin siirekli

tetiklenmesi ile genomik kararsizlik olarak gostermektedir.
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Oksidatif stres, hiicresel ¢ogalma ya da aktiflestirme gibi pozitif cevaplari
ayni zamanda bliylimeyi baskilama ve hiicre 6limii gibi negatif cevaplar1 da
baglatabilir. Hiicresel redoks durumlari bir ¢ok hiicre i¢i redoks diizenleyici
molekiiller ile siirdiiriilmektedir, 6rnegin; tiyoredoksin rediiktaz. Tiyoredoksin
cesitli stres durumlarina karsi hiicresel cevaplarda 6nemli sinyal diizenleyicilerden
biridir. Tiyoredoksin otokrin biiyiime faktorleri gibi biiylime-destekleyici etkiyi
baglatabilir ayn1 zamanda oksidatif strese karsi sitoprotektif etki (bir hiicrenin
zedeleyici ve Oldiiriicli etkenlere karsi direncini artiran hiicre koruyucu etki) yi
baslatabilir. Ayrica, Glutatyon sistem (GSH) hiicrede redoks dengesini siirdiiriir
ama glutatyon tiyoredoksin diizenleyicisine baghidir. Glutatyonun asir1 ifadesi,
hidrojen peroksit’ten (H202) hiicreleri korur. Bazi tiimor hiicrelerinde stres
seviyeleri antioksidanlarin etkisi ile gizlenebilir. Eger molekiiler savunma kanser
hiicrelerinde uzaklastirilirsa, 6liim sinyalleri baslar ve hiicreler apoptozise maruz

kalmak icin zorlanabilirler (sekil 2.13).

Stres sinyali ¢alismalar1 kanser tedavilerinin gelismesi i¢in 6gretici oldugu
kanitlanmigtir ve antikanser stratejilerin gelismesinde faydali olmaktadir (Acharya

et al., 2010).

Sekil 2.13: Androjen deprivasyonu terapisi, oksidatif stres, androjen reseptor sinyali ve

prostat kanseri arasindaki iligkinin sematik gdsterimi (shiota et al., 2011).



2.4.3. Transkripsiyon Faktorleri Ve Sinyal Yolaklar:

Oksidatif stres, hiicrede ya spesifik sinyal molekiiller araciligiyla yada
hiicresel hasar sonucunda fizyolojik, patolojik ve adaptif cevaplar tetikler. Bu
cevaplar, hastalik siireci ve hiicrenin gelecegini etkilemek i¢in transkripsiyon
iiriinlerini ayarlar. Son yillarda, bu sinyal yolaklarin oksidatif streste kritik

transkripsiyon cevaplart tanimlanmigtir (sekil 2.14).

| NFxB || sp1 |

Transcription factors

[ AR |
1

Sekil 2.14: Transkripsiyon faktorleri arasindaki iliski ile AR ekspresyonun
indiiklenmesi ve kastrasyon direngli prostat kanserine gecisin sematik

gosterimi (Shiota et al., 2012).
2.4.3.1. PI3K/Akt

Akt serin/treonin kinaz proteindir ve biiylime faktorleri ve ekstraseliiler
sinyallerin biitlin hiicresel cevaplarinda 6nemli rol alir. Ayrica, anti-apoptotik
proteindir ve hiicrede oksidatif stres durumunda aktive edilirler. P13K/Akt yolagi,
NF-kB ve biiyiime faktorlerini iceren apoptotik faktorlerin fosforilasyon bagimli

baskilanmasi araciligiyla yasamsal sinyallere uyum saglar (Ma, 2010).
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2.4.3.2. p53

p53 (protein 53) hiicre biiylimesi ve apoptozu iceren genlerin
ekspresyonunun diizenlenmesinde kritiktir. Tiimor baskilayicit p53, hiicresel ROS
iiretiminin diizenlenmesinde 6nemli rol alir. Orta dereceli stres durumlarinda

oksidatif stresi azaltir ya da yliksek stres durumunda oksidatif strese tesvik eder.

Mutasyon ile birlikte yada p53 eksikliginde, genomik kararsizlig1 arttirdigi
tamimlanmistir.  Clinkii p53 bir ¢ok sinyal yolakda genomik biitiinliigiin
stirdiiriilmesine katki saglar (Xu et al., 2014).

P53 aktivayonu, DNA tamir proteinlerin aktivasyonunu yada apoptozisi
baglatir. Hasar olusutugunda hiicre bu uyariya p53 diizeyini arttirarak cevap veririr
ve p53°de p21’in (G1/S biiylime durdurulmasinda 6nemlidir) ekspresyonunu

aktiflestirir (Ma, 2010).

2.4.3.3. Nrf2 (Nuclear Factor Erythroid 2-Related Factor 2)

Nrf2, oksidantlara kars1 savunmada kritik rol alan transkripsiyon faktordiir.
Nrf2’nin bazal ekspresyonunu yanisira faz II enzimerini kodlayan genlerin
indiiksiyonu androjen yanit eleman dizileri (ARE) araciligiyla saglanmis olur.
Nrf2, hiicresel dengenin korumasinda esansiyel role sahiptir ve boylece oksidatif
stres yada inflamasyon aracili karsinogenezi dnlemek icin kritik hedefleri temsil
eder. Nrf2’nin kaybi, oksidatif stres gibi kimyasal toksisite ve hastaliklara
hassasiyetin artis1 ile iliskilendirilmistir. Ote yandan, artmis Nrf2 fonksiyonu,

kanser ve bir ¢ok toksisiteden viicudu korudugu yoniindedir.

Nrf2 ve GST ailesi kapsamli olarak insan prostat kanserinde azalmigtir. Nrf2
kayb1, prostat bezinde azalmig GST ekspresyonu, artmis ROS seviyesinin zararli

kaskadimni, ve en sonunda DNA hasarin1 baslatir (Acharya et al., 2010; Ma, 2010)

2.4.3.4. Sirtl

SIRT1, NAD-bagiml deasetilazdir. Oksidatif strese cevap ve yasam

stiresinin (dayaniklik) hiicresel diizenlenmesine katki saglar. Kromatin yapilarinin
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ayarlanmasina ek olarak, SIRT1 oksidatif stres altinda bir ¢ok transkripsiyon
faktorlerini ve hiicre proliferasyonunu diizenler. Sirtl birgok transkripsiyon
faktoriini  6rnegin  p53, NBS1, FOXO deasetile eder ve sonrasinda hiicre
dongiisii diizenlenmesi ve DNA hasar1 gibi hiicresel metabolik cevaplara katki
saglar. Bu yiizden, Sirtl, yaslanmay1 tesvik etme ve apoptozun kontroliinii
kaldirmast ile tiimoér hiicrelerin canliligili ile iligskilendirilmistir. Prostat
kanserinde, Sirtl ile AR’mn deasitalasyonu, androjen-indiikleyici AR
transkripsiyonunu baskilar ve AR-indiikleyici tiimdrijeneze katki saglar (debeleg-

Biitiiner et al., 2015; Ma, 2010).

2.4.3.5. NKX3.1

NKX ailesi transkripsiyon faktdrlerin homeobox sinifina aittir. insan
homeobox ailesinin 12 iiyesi vardir ve bunlardan biri NKX3.1°dir. LNCaP
hiicrelerinde eksprese olur ve androjen uyarimi ile regiile olmaktadir. Prostat
biyolojisinde ¢ok onemlidir. Prostat kanserli hiicrelerde androjen diizenleyici gen
olarak bilinmektedir. Ayrica, NKX3.1 prostat epitelinin farklilasmasinda ve
gelismesinde  Onemlidir. Prostat kanserinde ki rolii hala tam olarak
bilinmemektedir. Bazi1 c¢alismalarda, NKX3.1 tiimoér baskilayict olarak
gosterilmistir ¢linkii onun allelik lokusu, prostat kanseri baglangicinda olusan ve
genetik degisiklige ugrayarak 8p-21 bolgesindeki heterozigotlugun kayboldugu
bolgedir, ama yeni ¢aligmalarda NKX3.1 ileri diizey prostat kanserinde yiiksek

derecede eksprese oldugu da gosterilmistir.

Yapilan ¢aligmalar ile NKX3.1 ya prostat kanser hiicre canliligin1 ya da
cogalmasini tesvik etmek icin AR ile birlikte fonksiyon gosterdigi belirtilmistir
(Sekil 2.15) (Tan et al., 2011).
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Sekil 2.15: NKX3.1, iki farkl1 mekanizma ile AR’in transkripsiyonel agini
diizenler (Tan et al., 2011).

2.4.4. Oksidatif Stres ve AR Sinyalizasyonu

2008 y1ili prostat kanseri ¢aligmalarinda, oksidatif stres AR sinyalizasyonu
ile iligkilendirilmistir. SOD2 (ROS seviyesini diizenler), androjen deprivasyonu
ile azalir ve kastrasyon direngli prostat kanserinde azalarak diizenlenirler.
SOD2’nin baskilanmasi, ROS {iretimi ile AR sinyalinin aktivasyonunu indiikler.
Bu durum baz1 yolaklar ile gerceklesir, bunlardan birincisi; steroid
mekanizmasiyla iligkili bir cok gen, SOD2 knockdown ile indiiklenir ve genlerin
ekspresyonundaki degisiklikler, kastrasyon direngli prostat kanserinde androjen
sentezinin artmasmna sebep olabilir. Ikincisi, 5 niikleer reseptdr ko-diizenleyici
(ARA70), ROS-bagimli durumda baskilanmig SOD2 ile indiiklenir. AR’in
yeniden aktivasyonu, bazi steroid reseptorlerin dengesinin degisimi ile indiiklenir.
Sonuncusu, interlokin 6 reseptorii (IL6R), SOD2’in azaltilmasi ile indiiklenir ve

AR’1 aktive eder (sekil 2.16).

Boylece SOD2 baskilanmasi, bir ¢ok mekanizma ile AR’in yeniden
aktivasyonu araciligiyla kastrasyon direncine katki sagladigi bulunmustur. Bu
sonuglar, antioksidan terapi i¢in uygundur ve kastrasyon direngli prostat kanseri

icin limit vericidir.
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Sekil 2.16: Prostat kanserinde oksidatif stresle aktive olan sinyal yolaklarmin
sematik gosterimi. Oksidatif stres sinyal yolaklarini aktive eder ve

AR sinyalizasyonu ile sonuglanir (Shiota et al., 2011).

Oksidatif stres, AR sinyalizasyonunda kritik rol oynar. AR sinyali {izerine
oksidatif stres etkileri c¢esitli mekanizmalara sahipir. Bunlar, AR’in asir1
ekspresyonu, intraseliiler sinyal iletim yolaklar1 araciligla AR aktivasyonu, AR

mutasyonu ve de novo androjen sentezi (Shiota et al., 2012).

2.4.4.1. AR’1n Asir1 Ekspresyonu

Kastrasyon direngli prostat kanseri, artmis AR ekspresyonu ile
iligkilendirilmistir. Oksidatif stres ile aktiflesmis cesitli transkripsiyon faktorleri
bunlar; Twistl, YB-1, NF-kB, CREB, Foxo3a ve Spl AR ekspersyonunu
diizenlerler. Twistl ve YB-lekspresyonu androjen deprivasyon terapisi ile up-
regiile olur, AR’in asir1 ekspresyonu ile sonuclanir. Ayrica, Twistl’mn asir1

ekspresyonu metastatik karsinomada yaygindir (Shiota et al., 2012).
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2.4.4.2. intraseliiler Sinyal iletim Yolaklar1 Aracihgla AR Aktivasyonu

Bir ¢ok AR ko-regulatorler (Hsp27, and EGR-1), oksidatif stres ile aktive
olurlar ve bdylece AR’in transaktivasyonuna katki saglar. Intraseliiler sinyal
yolaklar1 AR transaktivasyonunda rol alir. Sitokinler (epidermal biiylime
faktorleri, IL6) ve sinyal iletim yolaklar1 ( protein kinaz A, JAK/STAT) oksidatif
stres ile aktive olur, AR fonksiyonunu azaltabilir. Boylece, oksidatif stres, Ar
sinyalini intraseliiler sinyal yolaklar1 araciligla aktive edebilir. Bunu, g¢esitli
transkripsiyon faktorler ve onlarin ko-regulator etkilesimleri ile gerceklestirirler

(Shiota et al., 2012).

2.4.4.3. AR Mutasvonlari

Oksidatif stres, DNA mutasyonlarina sebep olarak bilinmesine ragmen, AR
geninin mutasyonlart oksidatif stres indiikleyici belirtileri bilinmemektedir. AR
genindeki mutasyonlar, onun ligand bagimli 6zelliklerini degistirebilir ve hedef

genin ekspresyonunun degismesi ile sonuglanabilir.

AR mutasyonlarina ek olarak, AR splays degiskenleri androjen yoklugunda
trasnkripsiyonel aktivite sergiler ve hatta kastrasyon direngli prostat kansere

gecise katki saglayabilir (Shiota et al., 2012).

2.4.4.4. De Novo Androjen Sentezi

Adrenal bezi ve tiimorde androjenin de novo sentezi, kastrasyon direngli
prostat kanserine potansiyel sebep olarak yeni tanimlanmistir. Simdiye kadar,
oksidatif stresin, prostat kanserinde androjen sentezine tesvik etmesi ile ilgili kanit
olmamasina ragmen, bir ¢ok calisma oksidatif stres ve steroidojenez arasindaki
iliski belirtilmistir. Ornegin, heniiz gosterilen bir ¢aligma ile H202, androjen
sentezini diizenler. Bunu, oksidatif stresin fizyolojik seviyesi ile steroidojenezi
tesvik etmesiyle gerceklestirir. Bu sonuclar dogrultusunda, oksidatif stres prostat
kanser hiicrelerinde de novo androjen sentezini tesvik edebilir (Shiota et al.,

2012).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Cihaz

* Siif II giivenlik kabini (Esco)

* CO2'li inkiibator (Sanyo, MCO-18AIC)

* Floresan ekli invorted 151k mikroskobu (Leica DMIL)

* Sogutmal1 Santrifiij (Sigma, B6916)

* pH metre (Hanna, HI221)

* Manyetik Karistirict (Wisd, MSH-20A)

* Blok 1sitict (Grant, QBA?2)

* Agaroz jel elektroforez sistemi (VWR, 730-1692)

* Spektrofotometre (Amersham Biosciences, Ultraspec 100 Pro)
* PCR cihazi (TECHNE TC-3000X)

*L.C-480 RT-PCR (Roche, Almanya)

¢ Santrifiij (Eppendorf 5415D ve 5415R)

* Sogutmali santrifiij (SIGMA, B6916)

* Poliakrilamid jel yiiriitme aparati (C.B.S. Scientific, MGV-202)
* Western blot transfer aparat1 (C.B.S. Scientific, EBX-700)
* Calkalayici (Heidolph, ROTAMAX 120)

* Calkalayic1 (Heidolph, DUOMAX 1030)

* Karistirict (Grant-Bio, PTR-30)

* Affymetrix Microarray station

* FACS Canto (BD Biosciences)

* FACS Aria (BD Biosciences)

* Xcelligence (RTCA MP)

* Vorteks (YellowLine, TTS2)

* Sygene Agaroz jel goriintiileme sistemi

* Sogutmali santrifiij (Sigma 4K15)

* Spektrofotometre (Thermo Nanodrop 1000)

* Su banyosu (GFL Model: 1008)
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* Buzdolabi

3.1.2.Sarf malzemeler
*RT2 Real time SYBR green PCR master mix (SaBiosciences, PA-010)
* Cell proliferation reagent WST-1 (Roche, 0 015 944 001)
* RNeasy RNA izolayon mini kiti (Qiagen, 74104)
* Omniscript cDNA ¢evirim kiti (Qiagen, 205111)
* Light Cycler Probe Design Software 2 (Roche, Almany
* Hemositometre (Neubauer)
* pcDNA4/HisMax Topo TA klonlama kiti (invitrogen, 45-0067)
* % 0,4 Tripan mavisi soliisyonu (Sigma, T-6146)
¢ Kuars kiivet (Hellma, 105.202-QS)
* Hiicre ortami; RPMI 1640 (Gibco, 52400)
* Fotal dana serumu (FBS) (Gibco, 10270)
* Tripsin-EDTA (Gibco, 3103382)
* Pensilin/Streptomisin (Gibco15140)
* L-Glutamin (Gibco, 25030)
*R1881 (Sigma, R0908)
*2’7’- dichlorodihydrofluorescein diacetate DCFH (Sigma, D6883)
* N-acetyl-1-cysteine LNAC (Sigma, A9165)
* Phorbol 12-myristate 13-acetate PMA (Sigma, P1585)
* Lipopolisakkarit LPS (Sigma, L3024)
* DMSO (Merck K 33960212-504)
* Gliserol (Sigma, G5150)
* Jel elektroforesi i¢in Agaroz (Sigma, A5093)
* Formaldehit (Sigma, F8775)
*22X22 mm No: 1 lamel (Marienfeld, 0101050)
* Hiicre ortami; RPMI 1640 (Gibco, 52400)
*1X PBS
* Beta-merkaptoetanol (Sigma, M3148)
* Proteaz inhibitor kokteyli (Roche, 04693159001)
* Fosfataz inhibitor kokteyli (Roche, 04906837001)
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«NaF 100X (100mM), (Merck, B815549 606)
*NaVO_ 100X (200mM) (Fluka, 72060)

* PMSF 100X (100 mM) (Fluka, 93482)

* 15 ml ve 50 mI’lik falkon tiipleri (Jet Biofil, CFT-011-150 )

* 10 cm’lik hiicre kiiltiirii kaplar1 (Greiner Bio-one CELLSTAR),

* 6 cm’lik hiicre kiiltiirii kaplar1 (Greiner Bio-one CELLSTAR),

* 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirli kaplar1 (Biofil)

*2,5-5-10 ve 25 ml hacimli steril pipetler (Orange),

* Pastor pipeti

*1-10, 20-200 ve 100-1000 pl otomatik pipetler (Brand, Transferpette-S)

* Pipet uclar1 (VWR)

* Eppendorf tiipler (Greiner, 616 201)

* E Plate (Roche, 06 472 451 001)

* ECL PLUS kiti (GE Healthcare Amersham Western Blot detection system,
RPN2132)

* Hiicre kaziyici (Cell Scraper, TPP 9903)

* Whatman kagitlar1

* Polyvinylidene fluoride (PVDF) transfer membrani (Roche, 03010040001)

* Western blot pozlama kaseti (Amersham Hypercassette, RPN 11643)

* Film (Kodak, 8143059)

* Asetat kagitlar

* Developer (Kimetsan, Fast X-Ray Developer Sol.)

* Fikser (Kimetsan, Fast X-Ray Fikser Sol.)

* 5 ml steril enjektor (Ayset)

* Etanol (Merck, K41414186 038)

*TAE tamponu (4,84 g Trizma baz, 1,41 ml glasiyal asetik asit, 3,72 g
NaEDTA, 1 lt'ye kadar dH,0) pH: 8,0

* % 4 Paraformaldehit (AppliChem, A3813) pH:7.8 / %100 soguk Methanol
(Merck, 1552608 034)

* 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) soliisyonu

0.25 pg/ml DAPI dilactate (Sigma, D9564)

% 30 gliserol
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%70 PBS

* 1-10, 20-200 ve 100-1000 pl otomatik pipetler (Brand, Transferpette-S)

* Modifiye RIPA tamponu:

10 mM Tris.Cl pH=8,0 (Sigma, T5941)

% 0.1 SDS (Sigma, L4390)

% 1 Triton X-100 (Sigma, T8787)

% 0.1 Sodyum Deoksikolat (Sigma, D6750)

1 mM EDTA (Sigma K5134)

1 mM EGTA (Sigma, E3889)

140 mM NacCl (Sigma, S3014)

* BCA kiti (Sigma, 088K6138 )

* [zopropanol (Merck, K35707095 607)

* % 30 akrilamid karigimi i¢in

% 29 akrilamid (Sigma, A9099)

% 1 N, N- metilenbisakrilamid (Sigma, M2022) karisimi hazirlanarak
filtrelendi ve gazi alinarak kullanildu.

*4X SDS-PAGE ayirma jel tamponu

1.5 M Tris/HCI (Sigma, T5941)

% 0.4 SDS (Sigma, L4390), pH 8.8

*4X SDS-PAGE depolama jel tamponu

0.5 M Tris/HCI (Sigma, T5941)

% 0.4 SDS (Sigma, L4390), pH 6.8

* % 10’luk Amonyum Persiilfat (APS) (Sigma, A9164)

* TEMED (Sigma, T9281)

* 1L hacim i¢in SDS-PAGE jel 10X yiiriitme tamponu (1X olarak kullanilir)

30 g Trizma baz (Sigma, T6066)

144 g Glisin (Biochemika/FLUKA, 50046)

10.0 g SDS (Sigma, L.4390)

*4X Yiikleme tamponu

40 mM Tris HCI (pH 8,0)

0.4 mM EDTA (Sigma, K5134)

% 4 SDS (SIGMA L4390)

% 20 Gliserol (Sigma, G5150)
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Brom fenol mavisi 200 ul (Merck, L54971322-525)

* SDS-PAGE jel 10X transfer tamponu, toplam hacim 1L

%20 metanol (Merck, K34212908503)

30.0 g Tris baz (Sigma, T6066)

144.0 g Glisin (Biochemika/FLUKA, 50046)

* Beta-mercaptoetanol (Sigma, M3148)

* 10 X TBS (pH 7.6), toplam hacim 1L

2,1 g Tris baz (Sigma, T6066)

80.0 NaCl (Sigma, S3014)

TBS-T i¢in 1X TBS i¢ine % 0.1 Tween 20 (Sigma, E1383) ilave edildi.
* Fosfat Tamponu (Phosphate Bufferred Saline / PBS)

8 g NaCl (Sigma, S3014)

0.2 g KCI (Merck, )

1,57 g NazHPO4.2HZO (Merck, K22287176) ile deO icerisinde

hazirlanarak 1M HCI (Merck, )ile pH 7.4’e ayarlandi.

* Yagsiz siit tozu (Meier)

* Anti-rabbit IgG horse radish peroxidase (HRP) (Amersham, NA934)

* Anti-mouse IgG horse radish peroxidase (HRP) (Amersham, NA931)

* Anti-mouse IgG (Invitrogen Molecular Probes, Alexa Fluor 594)
(Invitrogen, A11005)

* Anti-rabbit IgG (Invitrogen Molecular Probes Alexa Fluor 594)
(Invitrogen, A11012)

* NKX3.1 antikoru (sc-T19x, Dr. F. Saatcioglu Lab Oslo Universitesi)

* Anti-yH2AX antikoru (Milipore, 05-636)

* GAPDH antikoru (Ambion, AM4300)

* o-Tiibiilin antikoru (Santa cruz biotechnology, sc-8035, ABD)

* B-aktin antikoru (Sigma, A5316)

* AR antikoru (Millipore, 06-680)

* p53 antikoru (Abcam, ab2433)

* p- ATM(S1981) antikoru (Abcam, ab81292, ingiltere)

* p-H2AX (Ser139) antikoru (Millipore)

» Kaspaz 3 antikoru (Cell signaling, #9662)

* Anti-pAKT (Ser473) antikoru (Santa Cruz, sc-7985-R)
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* Anti-p21 antikoru (Santa Cruz, sc-817)
* Anti E-kaderin antikoru (Santa Cruz, sc-8426)
Deneyler sirasinda 3 farkli hiicre hatti kullanildi. Hiicre hatlar1 ATCC'den
temin edildi.
1. LNCaP (insan prostat karsinomu lenf nodu metastazi hiicre

hatti-yiizeye bagli)

2. U937 (monosit hiicre hatti- siispande)
3. LNCaP abl/104r2 (androjen bagimsiz hiicre hatt1)
3.2. Metod

3.2.1. Hiicre kiiltiiri

3.2.1.1. Hiicrelerin bakimi ve pasajlanmasi

Hiicrelerin beslenmesi amaciyla % 10 FBS, %1 L-glu, %1 P/S iceren RPMI
kullanild1. U937 hiicrelerinin besi ortaminda kullanilan FBS 2 kez inaktive edildi.
LNCaP abl/104r2 hiicre hatti1 iginde %3CT-FBS’li (aktif karbon iceren serum)
ortamda beslendi. Hiicreler yetistirilirken eger tiim ylizeyi kaplayacak kadar
cogalmadiklart durumda, yilizeye bagli hiicrelerin ortami pastér pipeti ile
uzaklastirildi ve hiicrelerin iizerine taze ortam eklenerek 2 gilinde bir ortam
degistirildi. Hiicreler, 75 cm’lik flaskda 13 ml, 10 cm’lik hiicre kiiltiir kaplarinda
8 ml, 6 cm hiicre kiiltiir kaplarinda 3 ml ortam i¢inde, 37°C’de %5 CO’li
inkiibatorde biiytitiildiiler. Hiicreler tiim yiizeyi kaplayacak kadar ¢ogaldiklarinda

pasajlandilar.

Steril cam pastdr pipetleri kullanarak vakum yardimiyla ortam uzaklastirildi.

2+ 2+
Kiiltiir ylizeyi tripsin muamelesinin etkisini arttirmak i¢in Ca ve Mg icermeyen

steril PBS ile bir kez yikandi. PBS uzaklastirildiktan sonra 1 ml (10 cm kiiltiir
kaplar1 icin) tripsin-EDTA soliisyonu  ilave edildi ve 37°C’de %S5 COz’li

inkiibatorde 4-5 dakika hiicreler ylizeyden kalkana kadar bekletildi. Hiicre
yogunluguna uygun hacimde taze ortam hiicreler iizerine eklendi ve hiicreler pipet

yardimiyla homojenize edildi. Homojenize edilen hiicreler yeni kiiltlir kabindaki
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ortamin iizerine yavasga ilave edildi ve biiylimeleri i¢cin 37°C’de %5 COz’li

inkiibatore yerlestirildi.

3.2.1.2. Hiicrelerin dondurulmasi ve ¢cozdiiriilmesi

Hiicreler uzun stireli kiiltiire edildiklerinde morfolojik, biiytime, fonksiyon
ve karyotipik olarak degisime ugramaktadirlar. Hiicre kiiltiirleri in vitro yasa
bagimli degisiklikler gosterir ve baz1 Kkiiltiirler biiyiime ve fonksiyonel
ozelliklerinde degisime sebep olan spontan transformasyona ugrarlar. Dondurulan
hiicreler ise daha uzun siire 6zelliklerinde degisim olmadan saklanabilir. Calisma
siiresince, hiicreler belirli pasaj numaralarinda donduruldu. Dondurulma sirasinda

hiicreleri korumak icin DMSO ve gliserol gibi kriyoprotektan ajanlar kullanildi.

Hiicreleri pasajlamak iizere yapilan tiim islemler yapildiktan sonra son
asamada hiicre kiiltiir kabina aktarilmadan, %30 FBS iceren taze hiicre ortaminda
bulunan hiicreler iizerine % 5 DMSO eklendi ve her kriyotiipe 1 ml aktarilarak -

86 °C saklandu.

Cozdiiriilecek olan hiicreler -860C derin dondurucudan ¢ikarilip hizla 37 0C

su banyosunda c¢oziilene kadar (yaklasik 1-2 dk) bekletildi. Ardindan hiicreler,

hiicre kiiltiirti kabindaki 37OC’ye 1sitilmig 8 ml ortam iizerine ilave edildi.

3.2.1.3. Hiicre sayimi

Hiicre yogunlugunu belirlemek {izere hiicre sayimi yapildi. Hiicreler
pasajlanirken, yeni kiiltiire istenen miktarda hiicre alabilmek amaciyla

hemositometreyle sayildi.

* Sayim i¢in hiicre slispansiyonundan 10 pl alinip tripan mavisiyle 100 pl’ye
tamamlandi (10 kat diliisyon).

* Karigim pipetle homojenize edildi.

* Hemositometre ile iizerindeki lamel arasina, hiicre siispansiyonu pipetle

kenardan yayildu.
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* Hemositometre lizerinde yer alan 9 biiyiik kare icindeki hiicre miktari
sayildi.
* Mililitredeki hiicre sayisini (hiicre sayisi/ml) belirlemek i¢in asagidaki

formiil kullanildi

Hiicre sayis1 / ml =Sayilan hiicre miktar1 x Diliisyon oran1 (10) x 10*

3.2.2. Transfeksiyon

NKX3.1-pcDNAHismax i¢in: 5x10° LNCaP hiicresi 60mm’lik hiicre
kiiltiiri  kaplarinda biiyiitiildii. Transfeksiyondan 2 saat Once besi ortami
uzaklastirilarak hiicreler PBS ile yikandi ve normalde kullanilan miktarin yarisi
kadar serumsuz ve antibiyotiksiz ortam eklendi. 2 saat sonra ayni Ozellikteki
ortama (6 cm kiiltlir kabi i¢in toplam hacim 100 pl olacak bigimde) 6 pl Xtreme
(Roche) eklendi ve 5 dk oda sicakliginda beklendi. Ardindan olusan kompleksin
iizerine 1 pg DNA eklenerek tekrar oda sicakliginda 15 dk beklendi. Son olarak
da olusan kompleksler mikropipet ile hiicrelerin iizerine damlatild1.
Transfeksiyondan 6 saat sonra normalin yarist kadar serumsuz ortam iceren kiiltiir
kaplaria normalin 2 kat1 serum igeren ortam eklenerek ortam ve serum seviyesi

normal diizeye getirildi.

siAR transfeksiyonu i¢in: 5x10° LNCaP hiicresi 60cm’lik hiicre kiiltiirii
kaplarinda biiyiitiildii. Hiicreler transfeksiyondan 2 saat once P/S igermeyen
serumlu besi ortamina alindi. Transfeksiyon karisimi P/S ve serum igermeyen
ortamda, 6 pl Dharmafect II ve 200 pmol siAR kullanilarak hazirland1. ilk énce
bir tiipte ortam ve reagent hazirlanirken diger tiipte de ortam ve siAR hazirland:
ve 5 dk beklendi. Ardindan siAR tiipii reagent {lizerine eklendi ve 15 dk bekletildi.
Son olarak, hiicrelerin iizerine pipetle eklendi (6 cm’lik kiiltiir kaplarina 200 pl
eklendi).
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3.2.3. RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve RT-PCR

Hiicreler 4x105 olacak sekilde 60 cm’lik hiicre kiiltiirii kaplarina ekildi ve 2
giin kiiltiirde bekletildi. Hiicrelerden RNA izolasyonu i¢in hiicrelerin ortami
uzaklastirildt ve PBS ile yikandi. Ardindan RNeasy RNA izolasyon Kkiti
kullanilarak (Qiagen) hiicrelerdeki total RNA izole edildi. Elde edilen RNA'larin
miktart ve saflig1 spektrofotometrede oOlciildii. 500 ng RNA %5 formaldehit
iceren %1'lik agaroz jelde yiiriitiilerek 28S ve 18S ribozomal RNA’lar dikkate
almarak, degredasyon durumu kontrol edildi. Elde edilen RNA'dan cDNA
olusturmak i¢in Superscript III cDNA sentez kiti (Invitrogen) kullanildi, 4 pg RNA
cDNA'ya cevrildi.

RT-PCR deneyleri LC-480 Real Time PCR cihazinda SYBR Green yontemi
ile yapildi. Reaksiyonlar 20 pl hacimde ve agagidaki gibi hazirlands,

* 1 pl hacimde 10 pmol primer (Forward+Reverse)
* 2X SYBR Green Master Mix
* 1 pl hacimde 50 ng cDNA

e 20 pl'ye kit icerigindeki su ile tamamlandi.

RT-PCR cihazinda (Denatiirasyon: 94°C'de 5 dk. 1 dongii, Amplifikasyon:
94°C'de 10 sn / 60°C'de 10 sn / 72°C'de 20 sn olmak iizere 45 dongii seklinde ve

cift zincirin ayrilmasi/melting curve basamagi programlandi.

RT-PCR denemeleri i¢in primerler, “Roche primer ve probe design
software” kullanilarak tasarland1 veya literatiirde daha once kullanilmis olan
primer dizilerinden yararlanildi. Biitiin sonuglar i¢in karsilastirmali CT hesaplama
yontemi kullanildi. Bu amagla deneyde kullanilan ve ekspresyonu degismeyen
GAPDH “housekeeping” geninin amplifikasyonu dikkate alinarak arastirilan
genlerin ekspresyon degisimleri normalize edildi (Lightcycler 480 cihazinin relatif

kuantifikasyon analizi). Asagidaki primerler kullanildi:

GPX2 F: CAGTCTCAAGTATGTCCGT

GPX2 R: AGGCTCAATGTTGATGGT

GPX3 F: CTTGCACCATTCGGTCT

GPX3 R: CGGACATACTTGAGGGTAG
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PRDX6 F: | TAGTGTGATGGTCCTTCCAAC

PRDX6 R: | AGCGGAGGTATTTCTTGC

QSCN6_F: | GAGGCTACGTGCACTACT

QSCN6_R: | CTGCAAGGCGAGCATTGA

ENOX2 F: | CTGAACGTGAAGCACTG

ENOX2 R: | ATCAAGACGGTGCAAGTAG

SOD1 F: TGTACCAGTGCAGGTCC

SODI1 R: GCCAATGATGCAATGGTC

SOD2 F: TGTCCAAGGCTCAGGTT

SOD2 R: CTGAAGGTAGTAAGCGTGC

NKX3.1 F: | TCTATCAGCATCTGACAGGTGAA

NKX3.1 R: | AGCAGGGTTTGTTATGCATGTAG

SIRTI F: TGCGGGAATCCAAAGGATAATTCAGTGTC

SIRTI R: CTTCATCTTTGTCATACTTCATGGCTCTATG

GAPDH F: | CATTGCCCTCAACGACCACTTT

GAPDH_R: | GGTGGTCCAGGGGTCTTACTCC

3.2.4. immiinofléresan

3.2.4.1. Hiicrelerin hazirlanmasi

%70 EtOH'de bekletilen lameller steril kabin i¢inde kagit mendil lizerine
konularak kurumasi beklendi ve kiiltiir kaplarina yerlestirildi. Hiicreler; i¢lerinde
lamel bulunan 6 cm’lik kiiltlir kaplarina 3 ml ortam igerisinde %50-60 yogunlukta

olacak bi¢imde pasajlandi ve 24 saat kiiltiir edildi.

Madde uygulamalar1 ve/veya transfeksiyonlar yapilip deney tasarimina

uygun sekilde kiiltiir edildi.

3.2.4.2. Fiksasyon ve Bloklama

Ortam uzaklastirilip 1 ml PBS ile bir kez yikama yapildi. 1 ml soguk %100
metanol eklenerek -20C de 30 dk fiske edildi.1 ml PBS ile 1-2 kez yikama yapildu.
Oda sicakliginda ve karistirici lizerinde % 0,2 triton X-100 igeren PBS ile 5
dakika inkiibasyon yapilarak hiicreler gegirgenlestirildi. 1 ml PBS ile bir kez
yikama yapildi. % 1 BSA iceren PBS ile 5 dakika oda sicakliginda bloklama

yapild1 ve bloklama soliisyonu uzaklastirildi.
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3.2.4.3. Antikor isaretlemesi

Kullanim konsantrasyonlar1 optimize edilmis primer antikorlar %1 BSA
iceren PBS icinde, her lamele 50 pl hacimde damlatildi ve lamellerin {izeri
parafilm ile kapatilarak 37°C’ de 1 saat inkiibe edildi. 4 defa PBS ile yikandi. %1
BSA igeren PBS icerisinde hazirlanan sekonder antikorlar her lamele 50 pl
hacimde damlatildi ve lamellerin iizeri parafilm ile kapatilarak 37°C’ de 20 dk
inkiibe edildi. 4 defa PBS ile yikandi. 1 ml % 70 EtOH eklendi ve en az 5 dk +4
C'de bekletildi. 1 ml %100 EtOH eklendi ve oda sicakliginda 1-2 dk bekletildi.

3.2.4.4. DAPI ile kapatma

%100 etanol i¢indeki hiicreler buradan ¢ikarilarak kagit mendiller tizerine
konuldu ve kurumasi beklendi. Hiicrelerin lamel iizerinde tutundugu yiizeye 10 pl
DAPI soliisyonu (0,25 pg/ml) damlatildi ve ters gevrilerek lamlarin iizerine

kapatildi. Floresan mikroskobu ile inceleme yapildi.

3.2.5. immiinoblotlama (western-blot)

3.2.5.1. Protein izolasyonu

RIPA modified tamponu kullanarak protein izolasyonu gerceklestirildi. Bu
amagcla, hiicre kaziyict yardimiyla hiicreler ortam igindeyken kaldirild1 ve 15 ml
tiiplere toplandi. 300 g’de santrifiij edilerek ortam uzaklastirildi. Hiicreler, 1 ml
soguk PBS ile siispande edildi ve tekrar santrifiijlenerek PBS uzaklagtirildi. Hiicre
miktarina uygun miktarda RIPA modified tamponu (inhibitorler eklenmis) ile
stispande edildikten sonra buz iizerinde 45 dk bekletildi. Sonra %30 giicle, %50
aralikla 20 sn sonkasyon yapildi ve 12.000 g'de 10 dk santriflij edilerek

slipernatant yeni tiipe alindi, protein lizat1 olarak -86°C'ye kaldirildi.

3.2.5.2. Protein miktarmin belirlenmesi

Elde edilen lizatlardaki protein miktar1 BCA protein miktar1 6lglim Kkiti

kullanilarak belirlendi. Olgiim asagidaki gibi yapildi.
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Eppendorf tiiplere 149 pl RIPA modified tamponu ve 1 pl protein lizati

ornegi eklendi.

BCA c¢alisma reaktifi; her 6rnek basma 75 pl QA, 75 ul QB ve 3 ul QC
olacak sekilde biitiin ornekler ve kor icin gerekli toplam karisim hazirlandi.
Hazirlanan BCA c¢aligma reaktifi vortekslenerek drneklerin bulundugu tiiplere her

ornek i¢in 150 pl eklendi. Kor olarak protein lizati bulunmayan 150 pl RIPA
kullanildz.

Tiipler vortekslenip, kisa santrifiijden sonra 60°C’de 1sitic1 blokta 1 saat

inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda o6rneklerin oda sicakligina gelmesi beklenip

spektrofotometrede 562 nm’de absorbanslari dl¢iildii.

Elde edilen absorbans degerleri protein standart egrisine gére hesaplanarak

protein miktarlar1 pg /pl olarak belirlendi.

3.2.5.3. Proteinlerin SDS-PAGE ile ayrilmasi

Camlar sirasiyla su-etanol-izopropanol ile silindi hazirlanan jel dokme
aparatina uygun ylizdede ayirma jelleri dokiildii (Cizelge 1). Jelin diizgiin bir

bicimde donabilmesi i¢in iizerine izopropanol dokiildii.

Ayirma jeli donduktan sonra, donan ayirma jelinin {lizerindeki izopropanol
uzaklastirlldi ve depolama jeli dokiilerek (Cizelge 2) tarak yerlestirildi.
Kullanimdan 6nce gerekli hacimde 4xyiikleme tamponu igerisine %10 oraninda
B-merkaptoetanol eklendi ve karistirildi. Protein lizatlarindan her 6rnekten 30 pg-
70 pg miktarlarina karsilik gelen hacimlerde yeni tiiplere 6rnekler koyuldu ve su

ile 20 pl’ye tamamlandi, 8 pl 4x yiikkleme tamponu ilave edildi. Hazirlanan

protein Ornekleri 950C’ de 5 dakika denatiire edildi. Denatiirasyonun hemen
ardindan Ornekler buz lizerine alind1 ve jele yiiklemeden Once kisa santrifiij
yapildi. Kuyucuklara yiiklenen ornekler uygun voltajda (80 V) ve siirede (3-4

saat) yuriitiildii.
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Cizelge 1. Ayirma jeli bilesenlerinin farkli yiizde degerleri igin oranlari

Ayirma jeli (10 ml) %6 %8 %10 %12 %15
dH20 54ml | 47ml | 41ml | 3,4ml | 2,4ml
%30 akrilamid kansim 2,0 2,7 3,3 4 5

4X ayirma jeli tamponu | 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
%10 APS (ml) 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
TEMED (ml) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

Cizelge 2. Depolama jeli bilesenlerinin farkl yiizde degerleri i¢in oranlari

Depolama jeli 10ml | Sml 2,5ml
dH20 (ml) 57 2,85 1,425
%30 akrilamid kansim 1,7 0,85 0,425
4x depolama jel tamponu | 2,5 1,25 0,625
%10 APS (ml) 0,1 0,05 | 0,025
TEMED (ml) 0,010 | 0,005 | 0,005

3.2.5.4. Membrana transfer

PVDF membran metanol i¢inde 1slatildi. Western-blot transfer kaseti icine
sirastyla stinger, Whatman kagidi, proteinlerin yiiriidiigii jel, PVDF membran,
Whatman kagidi ve silinger yerlestirilerek transfer 6rnegi hazirlandi. Transfer
kaseti, transfer tankina yerlestirilerek gece boyu +4°C’de 90 mA’de transfere
birakildu.

3.2.5.5. Primer antikor isaretleme

Transfer tankindan ¢ikarilan membran 2 kez TBS-T ile calkalandi. TBS-
T'de hazirlanan %5 yagsiz siit tozu ile oda sicaklifinda 1 saat bloklandi.
Bloklamadan sonra membran TBS-T ile 2 defa ¢alkalandi. Daha 6nce kullanim
orani optimize edilmis primer antikor, % 0,5 siit tozu ya da %5 BSA i¢eren TBS-
T'de hazirlandi. Membran primer antikor soliisyonu i¢inde, oda sicakliginda 1 saat
ya da +4°C’de gece boyu yavasca c¢alkalanarak inkiibe edildi. Membran 2 kez
calkalama, 1 kez 15 dk ve 3 kez 5 dk TBS-T ile yikandu.
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3.2.5.6. Sekonder antikor isaretleme

Kullanim oran1 1/5000 veya 1/10.000 olarak optimize edilmis HRP- bagh
tavsan, fare ya da ke¢i sekonder antikorlar1 % 0,5 siit tozu igeren TBS-T i¢inde
hazirlandi. Membran sekonder antikor soliisyonunda, oda sicakliinda 1 saat

yavasea calkalanarak inkiibe edildi.

Membran 2 kez ¢alkalama, 1 kez 15 dk ve 3 kez 5 dk TBS-T ile yikandu.

3.2.5.7. Bantlarin goriintiilenmesi

Karanlik odada membran iizerine hazirlanan ECL-plus kiti soliisyonu (A:B
soliisyonu 40:1 oraninda membran biiyiikliigiine uygun hacimde hazirlandi)

dokiuldi ve 5 dakika inkiibe edildi.

Kasetin i¢inde iki asetat kagid1 arasina yerlestirilen membran iizerine film

konularak farkl siirelerde pozlama gergeklestirildi.

Film 2 dakika developer ve 5 dakika fikser soliisyonundan gegirilerek

bantlar film lizerinde goriintiilendi.

3.2.6. inflamatuar sartlandirilmis ortam iiretimi

3.2.6.1. U937 monosit hiicrelerin farkhlastirilmasi ve sartlandirilmis
ortam (Conditioned Media/CM) iiretimi

U937 monosit hiicreleri, 10% FBS igeren RPMI 1640 besi ortaminda, 5%
CO; ve 37°C kosullarinda kiiltiir edildi. Makrofajlara farklilastirmak amaciyla,
madde uygulamasindan 2 saat 6nce, 8x10° hiicre, 75 cm™lik flasklara split edildi.
2,4, 8, 16nM final konsantrasyonlarinda phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
16 saat siiresince uygulandi ve dogal kosullarda siispande halde olan monosit
hiicrelerin farklilasarak kiimeler olusturmalar1 saglandi. Besi ortami uzeklestirilip
hiicreler PBS ile yikandi ve 20 ml yeni besi ortami eklendi. Hiicreler 3 saat
dinlendirildikten sonra, 10 ng/ml final konsantrasyonda lipopolisakkarit (LPS)
eklendi ve hiicreler 24 saat inkiibe edildi. Son olarak CM toplanarak 0,2 uM filtre
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ile filtrelendi.

3.2.6.2. CM’deki TNFa. IL-1f, IL.-6 sitokin konsantrasyonlarin olciimii

LNCaP hiicreleri CM ile beslenmeden once, TNFa, IL-6, IL-IB
konsantrasyonlari, ELISA yontemi ile bu sitokinlere 6zel hazirlanmis kitler
kullanilarak ~ o6lgiildii. Sekil 3.1°de  CM  eldesinin  basamaklari, sitokin
konsantrasyonlarinin 6l¢iimii, ve LNCaP hiicrelerinin beslenmesini igeren in vitro

inflamasyon modeli sematik olarak gdsterilmektedir.
3.2.7. DCFH ile ROS o6l¢iimii

10* LNCaP hiicresi 96-gozlii hiicre kiiltiiri  kaplarinda  biiyiitiildi.
Transfeksiyon sonra, FR- icerisinde 10 uM DCFH-DA eklendi ve 37°C’deki %5.5
COy’li inkiibatorde 30 dk inkiibe edildikten sonra besi ortami uzaklastirildi ve FR-
ile 1 kez yikama yapildi. Madde uygulamalar1 yapilip hemen florimetride ex: 485
ve em: 538 filtreleri ile okumaya baslandi. 3 saat boyunca her 20 dakikada 6l¢iim

alindi.
3.2.8. Gerg¢ek zamanh hiicre proliferasyon dl¢iimii

Xecelligence proliferasyon denemesi gercek zamanli dl¢limler i¢in kullanildi.
Ozetle, 96-gozlii hiicre kiiltiirii kaplarinda bityiitilen LNCaP hiicreleri (8*10°)
HM-vektor ve HM/NKX3.1 ile 24 saatlik transfeksiyon yapildi. Madde
uygulamalar1 yapildi ve proliferasyon hizi ve morfolojik degisimler oSl¢iildii.

Empedans degerleri 48 saat boyunca her on dakikada bir toplandi.


nurşah
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U937 Monosit hiicreleri

PMA uygulamasi
(16 nM 16 saat)
Farklilagma

Makrofaj hucreleri

LPS indiiksiyonu
(10 ng/ml 24 saat)

Pro-inflamatuar sitokinlerin salinimi
TNF-a, IL1-b ve IL6

inflamatuar
slipernatan
(Sartlandiriimig
Ortam)

Sekil 3.1: In vitro inflamasyon modeli basamaklarinin sematik gosterimi

3.2.8. Aklides Nuk sistemi ile y-H2AX odak sayimi

Aklides Nuk sistemi, DNA hasar1 belirteci olan y-H2AX odaklarinin
otomatize olarak hizla sayilmasi i¢in tasarlanmis ve c¢ogunlukla tanida
kullanilmast  amaglanmistir.  Pediatrik  malignitelerdeki DNA  onarim
degisikliklerine iligkin bir calismada, lenfositlerdeki y-H2AX odaklar1 analizi bu
sistemle c¢alisilmistir. Sistemin optimizasyonuna iliskin bir diger caligmada,
periferal kan mononiiklear hiicrelerinde farkli DNA hasar1 ajanlart kullanilarak vy-
H2AX odaklar1 analizlenmis ve protein diizeyleri ile karsilastirilarak sonuglarin

tutarlilig1 saptanmaigtir.
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Calismamizda 2.5x10° LNCaP hiicresi 6-gdzlii hiicre kiiltiirii kaplarinda,
lameller (No:1) {izerinde biiyiitlildii. Transfeksiyon ve madde uygulamalarindan
sonra, immiinofloresan yoOntemiyle ayni bi¢cimde fiksasyon ve antikor
isaretlemeleri yapildi. Lameller iizerindeki hiicreler kurutulduktan sonra DAPI
boyasi igeren soliisyon ile Aklides sisteminin 0zel biyikliikkteki lamlarina
kapatildi. Her Ornek i¢in en az 100 hiicredeki y-H2AX odaklar1 sayilarak
ortalamalar1 hesaplandi. Hiicre tanimi i¢in atanmis (80) parametreden bazilar1 (6
parametre) sistem tarafindan LNCaP hiicrelerinin taninmasi i¢in optimize edildi.
Bu parametrelerden en dnemlileri nukleus biiyiikliigii (4-26 um), y-H2AX odak
biiytikliikleri (0.1-1 pm) ve conveksite (0.8) degerleri yeniden ayarlandi. Tam
otomatik olarak calisan Aklides Nuk sistemi tarafindan elde edilen nukleus ve
odak sayimi goriilmektedir (Sekil 3.2). Burada goriildiigii lizere, sistem atanmig
parametreler kullanilarak hiicreler 3 ayr1 konfokal odakta goriintiilenmekte (a),
atanmig biiyiikliik parametrelerine gore hiicre olmayan partikiilleri ayrilarak (b ve
c), varsa apoptotik olanlari ayirmakta (d) ve odak igeren ilag veya muamele
sonucunda olusan degisiklikleri (etkilenmis) (e) tanimlayarak, hiicre bagina (f)
sayimlar1 excel dosyasina aktarilmaktadir. Hiicre sinirlariin  daha iyi
tanimlanmasi i¢in watershed algoritmasi kullanilmaktadir.

Excluded hiicreler

Konfokal 3 resmin olugturulmasi Watershed algoritmasi

Apoptotik hiicrelerin ayrimi Tanimlanabilen odak tasiyanlar Odaklar

Sekil 3.2: Aklides Nuk sisteminin ¢aligma prensibine iliskin 6rnek analiz fotograflar
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4. BULGULAR

4.1. AR, NKX3.1 ve p53 degredasyonlarinin LNAC uygulamasi ile

inhibisyonu

Sitokin ve ROS sinyalizasyonu arasindaki etkilesim bir¢ok ¢alismada
gosterilmistir. Ancak inflamatuar mikrogevre kosullarinda AR, NKX3.1 ve p53
degredasyonlari lizerinde, oksidatif stres ve sitokinlerden hangisi(leri)nin etkisinin
esas faktor oldugunu belirlemek amaciyla, LNCaP hiicrelerine, antioksidan LNAC
ile birlikte CM ve H,0, uygulanarak degredasyon degisiklikleri incelenmis, AR,
NKX3.1 ve p53 seviyelerinde, CM’in artan konsantrasyonuna bagli olarak
degredasyon artis1 goriilmistiir. Ayrica, LNAC uygulamasiyla AR seviyesinde ve
disik CM dozunda bir geri kazanim goriilmekte, ancak NKX3.1
degredasyonunda degisiklik goriilmemektedir (Sekil 4.1.A). H,O, varligindaki AR
ve NKX3.1 degredasyonlarinin LNAC ile tamamen inhibe edildigi belirlenerek,
bu etkinin sitokin ve ROS sinyalizasyonu arasindaki etkilesimden kaynaklandigi
diistintilmustiir (Sekil 4.1.B). Bununla birlikte, LNAC uygulamasiyla p53
seviyesinde kontrol hiicrelerinde ve diisiik doz CM varliginda tamamen geri
kazanim belirlenmis (Sekil 4.1.A), H,O, varliginda ise artis goriilmiistiir (Sekil
4.1.B). Bu nedenle, inflamatuar ortamdaki p53 degredasyonunun artan ROS
seviyesinin bir sonucu oldugu varsayimlanmigstir. Dahasi, LNCaP hiicrelerinde
CM uygulamasiyla beraber AR susturuldugunda, AR yoksunlugu ve CM aracilikli
proteozomal degredasyonun sonucu olarak NKX3.1 seviyesi de azalmigtir (Sekil

4.1.0).
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Sekil 4.1: Antioksidan LNAC uygulamasi ile AR, NKX3.1 ve p53 protein

diizeylerinin korunmasi. LNCaP hiicrelerindeki protein diizeyleri,
A. 24 saatlik CM (125 ve 250 pg/ml TNFa igeren) ve B. H,O,
(250 uM) uygulamalar1 sonucunda Sl¢iilmiistiir. 10 mM LNAC
uygulamalar1 ise CM ve H202’dan 1 saat dnce yapilmigtir. C.
CM uygulamas: ile AR yoklugunda NKX3.1 protein seviyesi

azalir. CM (Conditioned media/sartlandirilmis ortam).

4.2. Oksidatif stres regiilatorii enzimlerin  ekspresyonunun

diizenlenmesinde NKX3.1’in etkisi

NKX3.1, prostat dokularinda androjenlerle regiile olan ve tiimor baskilayici
isleve sahip 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir. LNCaP hiicrelerinde, oksidatif

stres ve inflamasyon kosullarindaki NKX3.1 kaybinin, antioksidan yanit
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olusumuyla iligkili genlerin ekspresyonundaki etkisini arastirmak i¢in 3, 6 ve 24
saatlik CM (250 pg/ml TNFa) uygulamas: yapilarak, oksidatif stres genlerinin
mRNA diizeylerindeki degisimler arastirilmistir. 24 saat CM uygulamasi
sonucunda, pro-oksidanlar Quiescin Q6 (QSCN6) ve Ecto-NOX disulfide thiol
exchanger 2 (ENOX2) diizeylerinin sirastyla 2.7 ve 1.3 kat arttig1 bulgulanmustir.
Antioksidan regiile edici glutathione peroxidase-2 (GPX2)’nin 6.2 kat arttigi,
ancak glutathione peroxidase-3 (GPX3) ve peroxiredoxin-6 (PRDX6)’nin 12.5 ve
2.4 kat azaldigir belirlenmistir. Antioksidan superoxide dismutase-1 (SODI)
geninin mRNA seviyesinin 1.5 kat azalmakta oldugu ve superoxide dismutase-2
(SOD2)’nin 2.3 kat arttig1 goriilmiistiir (Sekil 4.2A). NKX3.1 seviyesinde de 30
kat azalma saptanmig ve bu dramatik diisiisiin hem sitokin maruziyeti hem de AR
kaybina bagli transkripsiyonel baskilanmadan kaynaklandig1 sonucuna varilmstir.
Sonug olarak, inflamasyon ve oksidatif stres varligi, oksidatif stres regiilatorii
genlerin ekspresyon seviyelerinde Onemli degisikliklere (pro-oksidanlarin

seviyesinde artig ve bazi antioksidanlarin seviyesinde azalma) neden olmaktadir.

Oksidatif regulatorlerin transkripsiyonel degisimlerinin androjenlerle regiile
olan NKX3.1 kaybina bagli olup olmadigini anlamak amaciyla, NKX3.1
ekspresyonu siRNA kullanilarak baskilanmis ve elde edilen mRNA seviyesi
degisiklikleri 2 gruba ayrilarak aciklanmustir. Ilk gruptaki genler, ekspresyon
degisiklikleri, CM uygulamasi sonucu olusan degisikliklerle uyumlu olanlardir.
Ikinci grup ise, sadece NKX3.1 yoklugunda degisim gosterip CM uygulamast ile
benzer degisim gdstermeyen gen grubunu olusturmaktadir. Ikinci grup genlerde
NKX3.1 yokluguna bagli olarak ENOX2 seviyesinde 3.7 kat artis ve SOD2’de 2.5
kat azalma belirlenmistir. Birinci grup genlerden GPX2’nin mRNA seviyesi 5.6,
QSCN6’nin 1.9 kat artmis, ancak GPX3 (2.4 kat), PRDX6 (2 kat) ve SOD1 (2.5
kat) mRNA seviyeleri azalmistir (Sekil 4.2B ve C). Ayrica, kontrol amaciyla,
NKX3.1 protein seviyesindeki azalma da Sekil 4.2’de gosterilmistir. Elde edilen
verilerin dogrulanmasi i¢in, basal NKX3.1 seviyesine ek olarak, ektopik NKX3.1
ekspresyonu  gerceklestirildiginde, antioksidanlardan ~GPX2’nin  mRNA
seviyesindeki degisim 3.7°den 5.1 kata ve SOD2’nin ise 3.8’den 5.9 kata artig
gostermistir (Sekil 4.3A).
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Ayrica, antioksidan yanit faktorlerinin gen ekspresyonlarinda NKX3.1’e
bagli degisim gozlemlendiginden, hiicrelerde intraseliiler ROS seviyesindeki
degisimin etkisi de arastirilmig ve H,O; (50 and 100 uM) uygulamasi sonucundaki
intraseliiler ROS seviyesi DCFH yontemi ile 6l¢iilmiistiir. HO, uygulamasi ile
artan intraseliller ROS seviyesinin basal ve ektopik NKX3.1 ekspresyonu ile
baskilandig1 gosterilmistir (Sekil 4.3B). Sonug olarak, androjenlerle regiile olan
NKX3.1’in, prostat hiicrelerindeki oksidatif stres ve inflamasyon kosullarinda,
antioksidan yanitin diizenlenmesinde gerekli bir transkripsiyon faktorii oldugu

sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.2: NKX3.1 susturulmasiyla oksidatif stres regiilatorii genlerin ekspresyonunda
bozulma. A. LNCaP hiicrelerinde 3, 6 ve 24 saatlik CM (250 pg/ml TNFa igeren)
uygulamasi sonucunda antioksidan yanit enzimlerinin gen ekspresyonu degisimleri.
Pembe ve yesil renkler sirasiyla pro- ve anti-oksidan enzimleri ifade etmektedir. B.
NKX3.1 susturulmasi sonucundaki degisimleri CM (250 pg/ml TNFa igeren, 24 saat)
uygulamasi ile korelasyon gosteren genler. C. NKX3.1 susturulmasi sonucundaki
degisimleri CM uygulamasi ile korelasyon gostermeyen genler. Kirmizi ve yesil

cubuklar sirasiyla mRNA diizeyi artis1 ve azalisini gdstermektedir. Western blot sonucu,
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NKX3.1 susturulmasi sonucunda azalan protein diizeyinin kontrolii amaciyla

gosterilmistir.
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Sekil 4.3: NKX3.1 ekspresyon artisi ile oksidatif stres diizeyinin
baskilanmasi. Kontrol pcDNA4-HM ve HM-NKX3.1 vektorlerinin
transfeksiyonu madde uygulamalarindan 24 saat 6nce yapilmistir. A.
Antioksidan GPX2 ve SOD2 ekspresyonlari NKX3.1 ekspresyon
artisiyla yiikselmesi. B. H202 ile indiiklenen hiicre i¢i ROS diizeyinin
ektopik NKX3.1 ekspresyonu ile baskilanmasi, p<0.001.

4.3. Oksidatif stres ve inflamatuar kosullarda SIRT1 aracilikh oksidatif

stres direnci gelisimi

DNA, protein ve yaglardaki hasar birikimi, hiicre i¢i ROS siiplirme

yetenegindeki azalma ve bunu takiben oksidatif stres diizeyindeki artisin sonucu
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olarak gerceklesir. Hiicre i¢i oksidatif toleransin kaybi yasa bagli oldugu iizere,

hiicredeki DNA hasar1 onarim kapasitesi ve metabolik diizensizlikle de iligkilidir.

Ileri evre prostat kanserlerinde, p53 siklikla tamamen kaybolmus yada
mutant formda bulunabilmektedir. Bu nedenle, baska tiimér baskilayicilar da
hiicredeki proliferasyon ve apoptoz mekanizmasinin kontroliinde rol alirlar. p53
stabilitesinde asetilazlar aracilifiyla gerceklesen hiperasetilasyon, p53°i aktive
ederek apoptoz ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasina neden olmaktadir. SIRT1
tarafindan deasetilasyonu ise, p53’lin ibikiitin mekanizmas: aracilifiyla
par¢alanmasini artirmaktadir (Debelec-Biitiiner et al., 2015). Bu nedenle, SIRT1
aktivasyonundaki artisin, oksidatif stres ve inflamasyon kosullarinda DNA hasari
yanitinin aktive edilememesi durumunda, genetik heterojenitede artisa neden
olacag: disiiniilmiistiir. Yiiksek SIRT1 ekspresyonu, prostat kanserinde siklikla
goriilen bir durum oldugundan, calismamizda oksidatif stres ve inflamasyon
kosullarindaki DNA hasar1 diizeyi ve sonrasindaki hasar yaniti ve SIRTI1

aktivasyon diizeyleri de arastirilmistir.

LNCaP hiicrelerinde, CM ve H202 uygulamasi sonucunda DNA hasarmin
gostergesi olan y-H2AX(S139) seviyesinin yiikseldigi ancak CM ile indiiklenen
DNA hasarinin LNAC ile bazal seviyelere indirilemedigi, H202’da ise kismi bir
inhibisyon olustugu saptanmistir. SIRT1 ekspresyonunun CM uygulamasiyla
artign  ancak H202’da  degismedigi gozlenmistir. Antioksidan LNAC
uygulamasinin ise, ROS olusumunu azaltmasi nedeniyle SIRT1 ekspresyonunu
indiikledigi saptanmistir (Sekil 4.4A). Artan DNA hasarina karsin, H202
uygulamasi ile temsil edilen oksidatif stres kosullarinda SIRT1’in baskilanmis,
ancak CM ile temsil edilen inflamasyon kosullarinda artis gdstermistir. Bizim
hipotezimize gore SIRT1 inflamatuar kosullar1 altinda upregiile olur ve ayrica
kontrol mekanizmalar1 protein stabilizasyonunu etkiler ¢linkii SIRT1 mRNA
seviyesi, SIRT1 protein seviyesi ile iliskilidir (Sekil 4.4B). SIRT1, oksidatif stres
toleransi altinda metabolik hiz ve oksidatif seviyesini algilayan 6nemli metabolik
regiilatordiir. Bu nedenle, inflamatuar mikrogevrede artan DNA hasarina karsin
hasar yanitinin aktive olup olmadigi incelenerek, CM uygulamasi sonucunda p-
ATM(S1981) diizeyinde artis olmadigi, LNAC uygulamasinin ise yalnizca kontrol
hiicrelerinde p-ATM(S1981) fosforilasyonunu indiikledigi ancak CM varliginda
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etkin olmadig1 ve sonug olarak DNA hasar1 yanitinin aktiflesmedigi gdzlenmistir.
Ek olarak, hiicrelerin inflamasyon durumundaki en son yanitin1 da incelemek
amaciyla apoptoz diizeyine bakilmig ve kaspaz-3 parcalanmasinda/kesilmesinde
artis olmadig1 saptanmigtir. LPS ile indiiklenen kaspaz-3 kesimi ise pozitif kontrol
olarak kullanilmistir (Sekil 4.4C). Tim sonuglar degerlendirildiginde, CM
uygulamasi sonucunda, DNA hasarinin artti§1 ancak hasar yanitinin aktive
olamamas1 nedeniyle hasarli hiicrelerin hiicre dongiisiinde ilerledigi ve boylece
genetik heterojenitenin arttig1 sonucuna varilmistir. Bu nedenle, yalnizca oksidatif
stres kosullarinin SIRT1 aracilikli oksidatif diren¢ gelisiminde yeterli olmadig:
diisiiniilerek, inflamatuar mikrocevrede artan oksidatif DNA hasarinin neden
oldugu NKX3.1 yoklugu ile iligkilendirilerek, aktive olamayan onarim
mekanizmasi nedeniyle DNA hasarlariin daha yiiksek seviyelerde kalici
olabilecegi sonucuna varilmigtir. Bu durum, kanser gelisiminde siklikla gbzlenen,

oksidatif stres toleransi olusumuyla ortiismektedir.

Ayrica, LNCaP hiicrelerinde NKX3.1 ekspresyonuna bagli SIRT1
aktivitesinin degistigi gdzlemlenmistir. Hiicrelere pcDNA4-HM ve HM-NKX3.1
vektorlerinin transfeksiyonu madde uygulamalarindan 24 saat 6nce yapilmistir. 24
saat sonunda CM 62 ve 125 pg/ml ve H202 100uM 24 saat uygulanmuistir.
Western-Blot sonuclarina gore, AR seviyesinde dnemli bir degisiklik olmaz iken
SIRT1 seviyesi degismistir. Bu sonuca gore, metabolik aktivitede Onemli

degisiklilerin olabilecegi diisiiniilmektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.4:Inflamatuar mikrocevrede artan DNA hasarina Karsin oksidatif stres direnci

gelisimi. A. LNCaP hiicrelerinde LNAC varliginda/yoklugunda, CM ve H,0,
uygulamalari sonucunda, DNA hasar belirteci olan y-H2AX®"? diizeyindeki artis ve
metabolik regiilatér SIRT1 diizeylerindeki degisim. B. LNCaP hiicrelerinde SIRT1
mRNA ekspresyonunun CM ve H,0O, uygulamasi ile degisimi. C. DNA hasar1 yanit
mekanizmas: aktivatorii p-ATM®'**) diizeyindeki azalma ve apoptoz gostergesi kaspaz-
3 kesiminin aktiflesmemesi, oksidatif DNA hasarina karsin hasar yanit mekanizmasi ya
da apoptozun aktive olmadigini gostermektedir. LPS (10 ng/ml) uygulamasi sonucu,
kaspaz-3 aktivasyonunun pozitif kontrolii olarak sunuldu. D. LNCaP hiicreleri, 2 hafta
siiresince, HyO, (50, 100 ve 200 uM) iceren normal besi ortami1 ve CM (50 ve 100
pg/ml TNFa iceren) ile beslendi ve NKX3.1 seviyesinin yalnizca kronik oksidatif stres
kosullarinda korundugu ancak kronik inflamatuar kosullarda azaldig1 saaptandi. E. Akut
(24 saat) uygulamalara benzer bigimde, 100 pg/ml TNFa i¢eren kronik CM uygulamast
sonucunda, QSCN6 ve GPX2 ekspresyonlarinda artma, GPX3 diizeyinde ise azalma
goriildii. Kirmizi ve yesil ¢ubuklar sirasiyla ekspresyon artisi ve azalisini ifade
etmektedir. F. DCFA-DA kullanilarak yapilan 6lgiimii sonucunda, hiicre i¢i ROS
diizeyinin, kronik CM uygulamas: sonucu yiikseldigi ancak kronik H,O, uygulamasi

sonucunda ise bazal seviyede kaldig1 saptandi. Olgiimler 2 kez tekrarlandi.
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Sekil 4.5: LNCaP hiicrelerinde NKX3.1 asir1 ifadesi ve SIRT1 iliskisi. LNCaP  hiicrelerine
pcDNA4-HM ve HM-NKX3.1 vektorlerinin transfeksiyonu madde uygulamalarindan

24 saat dnce yapilmistir.

4.4. Kronik oksidatif stres ve inflamasyon sonrasinda antioksidan yanit

kaybi

Uzun siireli oksidatif stres ve kronik inflamasyon durumunun kanserlesmeyi
tetikledigi bilinmektedir. Calismamizda, in vitro olarak kronik oksidatif stres ve
inflamasyon mikrogevresini taklit etmek amaciyla, LNCaP hiicreleri, H>O; (50,
100 and 200 uM) iceren normal media ve CM (50 ve 100 pg/ml TNFa igeren) ile
2 hafta boyunca beslendi. NKX3.1’in degredasyon diizeyi incelendi ve artan CM
konsantrasyonu ile korele olarak seviyesinin azaldigi ancak oksidatif stres
kosullarinda korundugu gozlendi (Sekil 4.4.D). Ayrica, antioksidan yanittaki
degisim de arastirildi ve 2 haftalik CM (100 pg/ml TNFa iceren) uygulamasi
sonucunda, pro-oksidan QSCN6 mRNA diizeyinin 3.8 kat, anti-oksidan
GPX2’nin 1.3 kat (2’den az oldugu halde kronik maruziyet durumunda hiicrelerin
yasamsal fonksiyonlarini devam ettirebilmesi i¢in, tiimorijenik degisimlerin, ¢cok
biiyiik degil minimal molekiiler degisimlerle tetiklenebilecegi dngiiriilerek) arttig1

belirlendi. Anti-oksidan GPX3 mRNA diizeyinin ise 2.5 kat azaldigi goriildii
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(Sekil 4.4.E). Eszamanli olarak, 2 hafta boyunca H,O, (50 ve 100 uM) ile kronik
oksidatif stres maruziyeti sonucunda ise antioksidan yanit faktorlerinin
ekspresyon diizeyinde bir degisim goriilmedi. Ek olarak, antioksidan yanittaki
bozulma sonucunda hiicre i¢i ROS seviyesindeki degisimi incelendiginde, kronik
CM uygulamast ve artan konsantrasyon ile uyumlu bigimde ROS artig1 saptandi.
Ancak, kronik H,O, uygulamasi sonucunda basal diizeye yakin kaldigi goriildii
(Sekil 4.4.F). Bu sonuglar degerlendirildiginde, prostat hiicrelerinde, kronik
oksidatif stres maruziyeti olusturan ve antioksidan yanitin bozulmasiyla
sonuclanan kosullarda, sitokin sinyalizasyonunun belirleyici faktér oldugu

sonucuna varild.
4.5. Androjenler ve AR’1n hiicre i¢ci ROS seviyesine etkisi

Prostat kanseri tedavisi i¢in kullanimdaki en yaygin ydntem olan anti-
androjen tedavi stratejisinin, hiicrenin oksidatif stres regiilasyonunda bozulmaya
ve basta tiimdrijenik olmak iizere hiicresel ve metabolik degisimlere neden oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, androjen reseptorii islev kaybinin, androjen
bagimsiz/kastrasyon-direngli prostat kanseri evresine geciste, Onemli roller

iistlendigi kabul edilmektedir.

Androjen uygulamasi ile AR aktivasyonunun, RWPE-1 normal prostat
epitel hiicre hatt1i ve LNCaP prostat kanseri hiicre hattinda hiicre i¢i ROS
seviyesine etkisi aragtrilmistir. 10* sayida hiicreye, 24 saat 10 nM sentetik
androjen (R1881) uygulanarak, DCFH yiiklemesi yapildiktan sonra, R1881
varliginda /yoklugunda 50 ve 100 uM H,O; uygulamasi sonucu olusan ROS
diizeyi 3 saat boyunca ger¢ek zamanli olarak kinetik florimetre ile Sl¢lilmiistiir.
H,0O; konsantrasyonuna bagli olarak artan ROS seviyesinin R1881 uygulamasi ile

azalarak geriledigi gézlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: LNCaP hiicrelerinde androjenlere bagli olarak anlamli degisen hiicre i¢i ROS
seviyeleri (p<0.001).

Sonug olarak, oksidatif stres sonucu artan ROS seviyesinin androjenlere
duyarlilik gosteren prostat kanseri hiicrelerinde, androjen uygulamasi ile
baskilanmis olmas1 androjen varliginin ve AR aktivasyonunun antioksidan yanit

izerindeki roliinii ortaya koymaktadir.

Ayrica, LNCaP hiicreleri ile bu hiicrelerden tiiretilmis, androjen bagimsiz
LNCaP 104r2 hiicrelerinin hiicre i¢ci ROS seviyesi karsilagtirildiginda, bazal
seviyede ve diislik oksidatif stres diizeyinde fark bulunmadigi, ancak yiiksek
oksidatif stres maruziyetinin, androjen bagimsiz hiicreler tarafindan daha iyi tolere

edildigi gozlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: LNCaP ve LNCaP 10412 hiicrelerinde H202 uygulamasina bagli olarak degisen hiicre
ici ROS seviyeleri karsilagtirilmistir (p<0.001).

4.6. Androjen reseptorii fonksiyon kaybinin ROS olusumu ve Oksidatif
DNA hasarina etkisi

Androjen reseptorii fonksiyon kaybinin hiicre i¢i ROS seviyesine etkisi
aragtirtlmistir. LNCaP hiicrelerine, 24 saatlik siAR transfeksiyonu yapilmis, sonra
50 ve 100 uM H,O;, uygulamasi sonucundaki ROS diizeyi 3 saat boyunca
Ol¢lilmiistiir. ROS seviyesinin H>O, nun konsantrasyonuna bagli olarak arttig1 ve
bu artisin AR yoklugunda daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8). Bu
nedenle, ROS seviyesinin sadece AR susturulmasi durumunda da artmis olmasi,
AR sinyalizasyonun hiicrenin oksidatif solunum kaynakli ROS olusumun

kontroliinde rol oynadigini géstermektedir.
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Sekil 4.8: LNCaP hiicrelerinde, AR fonksiyon kaybinin hiicre i¢i ROS diizeyine etkisi.
24 saat AR susturulmasi ve H,O, (50 ve 100 uM) uygulamalar1 sonucunda
DCFH yontemi ile florimetrede olgiildii. Her 20 dakikada, ROS diizeyini
gosteren relatif floresans degeri kaydedildi. siRNA: Kontrol siRNA, siAR:
Androjen reseptorii siRNA . p<0.001

4.7. Androjenler ve AR’1In DNA hasarina etkisi

AR vyolagimin oksidatif DNA hasar1 iizerindeki etkisi, AR ve AR’
transkripsiyonel  kontroliindeki  tiimor  baskilayict  NKX3.1’in  yoklugu
durumlarinda da arastirilmistir.  LNCaP hiicrelerinde siAR transfeksiyonu
araciligiyla AR seviyesi azaltilmig, antioksidan (LNAC) yoklugunda/varliginda
ortalama yH2AX(Sl39) odak sayisi analizi yapilmistir. AR seviyesi azaltilmis olan
her bir hiicrede ortalama odak sayisinin azaldigi, ancak antioksidan LNAC ile

arttig1 saptanmistir (Sekil 4.9A).
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Sekil 4.9: A. AR ekspresyonunun baskilanmasiyla degismeyen ancak LNAC
uygulamasiyla artan DNA hasari. B. y-H2AX odak bulunduran hiicreler
odak sayilarima gore gruplanarak AR etkisine bagl oran degisiklikleri

gosterilmistir (¥*p<0.05, **p<0.01).

4.8. Androjenlerle regiile olan NKX3.1’in DNA hasar1 olusumu

iizerindeki etkinin arastirilmasi

AR’in DNA hasar1 iizerindeki etkisine NKX3.1’in roliinii belirlemek
amaciyla, inflamatuar mikrogevrede, NKX3.1’in DNA hasar1 olusumu iizerindeki
etkisini belirlemek amaciyla, LNCaP hiicrelerinde NKX3.1 ekspresyonu
arttirilmis ve inflamatuar besi ortami uygulamasiyla ortalama yH2AX®"*? odak
sayis1 analizi yapilmistir. Inflamasyon durumunda artan odak sayisinin, NKX3.1’i
yliksek miktarda eksprese eden hiicrelerde baskilandiglr saptanmistir (Sekil
4.10.A). Bunun yaninda, inflamasyon kosullarinda, yiiksek sayida odak tasiyan %
hiicre sayis1 oraninda da, NKX3.1 ekspresyonuna bagli olarak azalma oldugu

gorlilmiistiir (Sekil 4.10.B).
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Sekil 4.10: NKX3.1 ekspresyonu ile artan oksidatif stres diizeyinde artan DNA hasar1. A.
Kontrol pcDNA4-HM ve HM-NKX3.1 vektorlerinin transfeksiyonu CM
uygulamalarindan 24 saat 6nce yapilmistir. B. Aklides sistemi ile y-H2AX
odaklar1 bulunduran hiicreler, odak sayilarina gore gruplanarak NKX3.1 etkisine

bagli oran degisiklikleri belirlenmistir. (¥*p<0.05).

4.9. Androjen yolagimin Oksidatif stres ile DNA hasar1 yamitindaki

etkisinin arastirilmasi

Androjen yolaginin, oksidatif stres kosullarinda DNA hasar1 yanitindaki
etkisini arastirmak amaciyla, LNCaP (androjen duyarli) ve LNCaP/104r2
(androjen-bagimsiz) hiicrelerinde AR susturulmasi ardindan 3, 6 ve 24 saat 50 uM
menadion uygulamast yapilarak, DNA hasar1 yanitina iligkin proteinlerin

ekspresyon degisimi incelenmistir.
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104r2 hiicre hattinda AR ekspresyonunun LNCaP hiicrelerine gore daha
diisiikk oldugu, NKX3.1 ekspresyonunun ise tespit edilebilir diizeyde olmadigi
saptanmistir. DNA hasar1 yanitinin aktivasyonunda ise pATM(Sl981) diizeyi, AR
ekspresyonunun az oldugu hiicrelerde artmigtir. 104r2 hiicrelerinde bazal DNA
hasarinin LNCaP’lere gore daha diisiik oldugu belirlenmis, SIRT1 seviyesinin AR
susturulmasina bagli olarak arttigi, 104r2 hiicrelerinde ise bazal seviyesinin
LNCaP’lere gore oldukca yiiksek oldugu gozlenmistir. Sonug olarak, 3 saatlik
menadion uygulamasinda AR pozitif hiicrelerde p21 aktivasyonu goriiliirken, AR
susturulan hiicrelerde p21 seviyesinin degismedigi, AR pozitif fakat duyarh
olmayan 104r2 hiicrelerinde ise p21 ekspresyonunun bazalda dahi diisiik seviyede

oldugu saptanmustir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: LNCaP ve 10412 lerde AR susturulmasi ardindan 3, 6 ve 24 saat 50 mM

menadion uygulamasina bagli proteinlerin ekspresyon degisimi.
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4.10. Kronik inflamasyon ve oksidatif stres durumunda DNA hasan

yaniti

Kanserlesme siirecindeki molekiiler degisimlerin kronik inflamasyon ve
oksidatif stresle iligskili oldugu varsayimlandigindan, ¢alismalarimizda
mikrogcevreyi hiicre kiiltiirlinde modellemek amaciyla gorece diisik dozda
oksidatif indiikleyici (H,O; 25, 50 ve 100 uM) ya da inflamatuar ortam (50 ve 100
pg/ml TNFa iceren inflamatuar ortam/CM) 2 hafta silireyle hiicrelere

uygulanmistir.

Bu model kullanilarak, DNA hasar1 iizerinde goriilen etkilerin, LNCaP
hiicrelerinde kronik inflamasyon ve oksidatif stres kosullarinda da test edilmesi
amaciyla ortalama yH2AX®"? odak sayis1 analizi yapilmistir. Kronik maruziyet
durumunda, hem odak sayisinin hem de yliksek sayida odak tasiyan hasarli hiicre

oraninin arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: LNCaP’lerde 2 hafta siireyle HyO, ve CM (50 ve 100 pg/ml TNFa igeren
inflamatuar ortam/CM) uygulamasina bagli y-H2AX odak olusumu degisimi.
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5. TARTISMA

Prostat kanseri, batili iilkelerde karsilasma siklig1 yiiksek olan ve erkeklerde
en sik goriilen kanserlerdendir. 1979 yilinda Wang ve arkadaslari prostat
dokusuna 6zgii yeni bir antijenik molekiil olan Prostat Spesifik Antijen (PSA)’y1
tanimlamiglardir. Daha sonraki caligmalarda, PSA diizeyindeki artigin prostat
kanseri tanimlanmasinda kullanilabilmesi amaciyla, PSA seviyesindeki artigin
prostat kanserini Ongorebilecegini, bu artiga prostat kanseri diginda neden
olabilecek faktorlerin olup olmadigr aragtirma konusu olmustur (Abate-Shen and
Shen, 2010). ileriki calismalarda, viicutta meydana gelen doku hasar1 ve/veya
enflamasyona neden olabilecek diger durumlarin histopatolojik degisikliklere
neden oldugu (Chrons et al., 2013), bu nedenle enflamatuar prostat hastaliklari ile
PSA ve prostat kanseri arasinda bir iliski olabilecegi diisiiniilmiis ve aragtirilmaya
baslanmistir (Chrons et al., 2013). Prostat kanseri nedeni ile cerrahi tedavi alan
hastalardan alinan doku Orneklerinde yapilan patolojik incelemelerde, timor
tarafindan infiltre edilmemis bolgelerde, multifokal akut ve kronik enflamasyon
alanlar1 gozlenmistir. Bu ¢aligmalarla, kronik enflamasyonun karsinogenez
olusumuna etkisinin bulundugu ve erigkinlerde goriilen kanserlerin %20’ inde
etiyolojik faktor olarak sorumlu tutulabilecegi sonucuna varilmigtir (Chrons et al.,

2013).

Tiimorlesme siirecinde goriilen artan enerji ve oksijen tiiketiminin bir
sonucu olarak artan oksidatif baski nedeniyle, ayrica antioksidanlar (vitamin C,
vitamin E vb.) ve antioksidan enzimlerin (glutatyon, siiperoksit dismutaz vb.)
seviyesindeki azalmalarla iliskili olarak reaktif oksijen tiirlerinin seviyesindeki

artisa, dolayisiyla oksidatif strese neden olur (Ripple et al., 1997).

Oksidatif stres prostat karsinogenezinde, baslama, gelisme ve ilerleme
olarak tanimlanan 3 basamagm tiimiine de katki saglar. Bu etki, baslangic
asamasinda reaktif oksijen tiirleri tarafindan yaratilan DNA hasar1 olarak baslar,
gelisgme agamasinda anormal gen ifadesi ve sinyal iletimi, ilerleme asamasinda
DNA hasarinin siirekli tetiklenmesi ile genomik kararsizlik olarak ortaya cikar

(Acharya et al., 2010).
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Prostat  kanserinin  tedavisinde uygulanan  androjen  ablasyonu
tedavisi/antihormon tedavisi organ i¢i smirlarda olan andenokarsinomun
gerilemesine neden olmakta, ancak sonrasinda siklikla hormona direngli
tiimorlerin olusumuna neden olmaktadir. Bu evreye erisen tiimorlerin tedavisi igin
ise etkin bir yontem bulunmamaktadir. Anti-hormon tedavilerinden beklenen
yararlarin elde edilemedigi glinlimiizde, kombine tedavi protokollerinde baz1 diger
antikanser molekiillerin kullanimlarina da bagvurulmustur. Ancak bu molekiillerin
birgogu etkilerini DNA hasar1 iizerinden veya yagam yolaklarinin baskilanmasi ile
gostermektedirler. Kullanilan birgok bilesik (topoizomeraz inhibitdrlerinden
doksorubisin, etoposit, naftakinonlar, antrakinonlar ve diger bilesikler) reaktif
oksijen olusumunu (ROS) tetiklemekte ve oksidatif hasara neden olmaktadir. Bu
durum baglangicta tiimorlerin  gerilemesine neden olurken, daha Oncede
belirtildigi lizere artan ROS seviyesinin tolere edilmesine ve heterojen hiicre

gruplarindan direnglilerin ortaya ¢ikmasina katkida bulunmaktadir.

Bu tez calismasinin ilk boliimiinde, enflamatuar ortamda sitokinlerin mi
yoksa oksidatif stresin mi temel faktér oldugunu belirlemek amaciyla deneyler
yapildi. Bu baglamda, CM ve H,O, uygulamalar1 ile AR, NKX3.1 ve p53
seviyeleri incelendiginde, antioksidan uygulama ile inflamatuar kosullardaki AR
ve NKX3.1 yikimimin baskilanmadigi, sitokinlerin AR ve NKX3.1 yikimindan
sorumlu olan temel faktor olabilecegi sonucuna varilmistir. Ancak, H,O,
varliginda AR ve NKX3.1 yikimlarmin, antioksidan olan LNAC ile tamamen
baskilanmadig1 belirlendiginde, yikima neden olan faktorlerin etkilerinin sitokin

ve ROS sinyalizasyonu arasindaki etkilesimden kaynaklandig1 diisiiniilmiistir.

Inflamatuar mikrogevre ¢aligmalarimizda, daha once yapilan ¢aligmalarda
elde edilen veriler ile homolog rekombinasyonel onarim mekanizmasinin

aktivasyonu i¢in gerekli olan ATM®'*!j

n fosforilasyonlarinin NKX3.1 ile
arttig1, bu nedenle kaybinin 6nemli oldugu sonucuna varilmistir. Hiicrede S
fazinda gergeklesen DNA hasarinin ATM aracilikli taninmasinda 6nemli olan
NKX3.1’in inflamatuar sitokin ve ROS varliginda olusan proteosomal
degredasyonlar1 sonucundaki kaybi prostat hiicrelerinin DNA hasara karsi

olusturdugu yaniti azaltmakta ve oksidatif hasar sonucu hiicrenin oliimiinii

geciktirerek oksidatif tolerans seviyesinin artmasina neden olmaktadir.
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Androjenlerle transkripsiyonu diizenlenen NKX3.1’in varliginda oksidatif seviye
diizeyi hiicrede diisiik tutulmakta, hiicrelerin metabolik olarak SIRT1 aktivasyonu
aracilikli DNA hasar tanima yetenekleri daha yiiksek seviyelerde gercekleserek,
hiicreler yagsam dongiisiine devam etmektedirler. Bu kontrollii durum, inflamatuar

mikrogevre olusumu nedeniyle NKX3.1 kaybina bagli olarak degismekte ve

1) oksidatif toleransin azalmasina,

2) SIRT1 aktivasyonunun azalarak metabolik kontroliin ortadan kalkmasina,

3) ATM aracilikli DNA hasarinin onariminin gerceklestirilememesine ve

DNA hasarmin birikmesine neden olmaktadir.

Prostat hiicreleri biiyiime islevleri ve ¢ogalmalari i¢in androjenlere
bagimlidir. Ayrica, AR prostat gelisimi ve fizyolojisinde 6nemli diizenleyicilerden
biridir. AR yolaginin éneminden dolay1 bu yolagin aktivasyonundaki degisimler
PCa gelisimine/ilerleyisine potansiyel olarak katki saglar. Prostat kanseri tedavisi
icin kullanimdaki en yaygin yontem olan anti-androjen tedavi stratejisinin,
hiicrenin oksidatif stres regiilasyonunda bozulmaya ve basta tlimorijenik olmak
izere hiicresel ve metabolik degisimlere neden oldugu bilindiginden, oksidatif
stres AR sinyalizasyonunundaki degisikliklere neden olan bir¢ok yolakta etkili
olabilecegi, bu degisikliklerin bir sonucu olarak AR sinyalizasyonunun oksidatif
stres ve sitotoksik durumlarda anti-apoptotik etki gostererek prostat kanserli

hiicrelerin yasamasini tesvik edebilecegi sonucuna varilmastir.

Yapilan aragtirmalar androjen reseptorii islev kaybinin androjen
bagimsiz/kastrasyon-direngli prostat kanseri evresine gegiste Onemli roller
iistlendigini gostermistir. Ancak, son yillarda yiiriitillen aragtirmalar, kronik
enflamasyon sonucunda olusan ROS’un kanserlesme siireci ile arasinda bir
baglant1 olabilecegini isaret etmekte olup, ROS iiretimi karsisinda dogru hiicresel
yanitin iretilmesinin hiicrelerin canlilifinin devami agisindan kritik oldugunu
gostermistir. Herhangi bir hiicrede tolere edilebilir seviyeden daha fazla hasar

olustugunda, bu hiicrenin apoptotik yolaklarin aktivasyonu aracilifiyla ortadan
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kaldirilmasinin, evrimsel anlamda yakin mikrogevredeki diger hiicrelerin yararina

yasamsal avantaj sagladigini diisindiirmiistiir.

Bu caligmalarda, tiimor gelisimine neden olan onemli transkripsiyon
faktorlerinin enflamatuar hiicrelerin varliginda ROS iiretmelerine yardimci
olduklart belirlenmis, androjen duyarli prostat hiicre hatlarinda oksidatif stres
sonucu artan ROS seviyesinin androjen uygulamasi ile 6nemli oranda baskilanmig
olmasi, androjen varligi ve AR aktivasyonunun antioksidan yanit iizerindeki
onemli roliinii gostermistir. Ayrica, H,O, varliinda ROS seviyesi artarken AR
yoklugunda bu seviyenin daha da yiikselmekte oldugu bulgulanmistir. Bu
verilerden yola ¢ikarak, AR sinyalizasyonunun kaybi durumunda hiicre i¢i ROS
artisinda Onemli bir transkripsiyon faktorii olarak islev goérdiigli sonucuna
varilmistir. Sonugta, antioksidantlar ile AR sinyalizasyonunun baskilanmasinin
mekanizmasinin anlagilmasi, prostat kanserinin tedavisine direng gelisiminde

(Kastrasyon direngli prostat kanseri) umut vaat edici olabilir.

Bazi diger calismalarda ROS’un tiimdr baslangicindaki roliine iliskin olarak
DNA hasar1 yaratan temel neden oldugu ve mutasyon oranini arttirarak onkogenik
transformasyona neden oldugu, yeni bulgulara gore; bazi 6zgiil sinyal yolaklarini
da aktive edebildigi ve bu sekilde hiicresel ¢gogalmayi, anjiyogenezi ve metastazi

aktive ederek tiimor gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir.

Androjen ablasyon tedavisi gibi anti-androjen tedavilerin uygulandigi
giiniimiizde tekrarlayan kanserlerden ve metastatik bigcimlerinden korunabilmek
icin, kronik inflamasyon maruziyetindeki mikrocevre olusumlart daha 1iyi
incelenmeli, molekiiler degisikliklerin gercek temelleri ortaya konulmalidir.
Prostat kanserinin olusumu ve gelisiminde reaktif oksijen tiirleri ve
inflamasyonun Onemi aragtirtlmaya devam edilmeli, metabolik kontrol ve AR
sinyalizasyonu arasindaki iligki ¢aligilmali, oksidatif stres ve AR sinyalizasyonu
ile iligkili sinyal iletim yolaklar1 arastirilmaya devam edilmeli, daha dogru tedavi

secenekleri belirlenmeye ¢alisiimalidir.
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