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OZET

PROSTAT KANSERI GELISIMINDE INFLAMASYON
ARACILIKLI MiGRASYONUN PROTEIN PROFILININ
TANIMLANMASI

SAYDULLAEVA, Iroda

Doktora Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali

Tez Danismani: Prof. Dr. Kemal Sami KORKMAZ

Haziran 2020. 179 sayfa

Proteinler, kanserle iliskili biyolojik siire¢lerde 6nemli bir rol oynarlar.
Proteinlerin degismis ekspresyon seviyeleri, kritik hiicresel yolaklar1 ve
etkilesimli aglar1 regulasyonunu etkileyebilirler. inflamasyonla iliskili
diferansiyel olarak eksprese edilen proteinler, PKa hiicre gog¢iinii ve istilasini
tesvik etmede Onemli bir rol oynar, ama mekanizma tam olarak
bilinmemektedir. Bu proteinlerin proteomik analizi, metastaz mekanizmasini
acikliga kavusturmaya, terapdtik hedefleri kesfetmeye ve protein varyasyonlari

yoluyla tani i¢in biyobelirtegler liretmeye yardime olabilir.

Bu tez calismast kapsaminda inflamatuar mikrogevrede metastatik
Ozellik kazanan prostat kanseri hiicrelerindeki fonksiyonel degisikleri
karakterize etmek icin protein profilleme analizi gerceklestirildi ve bu siirecte
prostat kanserinde tiimor baskilayici fonksiyona sahip NKX3.1 geninin dnemi

arastirildi.

Anahtar kelimeler: Prostat kanseri, inflamasyon, invazyon, metastaz, NKX3.1,

E-kaderin, vimentin.



ABSTRACT

PROTEIN PROFILING OF INFLAMMATION-MEDIATED
MIGRATION IN PROSTATE CANCER

SAYDULLAEVA Iroda

Ph.D. in Bioengineering

Supervisor: Prof. Dr. Kemal Sami KORKMAZ

June 2020, 179 pages

Proteins play an essential role in the biological processes associated with cancer.
Their altered expression levels can deregulate critical cellular pathways and
interactive networks. Inflammation related differentially expressed proteins play an
important role in promoting prostate cancer (PCa) cell migration and invasion,
though the mechanism of action is not fully known. Proteomic analysis of these
proteins could help elucidate the mechanism of metastasis, discover therapeutic

targets, and generate biomarkers for diagnosis through protein variations.

In this study, protein profiling analysis was performed to characterize the functional
changes in prostate cancer cells which acquired metastatic features in the
inflammatory microenvironment and the importance of NKX3.1 gene with tumor

suppressor function in prostate cancer was investigated.

Key words: Prostate cancer, inflammation, invasion, metastasis,
NKX3.1, E-cadherin, vimentin



ICINDEKILER

OZET I
ABSTRACT i
SEKILLER DIZINI viii
CIZELGELER DIiZINi Xi
KISALTMALAR Xiii
1 GIRIS 1
2 GENEL BILGILER 3
2.1 Prostat Kanseri Gelisiminde Inflamasyonun Etkisi 3
211 Hiicrenin Kaderini Degistirmede inflammatuar Tiimor 4
Mikrogevresinin Rolu

2.2. Tiimér Gelisimi ve Migrasyonda Inflamatuar Sitokinlerin | 5
Rolu

2.2.1 Tumoér Nekroz Faktori (TNF-a). 6

2.2.2. Interleukin 6 (IL-6). 8

2.2.3. Transforming Growth Factor (TGF-p) 8

2.2.4. Interlokin-10 (1L-10) 9

2.2.5. | Inflamasyonla iliskili Tiimér Biiyiimesi 11

2.3. NKX3.I’in  Kararliligimin ~ ve  Fonksiyonunun 12
Duzenlenmesi

2.3.1 NKX3.1’in Post-translasyonel Degisimi ve Kararh 15
Doniistimii

2.3.2 Inflammasyonda ~ NKX3.1’in  Post-translational 17
Duzenlenmesi

2.3.3 NKX3.1’in DNA Hasar1 Varliginda Post-translational 18
Olarak Duzenlenmesi

234 NKX3.1’in  Kararlilk ve Islevlerinin Yapisal 19
Belirleyicileri

2.4 Kaderin  Aracilikli  Hiicre-Hiicre = Baglantilar: 21

Adezyon Yapisi ve Sinyalizasyon




24.1 E-kaderin Aracilikli Hiicre Adezyonunun Yapisi ve 24
Dinamikleri
24.2 Kanserde Kaderinlerin Rolu 25
2.5 Vimentinin Kanser Ile iliskisi 26
251 Vimentinin Yapist ve Regulasyonu 27
2.5.1.1 | Vimentin Geni, Transaktivasyonu ve Epigenetik 27
Modifikasyonu
2.5.1.2. | Vimentinin Fosforilasyonu 29
2.5.1.3. | Vimentinin Post-translasyonel Modifikasyonlari 30
2.5.2 Hicre Sinyalizasyonunda Vimentinin Roll 31
253 PKa’da Vimentinin Roll 34
2.6 PKa Gelisiminde EMT nin Rolii ve Mekanizmasi 34
2.6.1 PKa’da EMT’ye Yol Ag¢an Sinyal Yollari 36
2.6.2 EMT ile iliskili transkripsiyon faktorleri 41
2.6.3 EMT'nin epigenetik olarak duzenlemesi 44
2.6.4 Kanser progresyonu ve metastaz ile iligkili EMT sinyal 44
yollar1
3 GEREC ve YONTEM 51
3.1 Gerecler 51
3.11 Cihaz 51
3.12 Sarf Malzemeler 52
3.2 Yontem 58
3.2.1 Hiicrelerin bakimi ve pasajlanmasi 58
3.2.2 Hicre hatlarinin dondurulmas: ve ¢ézdurilmesi 59
3.2.3 Hiicre sayimi 59
3.2.4 Makrofaj farklilagsmast ve sartlandirilmis ortamin 60
(CM-Conditioned Media) toplanmasi
3.25 Madde uygulamalar1 ve migrasyon deneyi 61
3.2.6 WST-Hiuicre proliferasyon deneyi 61
3.2.7 Immiinofloresan Isaretleme ve Mikroskopi 62
3.2.8 Immiinoblotlama (Western Blot) analizi 62
3.2.8.1 | Protein izolasyonu 62




3.2.8.2 | Protein miktarinin belirlenmesi 63

3.2.8.3 | Proteinlerin SDS-PAGE ile ayrilmasi 63

3.2.8.4 | Membrana transfer 64

3.2.8.5 | Primer antikor ile igsaretleme 64

3.2.8.6 | Sekonder antikor ile isarctleme 65

3.2.8.7 | Bantlarin goriintiillenmesi 65

3.2.9 Subseluler fraksiyonlama deneyi 65

3.2.10 | Reporter Gen analizi 66

3.2.11 shRNA lentiviral partiklller transdiiksiyonu 68

3.2.12 | NKX3.1 CRISPR KO plazmidin LNCaP hcrelerine 68
transfeksiyonu

3.2.13 | Immiinofloresan isaretleme (96 kuyulu hiicre kiiltiirii 69
kabinda)

3.2.14 | Akis Sitometrisi Analizi 70

3.2.15 | Crystal violet boyasi ile koloni olusturma sayimlari 70

3.2.16 | Nano-LC-MS/MS ile  orneklerde  proteinlerin 71
belirlenmesi (IN SOLUTION DIGEST)

3.2.16.1 | Numune Hazirlama, indirgeme ve alkilasyon, 71
enzimatik reaksiyon

3.2.16.2 | SPE (Kat1 Faz Ekstraksiyon) Sistemi lcc veya 3cc 72
Sep-pak

3.2.16.3 | nLC-MS / MS analizleri ve sonuglar1 73

3.2.17 | Verianalizi 73

3.2.18 | Protein verilerinin biyoinformatik analizi 73

4 BULGULAR 75

4.1 LNCaP Hiicrelerinde CM Aracilikli Migrasyonun 75
Tetiklenmesi ve araciligiyla Morfolojik
Degisikliklerin Olusturulmasi

4.2 Inflamasyon ~ Aracilikli  Migrasyon  Sonrasinda 78
Hiicrelerin Proliferasyon Hizinin Arastirilmasi

4.3 Reporter Gen ile GO¢ Eden Hiucrelerde AR 82

Transaktivasyonunun Arastirilmasi




Vi

4.4 LNCaP Hiicrelerinde, Inflamasyon Varliginda EMT 84
Gegisinin N-kaderin ve Vimentin Markerleri ile
Kontrol Edilmesi

4.5 Inflamasyon  Varhginda Vimentinin ~ Fonksiyon 87
Kazanmasi ve Hiicre Morfolojisindeki Roli

4.6 Inflamasyona Yanit Olarak Go¢ Eden Hiicrelerde 88
Coklu Antikor Isaretlemesi ile Protein Seviyelerinin
Aragstirilmast

4.7 LNCaP Hiicrelerinde NKX3.1 ifadesinin susturulmasi 92

4.8 Inflamasyon Varliginda NKX3.1 Fonksiyon Kaybmnin 95
Hiicre Gogiine Etkisinin Arastirilmasi

4.9 NKX3.1 KO LNCaP Hiicrelerinde CM Uygulamasi 98
Sonucu Go¢ Eden Hiicre Klonlarinda Proliferasyon
Dizeyindeki Degisimin Arastirilmasi

4.10 Inflamasyona Baghh Go¢ Eden Hiicrelerde Koloni 101
Olusumundaki Degisimin izlenmesi

411 Inflamasyona Baglh Go¢ Eden Hiicrelerde AR 104
Sinyalizasyonunun Arastirilmasi

4.12 Inflamasyona Bagli Go¢ Eden Hiicrelerde Migrasyon 106
ve Hiicre Déngiisiiniin HN1 ile Iliskisi

4.13 Goc¢ Eden Hucrelerde EMT Fonksiyonunun Vimentin 107
Aracilig ile Tekrar Kontrol Edilmesi

4.14 Nano LC-MS/MS Analizi ve Protein Tanimlamasi 108

4.15 Farkli Ifade Edilen Proteinlerin Fonksiyonel 110
Zenginlestirme Analizi

4.15.1 | Diferansiyel olarak eksprese edilen proteinlerin 116
protein-protein etkilesim analizi.

4.16 Prostat Kanserinde Diferansiyel Olarak Eksprese 118
Edilen Proteinlerin Ve TCGA Kohortunun cBioPortal
Analizi

4.17 Perseus 1.6.6.0 Araciligi Ile Data Analizi 120

4.17.1 | Principal komponent analizi (PCA) 123




Vii

4.17.2 | Degisen protein degerinin Coklu dagilim analizi ile 124
degerlendirilmesi

5 TARTISMA 129

51 CM, LNCaP Hicrelerinde Migrasyonu Tetikler ve 130
Hiicrede Morfolojik Degisikliklere Neden Olur

5.2 Inflamasyon ile gd¢ eden LNCaP hiicrelerinde 133
proliferasyon hizinin yiikselmesi

5.3 Inflamasyon Sonucu Go¢ Eden Hiicrelerde AR 134
Transaktivasyonunun Artmast

5.4 Inflamatuar Sitokinlerin LNCaP hiicrelerinde EMT’yi 135
Tetiklemesi ve Fizyolojik Degisimle

5.5 LNCaP Hicrelerinde NKX3.1 gen fonksiyonunun 137
susturulmast ve bu Hiicrelerde Migrasyonun
Tetiklenmesi

5.6 Inflamasyon Varliginda NKX3.1 ekspresyonunun 139
Susturulmasi ile Artan Proliferasyon Hizi ve Koloni
Olusumu

5.7 Inflamasyon Varliginda AR Seviyesindeki Azalmanin 140
Artan DNMTa ile Iliskisi

5.8 Inflamasyona Bagli Gé¢ Eden Hiicrelerde B-katenin 141
Seviyesinde Artig

5.9 Inflamasyona Bagli Go¢ Eden Hiicrelerde NKX3.1 142
Kaybina ile HN1 seviyesinde Artis

5.10 Inflamasyon Varliginda Gé¢ Eden Hiicrelerde Protein 143
Profilinin Tanimlanmasi Araciligi ile Aradaki
Farklarin Bulunmasi

5.11 Fonksiyonel Zenginlestirme Analiz YoOntemleri ile 144
Inflamasyona  Baghh Goé¢ Eden  Hiicrelerde
Heterogenisitenin Belirlenmesi

5.12 Inflamasyona Bagli Goé¢ Eden Hiicrelerde Ortak 146

Eksprese Edilen Proteinlerin Birbiri Ile Iliskisinin

Biyoinformatik Analizi




viii

5.13 Go¢ Eden Hucrelerdeki  Proteinlerin  log2 147
Degerine Gore Biyoportal Analizi
5.14 Perseus Yazilimi Kullanarak Go¢ Eden Hiicre 149
Orneklerine Ait Proteomik Verilerinin Coklu
Analizi
6 Sonug 152
Kaynaklar Dizini 154
Tesekkiirler 177
Ozgegmis 178
SEKILLER DiZINi
sekil Sayfa
2.1 | Inflamatuar tiimér iliskili makrofajlarin PKa gelisimindeki rolii. | 3
2.2 | Karsinogenezde sitokinlerin roliiniin sematik olarak gosterimi 11
2.3 | E-Kaderin Iliskili Hiicre-Hucre Adezyonu 23
2.4 | Vimentinin kanserdeki roli 27
2.5 | Vimentin dimerinin (a) ve vimentin tetramerinin (b) molekiler | 29
yapisinin semalari
2.6 | Vimentinin htcre sinyalindeki roli 33
2.7 | PKa’da EMT ile iligkili diizenleyici mekanizmalar 35
3.1 | Invitro inflamatuar mikrogevre modeli basamaklarinin sematik | 60
gOsterimi
3.2 | Kemotaksi yaratilan durum ve kontrol ¢emberi. 61
4.1 Boyden ¢emberi ve yerlestirilen membran yap1 75
4.2 | Inflamasyon ile uyarilan migrasyon deneyi sonucunda elde 76
edilen LNCaP hiicrelerinin 151k mikroskobu ile ¢ekilmis
goruntusu
4.3 | Pasajlama Siirecinde Farklilik Gosteren Hiicrelerin Hiyerarsisi 77
4.4 | 500 pg/ml TNFa iceren inflamatuar mikrogevrede metastatik 78
0zellik kazanarak membrani gegmis olan LNCaP hiicreleri
protein ekspresyonundaki degisiklikler




4.5

CM uygulamasi sonrasinda metastatik degisim gosteren
12h.5(NA) hiicre 6rneginin, CM uyaris1 yapilmayan kontrol
hiicrelerine kars1 proliferasyon kapasitelerindeki degisiminin

WST-1 yontemi ile degerlendirilmesi

79

4.6

Farkl1 stirelerde 500 pg/ml TNFa iceren CM uygulamasi
sonrasinda metastatik 6zellik kazanan hiicrelerin, proliferasyon
kapasitelerindeki degisiminin WST-1 yontemi ile

degerlendirilmesi

81

4.7

Subseliiler fraksiyon deneyinde diferansiyel olarak ayirilmis

protein fraksiyonlarinin western blot goriintiisii

82

4.8

Migrasyona ugramis hiicrelerde AR transaktivasyonu

83

4.9

CM uygulamasi sonrasi yapilan migrasyon deneyinde elde
edilen LNCaP hiicre klonlarda, N-kaderin ekspresyonunun

artisini gosteren western blot goriintiisii

84

4.10

Inflamasyona yanit olarak gé¢ eden hiicre serilerinde EMT

markerlerinin kontroli

85

411

Inflamatuar mikrogevreye yamt olarak migrasyon 6zelligini
kazanmig hiicrelerde; B-katenin, E-kaderin ve artan vimentin

protein ekspresyonlarinin goriildiigii western blot goriintiisii

86

412

A. Inflamatuar mikrogevreye yanit olarak migrasyon &zelligi

kazanmis olan hiicrelerde, kontrol hiicrelerine kiyasla

membranlarda -katenin ve E-kaderin seviyelerinin azaldigini B.

Vimentin ve N-kaderin seviyelerinin arttigin1 gosteren

immunofléresan mikroskobu goruntileri

88

4.13

CM.6h hiicrelerindeki proteinlerin fluorimetrik degerlerinin

kantitatif olarak karsilastirilmasi

90

4.14

12h.5(NA) hiicrelerindeki proteinlerin fluorimetrik degerlerinin

kantitatif olarak karsilagtirilmasi

91

4.15

NKX3.1 ekspresyonunun baskilanmasi ve zaman igerisinde geri

kazanilmasi

93

4.16

NKX3.1 CRISPR KO plazmidinin yapisi

94




4.17

NKX3.1 CRISPR KO plazmidinin LNCaP hticrelerine
transfeksiyonunu gosteren immiinofléresan mikroskobu

gorantusu

95

4.18

CM (TNFa 500 pg/ml) uygulamasi sonrasinda migrasyon
ozelligini kazanmig NKX3.1-KO LNCaP hcreleri

96

4.19

A) 6 ve 12 saat ve B) 3 saat CM (TNFa 500 pg/ml) uygulamasi
sonrasinda migrasyon 6zelligi kazanan NKX3.1 KO LNCaP
hiicre klonlarindaki morfolojik degisiklikler

97

4.20

Kontrol olarak kullanilan LNCaP hiicrelerine nazaran CM
uygulanmis 6rneklerde EMT evresindeki vimentin
interfilamentinin hicre sitozolundaki lokalizasyonunu gdsteren

bitigik goriintii

98

4.21.

CM (TNFa 500 pg/ml) uygulamasi sonrasinda migrasyon
ozelligi kazanmig NKX3.1 KO LNCaP hiicrelerindeki hiicre

dongiisii fazlarindaki degisim

100

4.22

Inflamatuar mikrogevrede migrasyon dzelligi kazanmis,
NKX3.1 baskilanmis PKa hiicrelerinin 3, 6, 9, 12 giin siirelerle

koloni olusturma yeteneginin gézlenmesi

101

4.23

Kontrol grubuna kars1t NKX3.1 geni baskilanmis ve 3, 6, 12 saat
ile CM uygulanmasi sonrasinda migrasyon 6zelligi kazanan
hiicre klonlarinda farkli boyutlardaki koloni miktarinin

degerlendirilmesi

102

4.24

Kontrol grubuna karst migrasyon 6zelligi kazanmis hiicre
klonlarinda farkli boyutlardaki koloni miktarinin

degerlendirilmesi

103

4.25

Inflamasyona bagli go¢ eden hiicre klonlarinda AR ve DNMT3a

protein ekspresyonunun western blot géruntusi

105

4.26

Inflamasyon kosullarinda go¢ eden hiicrelerde AKT ye bagh AR

sinyalizasyonunun kontroli

105

4.27

Inflamasyona yanit olarak go¢ eden hiicrelerde HN1, PLK- 1,

Aurora A ve B-aktin seviyelerinin arastirilmasi

106

4.28

Inflamasyon varliginda ortaya ¢ikan vimentin ekspresyonunun

zamanla stabilite kazanmasi

107




Xi

4.29 | Kontrol (mavi) hiicrelerinde, inflamatuar ortamda degisen 109
(kirmizi1) hiicre klon 6rneklerinde eksprese edilen protein sayilari
gosterilmektedir

4.30 | Farkli ifade edilen proteinlerin baska kanserdeki mutasyonlar ile | 111
karsilastirmasi

4,31 | a) Splisozom olusum yolu ve b) splisozom koplekslerinin 113
icerigi.

4.32 | PANTHER GO-Slim biyolojik islem analizi 114

4.33 | PANTHER yol analizi 115

4.34 | Diferansiyel olarak eksprese edilen proteinlerin protein-protein | 117
etkilesimi ag analizinin k-mean kiimeleme sonrasinda
gruplandirilmis hali

4.35 | Ornek gruplarm karsilastirmalari arasinda gozlenen ve 120
farklilasmis olarak yiiksek eksprese edilen proteinleri gdsteren
Venn Diyagrami

4.36 | Hiyerarsik kiimeleme analizi. Tiim 6rnek gruplarinda 121
tanimlanan, diferansiyel olarak eksprese edilen proteinlerden (n
= 1773) 1s1 haritasi hiyerarsik kiimelemesi

4.37 | Hiicre orneklerinin protein PSM degerine gore karsilastirilmas: | 122

4.38 | Inflamasyon varliginda go¢ eden hiicrelerin PCA analizi 123

4.39 | Hiicre gruplar1 arasinda karsilastirmali ¢oklu sacgilim (scatter 125
plot) grafigi. Belirli proteinlerin farkli grup
karsilastirmalarindaki yerini belirlemek amaciyla farkli renk ile
isaretlenmistir

4.40 | Inflamasyon varliginda go¢ eden hiicrelerdeki dogrusal pozitif 126
iligkiy1 gosteren hiyerarsik 1s1 haritasi

CIZELGELER DIiZINi
Cizelge
2.1. NKX3.1'de Tanimlanan Post-Translasyonel Degisiklik 14
Sitelerinin Listesi
2.2 Vimentin ile etkilesime giren molekiiller ve olas1 fonksiyonlar1 | 31




xii

2.3 PKa'da EMT llerlemesine Sebep olan Tiiméor 39
Mikrogevresindeki Cozlnur Faktorler

3.1 Jel hazirlama tablosu 64

3.2 Transfeksiyon karigiminin hazirlanigi 67

3.3 Protein orneklerinin kitle tayini i¢in hazirlama asamalari 71

4.1 n-LC MS/MS analizi sonras1 hiicre 6rneklerinde belirlenen 109
proteinlerin miktar1

4.2 KEGG yolu verilerine gore kontrol harig tiim hicre 112
orneklerinde ortak eksprese edilen 99 proteinin taramasi sonucu
tespit edilen biyolojik yollar

4.3 TCGA verilerinde 6neme sahip, prostat kanseri ile iligkili 119
genler ile Ortlisen proteinler

4.4 Pearson degerine gore inflamasyon varliginda gé¢ eden 126

hiicreler arasinda pozitif dogrusal iligski anlamlilig1




xiii

KISALTMALAR

ABT- Androjen baskilayici tedavi

AKT- RAC-alfa serin / treonin-protein kinaz
AP-1- Aktivator protein 1

AR- Androjen reseptérunun

ATM-Ataxia Telangiectasia Mutated

Bcl-2- B hiicre lenfoma 2 (B-cell lymphoma 2)
CAF - kansere bagl fibroblast

clAP-1- apoptoz protein-1'in hiicresel inhibitorl (cellular inhibitor of apoptosis
protein-1)

CKI - sikline bagimli kinaz inhibitorii

CM - sartlandirilmis ortam

CRPC- Kastrasyona direncli prostat kanseri

DDR- DNA hasar yaniti (DNA damage response)

ECM - ekstraselller matriks

EMT-epitelyal-mezenkimal tranzisyon

FADD- Fas-iligkili 6liim domeni (Fas-associated death domain)
FBS - fetal s1g1r serumu

FDR - yanlis kesif orani

FGF -fibroblast blytme faktori

FOX - Forkhead box

GSK3p- Glycogen synthase kinase 3 beta

HDAC1 -histon deasetilaz 1

Hh- Hedgehog

HIF-1a -hipoksiyaya bagl faktér la (hypoxia-inducible factor 1)
IF-intermediate filament

IL6 -interlokin-6

IL8 -interlokin-8



Xiv

JAK - Janus kinaz
JNK- Jun N-terminal kinaz
LEF - lenfoid giiclendirici faktor

LINE-1 - uzun serpistirilmis niikleer element-1' retrotransposonu (long
interspersed nuclear element-1)

LOX - lizil oksidazin

LPS — lipopolisakarit

LRP - low-density lipoprotein receptor-related protein
MAD - mothers against dpp

MAPK - mitojen ile aktive olan protein kinaz

MET- Mezenkimal — Epitelyal Gegis

MHC-I- Major Histocompatibility Complex

MMP- Matris metaloproteinaz

NA - non-adhesive, adhezyon 6zelligini kaybetmis olan
NF«B -niikleer faktor beta

NKX3.1- NK3 homeobox 1

PDEF -prostat tlrevli Ets faktor( (prostate-derived Ets factor)
PIN- prostatik intraepitelyal neoplazi

PKa- Prostat Kanseri

PMA - Phorbol myristate acetate

PTCHL1 - patched homolog 1

Rb1- Retinoblastom

RIP- reseptore etki eden protein (receptor interacting protein)
RNS - reaktif nitrojen turleri

ROS - reaktif oksijen tirleri

STAT- Sinyal Transduseri ve Transkripsiyon Aktivatori
TAM - tiimorle iligkili makrofaj

TAM- tiimdér iligkili makrofaj

TCF -T-hticre faktor

TGF-B- doniistiiren biiytime faktorii-beta

TIL - timor i¢ine s1zan lenfositler
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TNF- timor nekroz faktori

TNF-oR-1 -TNF-a reseptor-1

TRAF2 -TNF-a-R ile iliskili faktér 2 (TNF-o Rassociated factor 2)
VEGF - vaskiler endotelyal blytme faktori

ZEB- Cinko parmak E-kutu baglayict homeobox






1. GIRIS

PKa batili iilkelerde ve Amerikan kokenli erkeklerde son yillarda en sik
goriilen malinite ve ikinci siradaki kanser haline gelmistir (Siegel et al.,
2016). Her yil diinyada yaklasik 1.3 milyon yeni prostat kanseri vakasi
gorilmektedir. Diinya Kanser Istatistikleri verilerine gore her yil yaklasik
310.000 kisi prostat kanserinden hayatini kaybetmektedir. Bu sebeple PKa’da
etkili tedavi yaklasimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

PKa, erkek tGreme bezlerinden biri olan prostat bezindeki hicrelerin
kontrolstiz blyilimesiyle ortaya ¢ikan bir durumdur. Hiicreler kontrol disi
biiyliylip PKa’n1 olusturdugunda oncelikle prostat igine yayilir ve sonra
prostati ¢evreleyen kapsiilii asarak prostat dis1 ¢evre dokulara yayilabilir.
Kanserlesmis prostat hiicreleri biiylimek i¢in androjenler olarak adlandirilan
hormonal uyarilara ihtiya¢ duyarlar. Erkeklerde esas androjen hormonu
testesterondur. ABT ile vicutta testesteronun ya Uretimi durdurulur ya da

testesteronun etkisi engellenmis olur.

PKa tanis1 konulduktan sonra kastrasyon direngli asamaya kadar olan
gelisim / ilerleme siirecinde, ¢ok asamali ve ¢ok patojen bir siire¢ oldugu ve
bu siiregte biiyiilk miktarlarda risk faktorlerinin rol oynayabilecegi
bilinmektedir. Yag, alkol tiiketimi, sigara, hormon ve viicut boyutu gibi
genetik ve cevresel risk faktorlerinin, prostat kanseri riskinin artmasi ile
iliskili oldugu tespit edilmistir (Ekman et al., 1999; Siegel et al., 2016). Fakat
PKa’nin etiyoloji ve patogenezi ise hala belirsizdir. Bugiine kadar yapilmis
olan birgok ¢alismada ¢evresel etmenlerden daha ¢ok genetik etmenlerin PKa

gelisimi iizerindeki etkilerine odaklanilmistir.

PKa'nin heterojen hiicre popiilasyonuna sahip multifokal bir hastalik
oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla, EMT gibi PKa'nin metastatik olusunun
altinda yatan hiicresel ve molekiiler mekanizmalar1 anlamak, PKa ile iliskili
mortaliteyi 6nlemek icin potansiyel terapotik stratejiler Gretebilir. PKa tipik
androjene bagimli hastaliktir ve ABT metastatik hastalig1 olan hastalar i¢in

standart bir tedavidir.



Cogu kanserde oldugu gibi, prostat kanseri gelisimi, hem germlin hem
de somatik mutasyonlar dahil olmak Uzere genom seviyesinde birkac
degisiklikle karakterize edilir (Boyd LK et al, 2012). Prostat karsinojenezi ile
iligkili genetik degisiklikler, RNASEL, AR, CYP17A1, CYP3A, TP53,
EFGR, KRAS, BRACI1 / 2, CHEK2 ve HOXBI13 gibi ¢esitli genlerdeki tek
ve ¢oklu nikleotid polimorfizmlerini icerir (Boyd LK et al., 2015).

Son caligmalar HOXBI13'iin ailesel prostat kanseri geni olarak
tanimlanmasi i¢in giiglii bir aday oldugunu gostermistir (Beebe-Dimmer JL
et al.,, 2014). Somatik genlerdeki degisiklikler, kopya sayis1 degisiklikleri
(8p21, 10p15, 10921, 13921, 1622, 21922, 22q ve 2p23, 8924, Xql2
kazanimi gibi), kromozomal translokasyonlar ve gen flizyonu (TMPRSS2:
ERG, TMPRSS2: ETV1, TMPRSS2: ETV4, SLC45A3: BRAF) gibi

mutasyonlart igerir (Wasserman NF et al., 2010).

Somatik telomer kisalmasi, yiliksek dereceli prostatik intraepitelyal
neoplazi (PIN) ve prostat karsinomu vakalarinda da goriilmektedir (Meeker
AK et al., 2002). Bunlara ek olarak, GSTP1, MDR1, APC, PTGS2 ve
RASSFla ile iligkili CpG adalarinda hipermetilasyon gibi epigenetik
degisiklikler ve global histon modifikasyon paternlerindeki degisiklikler,
PKa gelisimi sirasinda yiiksek frekansta gozlenir (Lee WH et al.,1994).

PKa ile iligkili olan genetik ve epigenetik degisiklikler arasinda, insan
8p21 bolgesinin heterozigotitesinin kayb1 (LOH-loss of heterozygosity),
PIN'deki siklig1 agisindan dikkate degerdir (Haggman MJ et al., 1997). 8p21
lokusunda LOH, yiiksek dereceli PIN lezyonlarinin %12-89'unda ve prostat
adenokarsinomlarinin %35-86'sinda bildirilmistir (Gurel B et al., 2010). PKa
baslangicina potansiyel olarak katkida bulunabilecek genler arasinda en
muhtemel aday olan NK-ailesi homeobox geni NKX3.1'i tanimlanmistir (He
WW et al., 1997). PIN'de meydana gelen diger iyi belgelenmis molekiiler
degisiklikler arasinda, MYC mRNA ve proteinin (8q24 kazanimiyla ilgili
olmamakla birlikte) oldukca yaygin bir sekilde yukari regiilasyonu ve

nispeten nadir durumlarda TMPRSS2: ERG fiizyonlar1 bulunur.



2. GENEL BILGILER
2.1. Prostat Kanseri Gelisiminde inflamasyonun Etkisi

Yapilan arastirmalara gore inflamasyon prostat kanseri gelisimine ve
kanserin metastatik seviyeye ulagsmasma sebep olan bir faktdrdiir. Son
zamanlarda yapilan meta-analiz sonuglar1 prostatit ve cinsel yolla bulasan
enfeksiyonlarin da prostat kanseri riskinin artmasi ile iligkili olabilecegini
gostermistir (Dennis LK et al., 2002). Bu nedenle anti-inflamatuar ilaglarin
ve antioksidanlarin alimi1 prostat kanseri riskinin azalmasi ile
iliskilendirilmistir.

Aktif inflamatuar hucreleri ve proliferatif epitel hucreler iceren PIA,
PKa ve PIN lezyonlarinin patolojik 6nciilii olarak belirlenmistir (De Marzo et
al., 2007). Kronik inflamasyonun, anjiyogenez ve EMT (zerinden timor
mikro ortaminin dinamigini etkilemesi sebebiyle, prostat kanseri gelisimi ve
metastazinda 6nemli bir etkiye sahip oldugu disiiniilmektedir (Sekil 2.1).
Prostat kanseri hastalarinin tiimor profilini tanimlarken ve bireysel tedavi
stratejilerini uyarlarken, inflamasyonun timor mikrogevresindeki énemli

islevsel etkisi géz oniinde bulundurulmalidir.

Inflammatory cytokines @ — * *
Macrophages *

w w Anoikis

o/ \/
Metastasis w

Sekil 2.1. Inflamatuar tiimér iliskili makrofajlarin PKa gelisimindeki rolii. TNF-o
(NFxB sinyalini aktive eder) ve TGF-p (EMT yi indiikler) gibi inflamatuar sitokinlerin TAM



tarafindan salgilanmasi, tiimoér mikrogevresini degistirir. TAM'lar dogrudan endotel hiicre
bllytimesine aracilik eden VEGF’in regiilasyonunu yiikseltmek yoluyla anjiyogenik yaniti
tesvik eder. Mezenkimal hiicreler (anoikise direngli) hayatta kalir ve invaziv hale gelir,

metastaza dogru ilerler.

2.1.1. Hiicrenin Kaderini Degistirmede Iinflamatuar Tiimér

Mikrocevresinin Rolu

Hiicreler arasindaki etkilesimler ve bulundugu mikrogevre, fonksiyonel
doku homeostazinin korunmasi i¢in ¢ok Onemlidir. Bu etkilesimdeki
kusurlar, doku patolojisi ve hastalik gelisimi ile sonuglanir. Tiimdrler kanser
hiicrelerinden ve bu mikrogevredeki tiimor hiicrelerinden olusur. Timor
mikrogevresinin hiicresel bilesenleri arasinda fibroblastlar, endotel hiicreleri
ve inflamatuar hicreleri bulunur. Fiziksel ve kimyasal bilesenler, ECM ve
¢Oziinmiis oksijen, sitokinler ve biiylime faktorleri gibi ¢ozlnebilen
molekiilleri igerir. Kanser hiicreleri birbirleriyle dinamik olarak etkilesir ve
bu kompleks mikrogevre ile birlikte gelisir. Kanser hiicreleri ve timor
arasindaki  kompleks mikrocevre, kanser hiicrelerinin davranisini
etkileyebilir, kanser hucrelerinin goc¢ etme, invazyon ve metastaz yapma
kabiliyetini artirarak tlimor gelisimini tesvik edebilir. ECM, normal ve
tiimdrijenik biiylimede; hiicre ¢ogalmasi, hiicre gocii, hiicre farklilasmasi ve
hiicre sagkalimi igin kritik bir diizenleyicidir (Horbinski C et al., 2010).
Saglikli hiicrelerde ECM yapisindaki bozulmalar kaspaz bagimli apoptoza

yol acar.

Farkli nedenlerden dolay1 ¢6ziiniir inflamatuar aracilarin ECM igerisine
salinmasi, ECM’yi ¢evreleyen stromal hiicreleri aktive eder ve reaktif stroma
olusumu ECM'nin ¢evresini dramatik olarak yeniden diizenler (Cunha GR et
al., 2003). Inflamatuar sitokinler bakimindan zengin bir mikrogevre, PKa nin
metastaza dogru ilerlemesine araclik eder (Barron DA et all.,2012). ECM'nin
inflamasyon aracili bozulmasina bagl olarak ortaya ¢ikan anoikise direncli
mezenkimal prostat hiicreleri, agresif tliimor biiylimesi ve metastaza karsi
invaziv ve go¢ ozelliklerini kazanir (Sekil 2.1). Kanser, dncelikle metastaz
yapma kabiliyeti nedeniyle 6ldiricudir (Horbinski C et al., 2010). Normalde,

ECM'den ayrilan hiicreler hayatta kalamaz ve g¢ogalamazlar, daha sonra



anoikis fenomeniyle Sliirler. Timor hiicrelerinde ise anoikise karsi gosterilen
direng, hiicrenin intravazasyon islemi boyunca hareket etmesini ve yeniden
baglanmasini saglayan hayatta kalma avantajini saglar (Frisch SM et al.,

2001).

Yeni kan damarlarmin olusumu olan anjiyogenez bir¢ok iltihapli
hastalikla iliskilidir. Inflamatuar kaskat tarafindan kronik olarak aktive edilen
hiicreler, yogun bir anjiyojenik cevap yoluyla vaskiilarizasyonu indiikleyen
sitokinleri serbest birakir. Timor hiicreleri, VEGF, IL-8 ve bFGF dahil olmak
tizere bir dizi bliyiime faktorii salgilayarak anjiyogenezi tesvik edebilir,
kapiler biliylimesini destekler ve damarlanmay1 arttirir (Timothy S et al.,

2015).
2.2. Tumor Gelisimi ve Migrasyonda inflamatuar Sitokinlerin Rolii

Bilindigi gibi, immiino-inflamatuar reaksiyon siirecinde, onu baslatan
uyaranlar ilk once ortadan kaldirilir ve daha sonra hasar alaninda iyilesme
(¢ogalma) meydana gelir. Boylece bu reaksiyonun gergek inflamasyon
(hasar) ve iyilesme (¢Oziiniirliik) olmak tizere iki tarafi da ayirt edilebilir. Yok
etme asamasinda bagisiklik sisteminin efektdr mekanizmalart yogun bir
sekilde is goriirse, iyilesme silirecinde daha az aktif olurlar ve bu ylizden akut
inflamasyon uzun siire iyilestirilemediginde “iyilesemeyen yara” etkisi
meydana gelir. Bu durumda lokal immiinbaskilanma olusur ve bu durum
tiimorlerin gelisimine katkida bulunur. Rudolf Virchow, tiimér biiylimesini,
yaranin iyilesmesi siirecinin hatali bir mekanizmasi oldugunu varsaymusti,
nitekim modern literatiirde  tiimdre iyilesmeyen  bir  yara

denilmektedir.(Gajewski T.F et al., 2013).

Kronik inflamasyon immiin yanitin baskilanmast ve tliimor
bliylimesiyle iliskiliyse, akut inflamasyon tiimoriin kiigiilmesine neden
olabilir. Bu nedenle bagisiklik-inflamatuar reaksiyonunun duzenlenme

mekanizmalarint anlamak son derece onemlidir.

Inflamasyon doku hasarmi ve patojenik ajanlari yok etmek igin

etkinlestirilmig  aktif bir yanittir. Bununla birlikte inflamasyon kontrol



edilmezse, cevredeki dokuda malign hiicre transformasyonunu indikleyerek
kronik hale gelebilir. Inflamatuar yanit, ¢esitli molekiiler hedef ve sinyal
yollarin1 apoptoz, yiiksek proliferasyon oram1 ve anjiyogenez gibi
karsinojenik siire¢ ile paylasir. Inflamatuar cevabin esas amaci, doku
homeostazini rahatsiz eden yabanci ajani ortadan kaldirmaktir (R.Medzhitov
et al.,, 2008). Diizgin bir sekilde ortadan kaldirilamayan kronik
inflamasyonun kanser riskini artirabilecegi durumu yaygin bir goriis olarak
kabul edilmektedir. (Glauben Landskron et al. 2014) inflamasyon siirecinde
timor mikrocevresindeki sitokinler ve bu bolgeye infiltre olan hiicreler
tarafindan salgilanan biyoaktif molekiiller kanser riskini artirabilir. Bu
molekiiller; biiylime faktorleri, hiicrelerin proliferatif hizin1 koruyan
kemokinler, apoptozu 6nlemek igin hiicre sagkalimini destekleyen sinyaller,
proanjiyogenik faktdrler ve EMT’yi tesvik eden; genom instabilitesi, enerji
metabolizmasinin yeniden programlanmasi ve immiin yanitin kacakc¢iligi gibi
diger karsinojenez programlarini kolaylastiran metalloproteinazlar gibi hiicre
dis1 matriks modifiye edici enzimleri de igeren molekiillerdir. (D.Hanahan

and R. A.Weinberg, 2011).

Sitokinler, hucre-hiicre iletisimine aracilik eden diisiik molekiiler
agirlikli proteinlerdir. Fibroblastlar ve endotel hucreleri gibi immin ve
stromal hiicreler tarafindan sentezlenirler ve hiicre proliferasyonu, sagkalimi,
farklilagma, immiin hiicre aktivasyonu, hiicre gocti ve hiicre olimii
mekanizmalarinin diizenlenmesini saglarlar. Tiimor mikrogevresine bagli
olarak, sitokinler antitiimoral bir yaniti modiile edebilir, ancak kronik
inflamasyon sirasinda pro-ve anti-inflamatuar sitokinlerin dengesine,
bunlarin nispi konsantrasyonlarina, sitokin reseptdr ekspresyon igerigine ve
cevredeki  hiicrelerin  aktivasyon durumuna bagli olarak  hicre
transformasyonuna ve maligniteye neden olabilirler (B. F. Zamarron and W.
Chen, 2011).

2.2.1. Tumor Nekroz Faktort (TNF-a)

Belirtildigi gibi devam eden inflamasyon siireci maligniteye yol

acabilir. TNF-a kronik inflamatuara katilimi nedeniyle karsinojenezde de



onemli rol oynayan inflamatuar bir mediatordur (C. Popa et al., 2007). TNF-
a’nin, karsinojenez ve invazyon da dahil olmak ftizere, erken donemde
karsinojenez  gelisimini  destekleyerek etki ettigi diistiniilmektedir.
(P.Szlosarek et al., 2006). TNF-a prototipik proinflamatuar bir sitokin iken,
kanitlar karsinojenezde iki tarafli bir rolii olduguna isaret eder. Bu sitokin iki
reseptor tarafindan taninir: her yerde yaygin olarak ifade edilen TNF-aR-1 ve
temel olarak immin hiicrelerde eksprese edilen TNF-aR-2 (G. Chen and D.
V. Goeddel, 2002). Trimerizasyon TNF-a'nin TNF-a-R'lere baglanmasina ve
en az dort sinyalleme yolunun aktive olmasina yol acar: FADD ile kaspaz-8
etkilesimi tarafindan indiiklenen bir proapoptotik yol; cIAP-1 tarafindan
aktive edilen ve TRAF2 ile etkilesime giren bir antiapoptotik platform;
TRAF2 ve JNK aracili AP-1 sinyal yolagi; ve RIP ile aktive olan NF-kB (G.
Chen and D. V. Goeddel, 2002).

Bu sitokinin yiiksek konsantrasyonlari, murin sarkom modelinde
antitiimoral bir yaniti indiikleyebilir. Ayrica, William B. Coley, sarkom
hastalarinda sistemik bakteriyel filtrat enjeksiyonunun giivenilir bir tedavi
yaniti olusturdugunu kesfetti (B.Wiemann and C. O. Starnes,1994). Bu
durumun aksine, diisiik miktarda fakat siirekli Uretilen TNF-a seviyeleri
timor fenotipini indlkleyebilir (F. Balkwill,2006). TNF-o’nin timor
tetikleme mekanizmasi, ROS ve DNA hasarii1 indiikleyebilen RNS
olusumuna dayanir, bu da tiimor olusumunu kolaylastirir (S. P. Hussain et

all., 2003). TNF-a aracili inflamasyon kanserle baglantilidir.

Kwong ve ark. kronik TNF-o dozuna maruz kalan normal insan
yumurtalik epitel hiicrelerinin organoidini kullanarak TNF-a ile iligkili timor
olusumunu arastirdi. Olusturduklar1 modelde; doku disorganizasyonu,
epitelyal polarite kaybi, hiicre invazyonu ve kanser markorlerinin asiri
ekspresyonu gibi yapisal ve fonksiyonel degisikliklerle prekanserdz fenotip
olusumu gosterilmistir (J.Kwong et al., 2009). Bu bulgulara gore, timor
mikrogevresindeki pro- veya antitimoral TNF-a cevabi sadece lokal
konsantrasyona degil, ayn1 zamanda tiimor i¢indeki ekspresyon bélgesine de
baghdir.



2.2.2. interlokin-6 (1L-6)

Tipik pro-tiimorijenik etkiye sahip baska bir pro-inflamatuar sitokin IL-
6'dir. Sistemik kanser hastalarinda, kontrol grubu olan saglikli hastalara veya
benign hastalara gore serumlarinda yiiksek IL-6 diizeyleri tespit edilmistir.
IL-6 sirastyla % 60-70 ve %58-90 arasinda duyarlilik ve 6zgiilliige sahip bir
malignite belirleyicisi olarak onerilmistir. 1L-6, reseptor (IL-6Ra) ve gp130
(glikoprotein 130) koreseptoriine baglanarak JAK’mm JAK/STAT sinyal
yolunu ve STAT1 ve STAT3 (STAT’lar) sinyal aktaricilarint ve
transkripsiyon aktivatorlerini  aktive eder, bdylece proliferasyonun
desteklenmesi ve apoptozun baskilanmasinda 6nemli bir rol oynar (D. R.
Hodge et al., 2005). STAT'ler, tiimdrijenik siireglerle yakindan iligkili

transkripsiyon faktorleri ailesine aittir.

Bir¢ok caligsma, IL-6 /JAK /STAT sinyal yolunun kanser baslangici ve
ilerlemesi tizerindeki etkisini vurgulamistir. IL-6, timor slipresor genlerinin
hipermetilasyonuyla ve ayn1 zamanda ¢esitli insan kanserlerinde sik rastlanan
in vitro (J. A. Gasche et al., 2011) oral skuam6z kanser hiicre hattindaki
LINE-1 hipometilasyonu ile tiimorijenezi indiikleyebilir. Ayrica, mide
kanseri fare modelinde IL-6'nin esas olarak stromal fibroblastlar tarafindan

iiretildigi gosterilmistir (H. Kinoshita et al., 2013).

TNF-o gibi IL-6 da kanser olmayan hicrelerin timor kok hticrelerine
doniismesini tesvik ederek tiimoér gelisimini kolaylastirir. Ozellikle diisiik
baglanma kiltiirli kosullarinda kansersiz kok hiicreleri tarafindan IL-6
salgilanmasi, IL-6R/JAK/STAT3 sinyal yolaginmi aktive ederek Oct4 gen

ekspresyonunun yukselmesini regule eder (S.-Y. Kim, J. et al., 2013).
2.2.3. Transforming Growth Factor (TGF-)

TGF-B immiin baskilayici ve iltihap dnleyici 6zelliklere sahip giiglii bir
pleiotropik sitokindir. Fizyolojik kosullar altinda embriyogenez, hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi, apoptoz, adezyon ve invazyonda 1iyi
belgelenmis bir role sahiptir (J. F. Santiba™nez et al., 2011). TGF-f’nin {i¢
izoformu tanimlanmistir: TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3. TGF-f’ler, tip I TGF-



B reseptorii (TGF-B RI) fosforilasyonunu indiikleyen ve SMAD-bagimh
transkripsiyonu aktive eden bir heterotetramerik kompleks olusumuna yol
acan kognat tip Il reseptoriine (TGF-BRII) baglanir (J. Massagu’e, 2008).
SMAD transkripsiyon faktorleri yapisal olarak, iki MAD homoloji
bolgelerini birlestiren serin ve treonin acisindan zengin bir baglayici bolge
tarafindan olusturulur. Bu amino asit kalintilarinin farkli fosforilasyonlari,
sitostatik etkiler, hiicre biiylimesi, invazyon, hiicre dis1 matriks sentezi, hiicre
dongiisii tutulmasi1 ve migrasyon gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlara katkida
bulunur (K. Matsuzaki, 2013). Bu nedenle TGF- reseptor aktivasyonu ile
SMAD2 ve SMAD?3'lin farkli fosforilasyonu, nukleusa transloke olmasini
saglar, burada SMAD4 ile bir kompleks olusturur, daha sonra DNA'ya
baglanir, diger transkripsiyon faktorleri ile iligkilendirilir ve gen

ekspresyonunu indikler (J. Massagu’e, 2008).

TGF-B'nin kanserdeki rolii, hiicre tipi ve tiimor olusumu asamasi ile
degisen, karmasik ve paradoksal bir durumdur. Erken evrelerde TGF-p, hiicre
dongiisii ilerlemesini inhibe ederek ve apoptozu tesvik ederek bir timor
baskilayici gorevi goriir. Daha sonra, TGF-B EMTyi indiikleyerek invazyon
ve metastazim artirir (C. D. Morrison et al., 2013). Kanser indiiksiyonunda,
TGF-cyc, CKI p21 upregilasyonu ve c-Myc asagiya dogru regulasyonu
yoluyla bir tiimdr baskilayici rol oynar (G. Guasch et al., 2007).

TGF-B sinyalizasyon degisikliklerinin insan kanserinde rol oynadigini
gosteren tutarli kanitlar vardir. Timor mikrogevresindeki yaygin TGF-
kaynaklar1, bagisiklik hiicreleri ve fibroblastlar dahil olmak tizere kanser
hlcreleri ve stromal hicrelerdir (J. Massagu”e, 2008). Kemik matriksi de bu
sitokinin timor destekleyici ve invazif etkileri ile korelasyon gosteren birgok
kanserde bol miktarda TGF-B ve metastaz i¢in yaygin bir kaynaktir (E. C.
Connolly et all., 2012).

2.2.4. interlokin-10 (I1L-10)

IL-10 glcli bir anti-inflamatuar sitokin oldugu bilinmektedir. T-
hicreleri, B-hucreleri, monositler, makrofajlar, mast hiicreleri, granulositler,

dendritik hicreler ve keratinositler de dahil olmak lzere hemen hemen tim
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immun sistem hicreleri IL-10 Gretir (R. Sabat et al., 2010). Tumér hiicreleri
de timor infiltre eden makrofajlar gibi IL-10 salgilayabilirler (N. L. Costa et
al., 2013).

IL-10 reseptoriine baglandiginda, Jakl ve Tyk2 tirozin kinazlar1 IL-
10R’nin hiicre i¢i alanini fosforile eder ve boylece STAT1, STAT3 ve STATS
ile etkilesime girmesine izin verir ve nukleusa STAT translokasyonunu saglar
ve hedef gen ekspresyonunun indiklenmesini destekler (D. S. Finbloom and
K. D. Winestock, 1995). Birkag calisma IL-10'un hem pro- hem de
antitimoral etkilere sahip oldugunu gostermistir. IL-10, NF-xB sinyalini
inhibe eder, bu nedenle proinflamatuar sitokin ekspresyonunu azaltabilir (A.
J. G. Schottelius et al., 1999) ve antitimoral sitokin olarak hareket edebilir.
Dahasi, IL-10 glioma, melanomlar, meme ve yumurtalik karsinomlarinda,
MHC-I baskilanmasini igeren bir mekanizma yoluyla, NK-aracili tiimor
hicre lizisini indikleyerek antitimoral aktivite gosterebilir (N. Kundu and A.
M. Fulton, 1997).

Dendritik hiicreler ve makrofajlar tizerindeki immiin baskilayici etkisi
nedeniyle IL-10, antijen sunumunu, hiicre olgunlagmasini ve farklilagmasini
azaltabilir ve tiimor hiicrelerinin immiin gozetim mekanizmalarindan
kagmasina olanak tanir (H. Hamidullah et al., 2012). STAT3 ayrica IL-10 ile
aktive edilebilir. Sitokinlerin ¢eligkili yanitlar1 reseptor ve STAT
aktivasyonunun zaman ayari tarafindan belirlenir. IL-6, gegici hizla azalan bir
STATS3 fosforilasyonuna ve nikleer lokalizasyona yol acarken IL-10, surekli
olarak STAT3 fosforilasyonunu indiklemektedir (D. A. Braun et al., 2013).
STATS3 aktivasyonu yoluyla IL-10, Bcl-2 upregulasyonu ve apoptoz direnci
aktivasyonunu igeren bir otokrin-parakrin dongiliniin aracilik ettigi pro-

timarijenik etkiye de sahip olabilir.
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Sekil 2.2. Karsinogenezde sitokinlerin roliiniin sematik olarak gdsterimi. (a) Doku
hasar1 veya enfeksiyon sirasinda immiin yanit, makrofaj ve nétrofillerden TNF-«, IL-6 ve
IL-8 gibi proinflamatuar mediatorlerin ekspresyonunu aktive eder. Bu sitokinler epitel
bariyerini bozabilir, RONS'yi indiikleyebilir ve diger inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonunu
tesvik edebilir. (b) Kronik inflamasyonda TNF-o gibi proinflamatuar sitokinler, RONS
yoluyla DNA hasarina neden olabilir ve bu da tiimér olusumunun baslamasina neden olur.
TGF-£ de EMT aktivasyonu araciligiyla malign doniisiimii tesvik edebilir. I[FN-y, IL-10 ve
IL-17 gibi CD4" lenfositlerden tiiretilmis sitokinler sirasiyla; epitelyal bariyer bozulmasina,
makrofajlarin M2 fenotipik gecislerine ve anjiyogeneze katilabilir. (¢) Tiimor bilylimesi ve
invazyon, hucre proliferasyonunu uyaran, apoptozu azaltan ve EMT ve anjiyojeni artiran
proinflamatuar sitokinler tarafindan da desteklenir; ve daha sonra VEGF ve IL-8 tarafindan
kolaylastirilabilir. IL-10 ve TGF-g gibi anti-inflamatuar sitokinler, timériin immiin yanittan
kagmasina katkida bulunur. (d) TAM, TIL ve CAF, immiinosiipresif ortam1 korurken, timor
bliylimesine ve metastazina katkida bulunan g¢esitli faktorler salgilarlar (Glauben

Landskronet al., 2014).
2.2.5. inflamasyonla Iliskili Tiimor Biiyiimesi

Gilinlimiizde proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonu ile ayni1 anda NF-
kB ve STAT3 gibi sinyal yollarmin siirekli aktivasyonu yoluyla malignite
olusumunda kronik inflamasyonun Onemli bir roli oldugu kabul

edilmektedir. Bu sitokinler, malign bélgeye hicre transformasyonunu
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desteklemekle birlikte tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini uyararak ve immin-

kontrolii azaltarak tiimor bliylimesine katki saglar (Sekil 2,2).

TNF-a gibi bazi sitokinler biiyltime faktorii aktivitesine sahiptir. Zhu ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, safra kesesi hiicre hattinda TNF-a'nin
susturulmasinin, TNF-o/NF-xB/AKT/Bcl-2'in aktivasyonunu etkileyen bir
otokrin etkisi ile hiicre proliferasyonunu ve istilasin1 = azalttigin
gostermislerdir (G. Zhu et al., 2014). Aym sekilde Luo ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismalara gore, NF-kB sinyalinin inflamatuar bir uyariciya tepKi
olarak tiimor hiicresi proliferasyonunu tesvik etmede gerekli oldugu ortaya
konmus ve bu transkripsiyon faktoriiniin baskilanmasi, TNF-o/TRAIL

tarafindan baglatilan antitlimor sinyali tetiklemistir.

Kanserde IL-6/STATS3 sinyal yolunu duzenleyerek timor biytmesini
etkileyebilecek diger baska molekiillerin de oldugu bildirilmistir. Farelerdeki
melanom modelinde, Hmgb1l, IL-23 ve IL17 gibi inflamatuar mediatorler, IL-
6/STAT3 yolunu aktive ederek tiimor biiylimesini destekleyebilmistir (Q.
Tang et al., 2013). Kolanjiyokarsinomda, timor baskilayict gen
regulatoriniin yuksek bir ifadesi olan gankirin, IL-6/STAT3 sinyal yolunun
aktivasyonu yoluyla tiimor proliferasyonu, invazyon ve metastazi

desteklemistir (T. Zheng et al., 2014).

2.3. NKX3.7’in Kararhhginin ve Fonksiyonunun Diizenlenmesi

NKX3.1, normal prostat gelisiminde prostat kanallarinin olugsmasinda
ve prostat glanduler epitelyumun proliferasyonunu dizenlenmede énemli rol
oynayan, androjen tarafindan regiile edilen homeodomain transkripsiyon
faktoridiir. NKX3.1 ekspresyonu agirlikli olarak prostat bezindeki liimen
hiicreleri ile smurlidir (Bieberich CJ et al.,, 1996). Primer prostat
adenokarsinomlarinda NKX3.1 degeri pozitif olsa da yiiksek dereceli
lezyonlarda diizeyleri azalmaktadir. Iyi karakterize edilmis ve saglam bir
antikor kullanan son raporlar, metastatik lezyonlarda bile NKX3.1
diizeylerinin azaltilabilecegini, ancak ekspresyonun tamamen yitirilmedigini
gostermistir (Bethel CR et al., 2006). Homozigot NKX3.1 susturulmus fareler
prostat epitelyal hiperplazi ve displaziyi gelistirirler, boylece 1-2 yaslarina



13

dogru PIN benzeri lezyonlara ilerlerler (Abdulkadir SA et al., 2002). Ayrica
tiiysiiz farelerde NKX3.1’in ektopik olarak asir1 ekspresyonu saglandiginda,
hicre proliferasyonunun ve ankorajdan bagimsiz hiicre bilylimesinin inhibe
edildigi ve timor biiyiimesinin baskilandigi goriilmiistiir (Tan PY et al.,
2012). Genel olarak bu veriler, NKX3.1'in prostata spesifik timdr baskilayici
olarak islev gordiigiinii gostermektedir. Oyle olsa da, NKX3.1’in Rb1 veya
TP53 klasik tiimor baskilayicilar gibi davranis sergilemedigi goriilmiistiir.
Bunun nedeni olarak NKX3.1 geninde ¢cogunlukla sadece bir allel kaybolur
ve digeri genellikle mutasyona ugramamistir (Abate-Shen C et al., 2008).
Ayrica, prostatin cogu yiiksek dereceli primer tiimorleri ve metastazlarinda,
normal prostatik limen hiicrelerine kiyasla NKX3.1 seviyesi bir miktar
azalmis olsa bile ekspresyonu korunmus gibi goriinmektedir (Gurel B et al.,

2010).

NKX3.1'in tiimor baskilayict roliine ek olarak, hayvan modellerinde
kastrasyona direngli olan prostatik hiicrelerin bir alt grubunda mevcut oldugu
gosterilmistir. Bu hiicreler tiimor olusumu i¢in etkin hedeflerdir (Wang X et
al. 2009). Bu gozlem, bazen NKX3.1'in korunmasinin, prostat
karsinogenezisi ve kastrasyon direnci igin gerekli olabilecegini ortaya

koymaktadir.

NKX3.1'in prostata 6zgii onemli bir tiimor baskilayicist ve erken prostat
kanseri markorii olarak ortaya ¢ikisi, onun regulasyonu ile ilgili aragtirmalarin
artisina katkida bulunmustur (Gurel B et al., 2010). Bir¢ok c¢alisma,
transkripsiyonel seviyede NKX3.1'1 diizenleyen faktorleri ortaya ¢ikarmustir.
NKX3.1 ifadesi androjenler tarafindan diizenlenir ve NKX3.1'in androjen
tepkisi, 3’UTR bolgesinde iki androjen cevap elemani (ARE- androgen
response elements) tarafindan aracilik eder (Thomas MA et al, 2010). ETSI
ve Spl transkripsiyon faktorlerinin NKX3.1'in 5’promotdr bolgesine
baglandig1 ve ekspresyonunu diizenledigi bildirilmistir (Preece DM et al.,
2011). Kanonik Wnt sinyalinin, NKX3.1'i pozitif dizenleyici dongu
tizerinden transkripsiyonel olarak regiile ettigi gosterilmistir. Wnt sinyal yolu
ve NKX3.1 arasindaki etkilesim, prostat tomurcugu biiylimesi ve liimen
epitelyal farklilasmasinda 6nemli bir rol oynar (Kruithof-de JM et al., 2013).
NKX3.1 seviyesinin diisiik oldugu bazi prostat kanseri vakalarinda, NKX3.1
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promotoriiniin CpG metilasyonu gecirdigi bilinmektedir. Son kanitlar prostat
kanseri gelisimi sirasinda, NKX3.1 ve MYC seviyeleri arasinda ters bir
korelasyon oldugunu diisiindiirmektedir. Ancak bu diizenlemenin molekdler
temeli acikc¢a bilinmemektedir. Zerdecalda bulunan giiclii bir antioksidanin
ve dogal olarak olusan A vitamini metaboliti olan trans-retinoik asitler de
dahil olmak iizere tiim kii¢iik molekiillerin, prostatta yiiksek diizeyde biriktigi
ve NKX3.1'i transkripsiyonel olarak diizenledigi gosterilmistir (Zhang HN et
al., 2007).

Cizelge 2.1. NKX3.1'de Tanimlanan Post-Translasyonel Degisiklik Sitelerinin

Listesi
Site Degisiklik Enzim Bolge Rol
S48 Fosforil PKC N-term DNA
asyon baglanmasi
T89 Fosforil CK2 N-term Protein
asyon stabilitesi-
kararl
durumu
T93 Fosforil CK2, N-term Protein
asyon Pim-1 stabilitesi-
kararh
durumu
T134 Fosforil ATM Homeo Protein
asyon domain stabilitesi-
DNA  hasar
yaniti
T166 Fosforil ATM Homeo Protein
asyon domain stabilitesi-
DNA  hasar
yaniti
S185 Fosforil Pim-1 C-term Protein
asyon DYR stabilitesi
K1B
S186 Fosforil Pim-1 C-term Protein
asyon stabilitesi-
inflamatuar
sitokinler
S195 Fosforil Pim-1 C-term Protein
asyon stabilitesi
S196 Fosforil Pim-1 C-term Protein
asyon stabilitesi-
inflamatuar
sitokinler
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Y222 Fosforil Bilinm C-term Protein
asyon eyen stabilitesi-
DNA  hasar
yaniti

Bazi durumlarda NKX3.1'in transkripsiyonel regiilasyonu, onkojenik
transformasyon sirasinda NKX3.1 seviyelerinde azalmaya katkida bulunsa
da, hastalardan elde edilen normal ve prostat kanseri dokularinin
karsilastirilmasi, NKX3.1 mRNA ve protein seviyeleri arasinda acik bir
uyumsuzlugun oldugunu géstermistir. Oyle olsa da NKX3.1 kopya sayis1
(8p21) ve NXK3.1 proteini arasinda bir korelasyon vardir. Azalmis NKX3.1
protein seviyesi, normal veya artmis mRNA diizeyine sahip alt1 vakanin
dordiinde bulundu, bu da NKX3.1'in transkripsiyon sonrasi diizenlemesinin,
Oonemli bir oranda prostat karsinomu vakalarinda olustugunu
disiindiirmektedir (Bethel CR et al., 2006). Daha sonraki c¢alismalar,
NKX3.1'i birka¢ post-translasyonel modifikasyon icin hedef olarak

tamimlamustir (Tablo I).

2.3.1. NKX3.1’in Post-translasyonel Degisimi ve Kararh

Doniisiimii

PKa hastalarinin prostat epitelindeki NKX3.1 mRNA ve protein
seviyeleri arasindaki korelasyon eksikliginden yola ¢ikilarak, prostat kanseri
hiicresi proteomundaki, NKX3.1'1 fosforile eden potansiyel protein kinazlar

tanimlamay1 amaglayan c¢aligmalar baslamistir.

LNCaP hiicre lizatlarinin kullanildigi jel-jel kinaz analizinde, NKX3.1'i
fosforile edebilen, 42 kDa molekiiler agirliginda bir protein kinaz oldugu
ortaya cikarilmistir. Daha sonra bu proteinin, protein kinaz CK2 (CK2)
oldugu belirlenmistir. Kiitle spektrometresi analizleri, NKX3.1’in PEST
dizisinin, N-terminal bolgesinde Thr89 ve Thr93 (izerinden belirgin iki CK2
fosforilasyon bolgesi oldugu ortaya konulmustur. PEST dizisi protein
parcalanmasi i¢in sinyal peptidleri olarak hizmet eter ve kisa yar1 dmre sahip
olan proteinler ile iliskilidir. Ilging olarak CK2 inhibisyonu, artan NKX3.1

ubikitinasyonu ve doniisiimii (turnover) ile sonug¢lanmistir. Proteazom
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inhibitéri. MG132, NKX3.1’in sabit durum seviyeleri {izerindeki CK2
inhibisyonu etkisini tersine cevirir, bu da bu bdlgelerdeki fosforilasyonun,
NKX3.11 26S proteazom aracili degradasyonundan korudugunu
diistindiirmektedir. Bireysel CK2 katalitik alt birimlerinin siRNA aracili
susturulmasi, in vivo’da NKX3.1 fosforilasyonundan sorumlu, CK2 izoformu
olan CK2a'y1 ortaya c¢ikarmistir (Li X et al., 2006). Bunun gibi katalitik
izoform-spesifik etkiler, diger protein kinazlarin yani sira diger CK2

substratlarinda da gozlenmistir.

Son zamanlarda, onkojenik kinaz PIM1'in, NKX3.1 stabilitesini
dizenlemek icin NKX3.1l'in PEST dizisindeki Thr93'i fosforile ettigi
bildirilmistir. Ayrica PIM1'in, NKX3.1'in C-terminal bdlgesindeki Ser-5,
Ser186, Ser195 ve Ser196'i de fosforile ettigi bulunmustur (Padmanabhan A
etal., 2013).

Daha once NKX3.1’in C-terminal bélgesinin (183-234 amino asitler)
NKX3.1 sabit durum diizeylerine aracilik etmede Onemli oldugu
bildirilmistir. Markowski ve arkadaslar1 Ser185 fosforilasyonunun, NKX3.1
devinimini tetikledigini tanimlamisti (Markowski MC et al., 2008).

Ser185'in alanine mutasyonu, NKX3.1 yar1 Omriinii iki katina
cikarmistir. Daha sonra DYRKI1B, NKX3.1'1 Ser185 bolgesinden fosforile
eden protein kinaz olarak tanimlanmistir (Song LN et al., 2015). ilging bir
sekilde Padmanabhan ve arkadaslari, NKX3.1 S185A/S186A ¢ift mutantinin,
PIM1 inhibisyonu aracili bozulmaya karst direncli oldugunu bildirmis, bu
nedenle bu bolgenin PIM1 tarafindan fosforilasyonun, NKX3.1'in stabilize
edilmesinde onemli olabilecegini diislindiirmektedir (Padmanabhan A et al.,
2013). Yukaridaki anlatilanlara goére, PIM1'in NKX3.1'i hem Ser185 hem de
Ser186 bolgeleri iizerinden fosforile ettigi varsayilabilir. Ser185'deki tekli
fosforilasyon, NKX3.1' istikrarsizlastirsa da Ser186'daki es zamanli veya
bagimsiz fosforilasyon NKX3.1’in stabilitesini arttirir. Ser186'daki tekli
fosforilasyon, Ser185'teki destabilize edici fosforilasyonu onleyerek de islev
gorebilir. Ser185 ya da Ser186'in alanine mutasyonu, bitisigindeki PIM1
fosforilasyonu i¢in gerekli tanima dizisini degistirebilir ve bdylece PIMI

inhibisyonuna duyarsiz hale gelebilir. Normal kosullar altinda Ser185



17

PIM1'den baska bir kinaz tarafindan fosforile edilebilir bu da NKX3.1'in
degredasyonu i¢in hedef sayilabilir. Bununla birlikte, PIMI1'in
aktivasyonunun ardindan bitisigindeki Serl186 bolgesindeki fosforilasyon,
daha sonra NKX3.1'i stabilize etmeye hizmet edecektir. Ilging bir sekilde bu
calismalar, NKX3.1'in N-terminal PEST dizisindeki sinyalleme moddilleri ile
C-terminal bolgesi arasinda bir etkilesim olasilig1 olabilecegini gostermistir.
Her bir PIM1 fosforilasyon sahasi mutantinin, N-terminal PEST dizisinde
veya NKX3.1'in PIM1 inhibisyonuna karsi C-terminal bolgesindeki tam
duyarlilik kaybi, bu iki merkezdeki translasyon sonrast modifikasyonlarin
NKX31in belirlenmesinde birbirleriyle iletisim kurdugunu gosterir. Bununla
birlikte, ayrintili fonksiyonel analizlerin yoklugunda, bu hipotez spekiilatif
olarak kalmaya devam etmektedir. Asil olarak ¢oklu sinyal yollarini igeren
karmagik bir diizenleyici ag, farkli kosullar altinda kararli durum diizeyini

belirlemek i¢in NKX3.1'in farkli bolgelerinde birlesmektedir.

2.3.2. inflammasyonda NKX3.1%in Post-translational

Diizenlenmesi

PKa basglangici ve ilerlemesinde inflamasyonun katkisina ait veriler
giderek artmaktadir (Sfanos KS and De Mazo, 2012). Karsinogenezin erken
déneminde timor bolgelerine inflamatuar sitokinlerin toplanmasinin, timor
mikrogevresinin yeniden sekillenmesi gibi tiimor ilerlemesindeki bu kritik
siirec i¢in énemli olduguna inanilmaktadir (Landskron G et al., 2014). lging
olarak, NKX3.1 seviyeleri, insan prostat kanseri dokusundaki inflamasyon
bolgelerinde ve faredeki bakteriel prostatit modelinde anlamli olarak diisiik
cikmistir (Bethel CR et al., 2006). Prostat kanseri hiicrelerinin inflamatuar
sitokinler olan TNF-a ve IL1-8 ile tedavisi, NKX3.1 ubikitinasyonunun artisi
ve 26S proteazomu araciligiyla yikimi ile sonuglanmistir. Inflamasyon ve
diisiik NKX3.1 seviyeleri arasinda olasi bir mekanik baglant1 olarak,
NKX3.1'deki TNF-a kaynakli Ser196 fosforilasyon bdlgesinin bulunmasidir.
Ser196'1n alanine mutasyonu, TNF-a aracili NKX3.1 ubikitinasyonu ve yikim
isleminin ortadan kalkmasiyla sonuglanmistir (Markowski MC et al., 2008).
Serl96, TNF-o uyarimimna yanit olarak NKX3.1 seviyelerinin
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diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynasa da, bu cevaba aracilik eden protein

kinazin kimligi tanimlanmaya devam etmektedir.

2.3.3.NKX3.1’in DNA Hasanr1 Varhginda Post-translational Olarak

Duzenlenmesi

Bir¢ok calisma, NKX3.1'in DNA hasar bolgelerine lokalize oldugunu
ve hidrojen peroksit (H202) ve topoizomeraz | inhibitorii dahil kimyasal
ajanlarin neden oldugu DNA hasar cevabinin (DDR) diizenlenmesinde
onemli bir rol oynadigini gdstermistir. Son yapilan ¢alismalar NKX3.1'in AR
aracilt DNA hasar1 baglaminda homoloji bazli DNA onarimi igin gerekli
proteinler ile etkileserek TMPRSS2: ERG genetik yeniden diizenlemelerini
baskiladigini gostermistir (Bowen C et al, 2015). PC3 ve LNCaP
hiicrelerinde NKX3.1’in asir1 ekspresyonunun, DNA c¢ift zincir kiriklar i¢in
bir belirtec olan ¥H2AX odaklarinda anlamli bir diisiise neden oldugu
gosterilmistir (Bowen C et al., 2013).

H20: aracili DNA hasari, Ser/Thr protein kinaz ATM’nin NKX3.1 ile
etkilesimini  tesvik eder ve Tyr222 iizerinden NKX3.1’in hizh
fosforilasyonunu indiikler. Tyr222 tizerinden NKX3.1'in fosforile olmasi,
ATM'nin  N-terminusu ile etkilesimi igin gereklidir. ATM'in NKX3.1
homeodomain ile etkilesimi ATM fosforilasyonunu tesvik ederek aktif,
fosforile edilmis ATM (p-ATM) formunu dretir. Bu gbzleme dayanarak,
DDR sirasinda NKX3.1’in p-ATM birikimini azalttig1 sdylenebilinir. Aktive
edilmis ATM daha sonra NKX3.1'l homeodomain bdlgesinde bulunan
Thr134 ve Thr166 kalintilarindan fosforile ederek degradasyonunu tetikler
(Bowen C et al., 2013). NKX3.1 fosforilasyonu ve kararli durum seviyesi bu
nedenle DDR ve prostat kanseri hiicrelerinin G1/S gegisinde 6nemli bir rol
oynar (Erbaykent-Tepedelen B et al., 2011). DNA hasar1 onarim siirecindeki
bu karmasik mekanizma igerisinde, NKX3.1’in hiicre i¢i dmrii prostat kanseri
hiicrelerinde DDR'nin diizenlenmesinde kritik olabilir. Oksidatif hasarin ve
disfonksiyonel DDR'nin prostat kanseri ve prostat kanserinin belirtileri
oldugu diisiiniildiigiinde, bu bulgular bu patolojilerde NKX3.1'in roliiniin

anlasilmasina yonelik 6nemli bilgiler sunmaktadir. Son zamanlarda, genom
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biitlinliigii bakimindan incelendiginde, NKX3.1’in iistlendigi rollere iliskin
elde edilen kanitlar, genomdaki NKX3.1 baglanma bdolgelerinin global
analizlerinden ortaya c¢ikmistir. NKX3.1 hedef gen iiriinlerinin  yolak
analizleri, NKX3.1 baglanma bélgelerinin hem in silico taniminda hem de
kromatin immiinopresipitasyon iiriinlerinin derin sekanslarinda tanimlanmig
kromozom biitiinliigiinde yer alan genler icin giiclii bir zenginlesme

gostermistir (Thangapazham R et al., 2014).
2.3.4. NKX3.1’in Kararhlik ve islevlerinin Yapisal Belirleyicileri

NKX3.1'deki yapisal motifler protein-protein ve protein-DNA
etkilesimine aracilik etmede ve NKX3.1 fonksiyon ve stabilitesini etkilemede
onemli bir rol oynar. NKX3.1 proteini yapisal olarak ii¢ bolgeye ayrilabilir:
N-terminal bélgesi (amino asitler 1-123), homeodomain (amino asitler 124-
183) ve C terminali kuyrugu (amino asitler 184-234). Bu bolgelerin her biri
cesitli post-translasyonel modifikasyonlar gecirir ve NKX3.1 biyolojisinde,
NKX3.1’in 6nemli roller iistlenmesine imkan veren essiz 6zelliklerin ortaya

¢ikmasini saglar (Padmanabhan et al., 2016).

NMR analizleri NKX3.1'in N-terminal alan1 ve homeo alani arasindaki
molekiiller arasi etkilesimleri ortaya ¢ikarmistir. NKX3.1 N-terminal alani
icerisindeki diizensiz esnek asidik motif (amino asitler 85-96) ve SRF
etkilesimli motifi (amino asitler 99-105), homeodomainin stabilize
edilmesine hizmet eden NKX3.1 homeodomain ile etkilesir. Bu
intramolekiiler etkilesim ayn1 zamanda NKX3.1 protein stabilitesini ve DNA
baglanmasini da arttirir. N-terminal asidik motifi ayrica iyi bir PEST (Pro-
Glut-Ser-Thr) sekans1 (81-93 amino asitleri) igerir. Protein kinazlarin
yapisinda bulunan PEST sekansindaki PST1 ve PIM1 fosforilat, NKX3.1
Thr89 ve Thr93 kalintilarinda meydana gelebilecek NKX3.1°1 ubikitinasyon
ve 268 proteazom aracili degradasyona goétiirecek olan siiregten korur. NMR
analizi, bu bolgelerdeki fosforilasyonun N-terminal bélge ve homeodomain
arasindaki dengeleyici intramolekiiler etkilesimi arttirdigini géstermektedir
(Ju JH et al., 2009). NKX3.1'deki farkli bolgeler arasindaki bu etkilesimler,

birbirine yakin ve uzak alanlarda etkilesime giren farkli sinyalleme
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modiillerini bir araya getirmeye ve bdylece bunlarin koordineli bir sekilde
calismasma izin verebilir. NKX3.1 N-terminalinin de TOPORS ile
etkilesimde onemli oldugu gosterilmistir. Bu etkilesimin giicii, homeoalanin
dahil edilmesiyle daha biiyiik bulunmustur. Evrimsel olarak korunan
homeodomain yapisi, sarmal doniim motifi olusturan 60 aminoasitten
meydana gelmektedir (Guan B et al., 2008). Homeodomainler yizlerce
transkripsiyon faktoriinde bulunmustur ve DNA’ya baglanmay1 tetiklemede
onemlidirler. NKX3.1 homeodomain amino asitleri 124-183"i kapsamaktadir
ve NKX3.1'in DNA’ya baglanmasint miimkiin kilmanin yam sira gesitli
sekillerde etkilesimde oldugu proteinler ile iliskisini diizenledigi

bilinmektedir.

Homeodomain ayrica niikleer lokalizasyon sinyalini de icerir, bu
NKX3.1'in transkripsiyon faktorii olarak is gérmesinde kritik 6neme sahiptir.
Homeodomain icinde ¢esitli uyaranlara yanit olarak hiicrelerde NKX3.1
seviyelerini  diizenlemeye yardimci olan birkag post-translasyonal
modifikasyon tanimlanmistir. Ornegin, DNA hasarina tepki olarak Thr134 ve
Thr166'da fosforilasyon, NKX3.1 devir hizin1 tetikler. PIM1 inhibisyonuna
yanit olarak NKX3.1 devir ge¢isinde Lys182'in kritik 6neme sahip oldugu
belirlenmistir bu da muhtemelen ubikitinasyon yeri olarak davranmasindan

kaynaklanir.

NKX3.1’in  C-terminal kuyrugunun (amino asitler 184-234)
degredasyonu, C-terminalindeki 50 amino asidin bulundugu yerde, NKX3.1
yapisinin diizenlenmesinde 6nemli olan elementlerin varligim1 diisiindiiren

stabil bir izoformu olusturur.

Ayrica TNF-a ve IL-1B tedavisine yanit olarak, NKX3.1'in
degradasyonu igin C-terminal alani varliginin gerekli oldugu bulunmustur
(Markowski MC et al., 2008). Ilging bir sekilde, daha 6nce PDEF ile
etkilesime aracilik ettigi gosterilen korunmus C-terminal kuyrugundaki 21
amino asitin (amino asitler 213- 234) degredasyonu, NKX3.1’in verimli
olarak ubikuitinlenmesini saglarken, proteazom aracili bozulmaya direng
goOsteren bir izoformunu ortaya ¢ikarmistir. Bu bélgenin ayrintili sistematik

analizi, NKX3.1 C-terminalindeki 21 amino asitin, 26S proteazom
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araciligiyla ubikuitin-bagimsiz substrat dongiisiine aracilik eden portatif bir
degron olarak islev gordiigiinii ortaya koymustur. Ilging bir sekilde, DNA
hasar1 Tyr222'de fosforilasyona neden olsa da, bu kalint1 alanine (T222A)
doniistiiginde, normal biiylime kosullar1 altinda NKX3.1 devrinin
degismedigi tespit edilmistir (Rao V et al., 2012). Proteinler i¢indeki diizensiz
bolgelerin proteazom tarafindan pargalanmasi i¢in tanim bolgesi olarak
hizmet ettigi bilinmektedir. Bu yapisal 6zelligin siirdiirilmesinde, 21 amino

asitlik C terminali bolgesindeki prolinin kritik oldugu spekiile edilebilir.

NKX3.1'in prostat spesifik ekspresyonu ve timor stipresor rolu, prostat
kanserinde hedefe yonelik tedavi igin miikkemmel bir firsat saglar. Son on
yilda NKX3.1 protein stabilitesini diizenleyen faktorlerin anlasilmasinda
onemli ilerlemeler kaydetilmesine ragmen, degistirilmis NKX3.1 protein
stabilitesinin prostat kanseri baglangicin1 veya ilerlemesini etkileyip
etkilemedigi belirsiz kalmistir. Inflamasyonun hastaligin erken evrelerinde
rol oynadig1 diistiniiliirse, degismis protein stabilitesinin bazi durumlarda
hastaligin erken tezahiiriine katkida bulunabilecegine inanilabilir. Bununla
birlikte, NKX3.1 devrinin diizenlenmesinde kritik olan bir¢cok bilesenin
bulunmasi, prostat kanserinde NKX3.1'in yeniden diizenlenmesi i¢in yeni

terapotik yollar agmustir.

2.4. Kaderin Aracilikhh Hiicre-Hiicre Baglantilari: Adezyon Yapisi

ve Sinyalizasyon

Kaderinler, hiicreler arasinda ki baglantilar1 Ca?* bagimli bir sekilde
module ederek doku organizasyonu ve morfogenezisinde merkezi rol
oynayan, transmembran hiicre yiizeyi glikoproteinlerinden olusan (100'den
fazla) biyuk bir grubu temsil eder. Kaderin stperailesi klasik ve klasik
olmayan kaderinler olarak gruplandirilabilir (Hulpiao P and Redies CM |,
2009). Farkli kaderin tiirleri farkli dokularda ifade edilir ve farkli islevleri
gerceklestirir. E-kaderin doku yapisini belirlemede 6nemli rol oynar ve
genellikle epitelyal kaynakli hiicrelerde bulunur. N6ronal kaderin olarak da
adlandirilan N-kaderin, sinaptik kavsaklarin korunmasinda 6nemli bir rol

oynamaktadir (Tanaka H et al., 2000) ve ndronlarda, kalpte, iskelet kasinda
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ve fibroblastlarda bulunur. N-kaderin aracili hiicre-hiicre iletisimi,
embriyonik gelisim sirasinda ¢ok 6nemli bir rol oynar (Takeichi M, 1990). P-
kaderin meme kanseri hiicrelerinde migrasyon ve invazyonun artmasindan
sorumludur ve timor saldirganligi ile iligkilendirilmistir (Falagas ME et al.,
2007) P-kaderin genellikle plasenta, epidermis ve meme epitelinde bulunur.
Vaskuler endotelyal kaderin olarak da isimlendirilen VE-kaderin, endotel
hiicrelerinde bulunur, damar gegirgenligi ve vaskiiler yeniden bicimlenmede
onemli rol oynar ve TGF-f sinyalini tetikleyerek tiimor hiicre gogalmasini ve
invazyonunu tesvik eder (Rezaei M et al., 2012). Hiicre iskeletine bagli olan
E, N ve VE kaderinlerine karsin T-kaderin, hiicre iskeleti ile bagli degildir.
T-kaderin migrasyon ve fenotipik degisikliklerle iliskilendirilmistir (Rubina
K et al., 2005). Genellikle néronal hiicrelerde ve kaslarda bulunur. Tim
kaderinler arasinda en uzun ekstraselliiler domaine sahip olan Fat kaderin,
epitel dokularda ve merkezi sinir sisteminde bulunur. Hiicre ¢ogalmasini ve
dizlemsel hiicre polaritesini diizenler (Takuji T, Masatoshi T 2005). Son
olarak, kaderin stper ailesinin en buyik alt ailesi olan proto-kaderinler,
omurgalilarin gelisimi sirasinda doku morfogenezisi ve noronal devrelerin
olusumu i¢in gerekli hiicre-hiicre iletisimini kolaylastiran kaderin tiiriidiir..
Ek olarak, proto-kaderinlerin meme kanserinde timdor baskilayict gibi

davrandig1 gozlemlenmistir (Yu J et al., 2009).

Klasik kaderinler 5 ekstraseliiler domain (EC1-EC5) ve ardindan tek
gecisli transmembran domaininden olusur. Ekstraseliiler domain, Ca?*
konsantrasyonuna duyarhidir ve Ca®" kaybi, E-kaderin’in ekstraseliiler
domainine esneklik kazandirir ve Ca®* 'de artis ile ekstraselliiler domain daha

sert hale gelir (Courjean O et al., 2008).

Bireysel kaderin molekiillerinin EC1 domainleri arasindaki homofilik
baglanma hareketleri, etkilesimlerinin spesifik olmasina katki saglamaktadir
ve bunu destekleyen bazi ilging veriler bulunmaktadir. Ilk olarak, iki farkli
kaderin tiiriinii ifade eden bir hiicre populasyonunda, ayn1 kaderin agregatina
sahip hicreler birlikte toplanir ve bdylece iki hiicre populasyonunun
siniflandiriimasini saglar (Nose A. et all., 1990). Ikincisi, ayn1 kaderinin farkli
seviyelerini ifade eden bir hiicre populasyonunda, hiicreler protein

seviyelerine dayali olarak ayrilirlar. Homofilik etkilesimlerden ¢ok daha zayif
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olan heterotipik etkilesimlerin, N-kaderin ve R-kaderin ile N-kaderin ve E-
kaderin eksprese eden hiicreler arasinda oldugu bildirilmistir (Katsamba P et
al., 2009). Bu zayif etkilesimler, bir hiicrenin kendisinden farkli karaktere
sahip olan diger hiicrelerin bulundugu farkli dokulara gegisine aracilik
edebilir.

Sekil 3’de iki ana bilesenden olusan E-kaderin aracili hiicre-hiicre
baglantilarinin yapis1 gosterilmektedir. B-katenin, a-katenin ve E-kaderin
arasinda koprii gorevi goriirken; a-katenin, B-katenin ile aktin yapili hiicre

iskeletini birbirine baglar.
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Sekil 2.3. E-kaderin Iliskili Hiicre-Hiicre Adezyonu. E-kaderin aracilikli hiicrelerarasi
bagin olusmasi, yeterli adezyon potansiyeline sahip (yeterli miktarda E-kadherin ve B-
katenin) iki hiicre temas ettiginde baslar. iki hiicre temas ettiginde (yani hiicreler arasindaki
temas ylizey alani sifir olmadiginda) her iki hiicredeki E-kaderin de temas yerine yerlesmeyi
baglatir ve E-kaderin esasli homofilik baglanma meydana gelir. Homofilik bagin olugmasinin
ardindan B-katenin, E-kaderinin intraseliiler domanine yakin bir yere lokalize olmaya baglar

ve sonunda EP kompleksini olusturur. Ef yakininda a-katenin lokalizasyonu artar. Arp2/3
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kompleksi a-katenin ile yer degistirir, artmug lokasyona bagli olarak da o-katenin
konsantrasyonundaki artis, Ef'ya dayali hiicre-hiicre birlesimindeki aktin ag1 olusumunu

bozar (S.Kumar and Sh.Seng, 2015).

B-katenin dinamiginin kontrolii, diger bir¢ok sinyal molekiiliiniin
kaderin aracili hiicre-hiicre adezyonlarinin kontrol edilmesini saglayan temel
mekanizmalardan biridir (Ratheesh A, Yap AS , 2012). Ornegin, B-katenin'in
JNK yoluyla fosforilasyonu hiicre-hiicre adezyonunun bozulmasina neden
olur (Lee M-h et al., 2009). Ayrica B-katenin sayesinde kaderin-baglanma
kinetigi, onemli kanser sinyal yolaklarindan biri olan Wnt sinyal yolag: ile

baglanir.

2.4.1. E-kaderin Araciikh Hiicre Adezyonunun Yapis1 ve

Dinamikleri

E-kaderin bazli tutunma olustugunda, E-kaderinin intraselliiler alanm
etrafinda B-katenin konsantrasyonunda hizli bir artis meydana gelir. Daha
sonra E-kadherin-B-katenin (Ef) baglantisi olusur. Olusan bu kompleks daha
sonra o-katenin diizeyinde lokal olarak artisa neden olur. Kritik bir
konsantrasyona ulagtigindac-katenin, aktin agma baglanmak iizere aktin
dallanma molekiilii Arp2/3 ile yarismaya baslar. a-kateninin konsantrasyonu
daha da arttiginda, aktin agi igindeki Arp2/3 kompleksinin yerini almaya
baglar. a-katenin aktin agina baglandiginda o bdlgede aktin
polimerizasyonunu durdurur, aktin dinamiklerinde ve hiicre gogii gibi bagimli
streclerde pertiirbasyonlara neden olur. E-kaderin, a ve B-katenin disinda
hiicrelerarasi iletisimle iligkili baska bir protein olan p120 ile de etkilesime
girer. E-kaderin aracilikli hiicre-hiicre adezyonunda, p120-katenin
birlikteligindeki p120°nin katkisi ¢cok net degildir ancak, daha giiglii hiicre-
hiicre tutunmasinin olmasi i¢in kaderinin destegini arttirmada 6nemli rol

oynamaktadir (Davis M et al., 2003).
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2.4.2. Kanserde Kaderinlerin Rolu

Kanserde kaderinlerin rolii iizerine yapilan c¢alismalar, timor
hiicrelerinin davranigini etkilemek iizere birden fazla kaderinin rol aldigini
gostermistir (Jeanes A et al., 2008). Kanserlerin cogunlugu epitel dokularinda
ortaya c¢iktigi i¢in E-kaderinin ekspresyonu ve/veya hicre-hiicre
birlesimindeki lokalizasyonu, kanser progresyonuyla iligkili kaderin
disfonksiyonu kanser vakalarinda siklikla degisir (Oikawa T., et al., 2013).
Bu hem hiicre hatlarinda hem de hayvan modellerinde gosterilmistir. Epitel
hicrelerinde E-kaderin proteininin  (gen seviyesinde veya protein
seviyesinde) baskilanmasi hiicrelerarasi tutunmanin bozulmasina neden olur
ve EMT’ye yol agar. Aksine, E-kaderinin asir1 ekspresyonunun, EMT'yi ve
kanser progresyonunu kontrol altina almanin yollarindan biri oldugu 6n
goriilmiistiir (Tripathi V, et al., 2014). Rac, JNK, WNT yolaklarinin
aktivasyonunun E-kaderin bazli hiicrelerarasi tutunmanin bozulmasina neden
oldugu gosterilmistir (Heuberger J et al., 2010). Hiicreler arasi iletisimin
engellenmesi, epitel fenotipine sahip hicreleri mezenkimal fenotipe sahip
olan hiicrelere doniistiiren bir dizi olay1 tetikler. Bu degisen hiicrelerin
migrasyon potansiyeli, proliferasyon hizi, doku boélgesinden kagma egilimi
yuksektir ve diislik 6liim oranina sahiptirler (Hanahan D, Weinberg R, 2011).
Ayrica, bir populasyondaki bir hiicrenin, hiicre-hiicre tutunmasinin
bozulmasinin, tiim populasyonda “EMT dalgasi” nin olugmasma yol
acabilecegi de gosterilmistir. Adezyonun bozulmasi da ECM 6zelliklerinin
degisimine neden olabilir. Ornegin meme kanseri hiicre hattt MCF-7’nin
ligand yogunlugundaki artisin hiicre adezyonunu olumsuz etkiledigi
gosterilmistir (Kumar S et al., 2014). Tiim bu sonuglar, E-kaderin ifadesi ile

kanser progresyonu arasinda ters bir iligki oldugunu gostermektedir.

Degisen E-kaderin sinyali kanser progresyonunu cesitli sekillerde
etkiler. Birka¢ arastirmada epitel hiicrelerindeki hiicre adezyonu ile
proliferasyon arasinda siki bir iliski oldugu belirlenmistir. E-kaderine dayali
hlcre-hiicre adezyonlarmin bozulmasi, hiicre proliferasyonunu arttirarak
kanser biiyiimesini indiikleyebilir. Liu ve arkadaslart Racl'i hiicre-hiicre

adezyonunu ve hiicre proliferasyonunu birbirine baglayan ara molekiil olarak
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belirlemislerdir (Liu WF et al., 2006). Ayn1 ¢calisma, E-kaderine dayal1 hiicre
adezyonu giiciiniin populasyon yogunluguna duyarli oldugunu, bazi orta
yogunluktaki populasyonlarda maksimum hiicre adezyon¢ una baglh

cogalmanin oldugunu gostermistir.

E-kaderinin baskilanmasi durumunun kanser progresyonu ile iliskili
olmasina ragmen, E-kaderin yikiminin tlimérogenezi indiiklemek icin yeterli
olmadigini belirtmek de 6nemlidir. Bunun yerine, E-kaderin kayb1 genellikle
kaderin-anahtarlama olarak adlandirilan N-kaderinin ekspresyonu ile
iliskilendirilir. E-kaderinin N-kaderine geg¢isi kanser hucrelerindeki EMT ile
iligkilidir (Tiwari N, et al.,, 2012), bu da daha sonra hiicrede kanser
ilerlemesini destekleyen bircok fenotipik degisikligi beraberindegetirir
(Hirohashi S, 1998). Meme epitel hicrelerinde N-kaderinin asir1
ekspresyonu, E-kaderin varliginda bile yayilmay: indiikleme yetenegine
sahiptir. Bu sonuglar prospektif terapotik hedef olarak N-kaderini etkilese de,
noroblastom hicrelerinde N-kaderin supresyonunun metastatik yayilim ile
korelasyon yaptigini 6ne siiren ¢eligkili sonuglar gdzlemlenmistir (Kotb AM

etal., 2011).
2.5. Vimentinin Kanser ile iliskisi

Ara filament proteinler ailesinin 6nemli bir bileseni olan vimentin, 57-
kDa agirliginda, normal mezenkimal hiicrelerde yaygin olarak eksprese
edilen ve yiiksek oranda korunmus proteinlerinden biridir. Vimentinin
hiicresel biitiinliigli muhafaza ettigi ve strese karst direng sagladigi
bilinmektedir. Vimentin, PKa, gastrointestinal timorler, merkezi sinir sistemi
tiimorleri, meme kanseri, malign melanoma ve akciger kanseri dahil olmak
iizere ¢esitli epitelyal kanserlerde asir1 eksprese edilir. Vimentinin kanserdeki
asir1 ekspresyonu, hizlandirilmis tiimor biiyiimesi, invazyon ve kotii prognoz

ile iyi bir korelasyon gosterir.

Pankreatik prekirsor hacreleri, Sertoli hicreleri, ndronal prekirsor
hlcreler, dev trofoblast hiicreleri, fibroblastlar, kan damarlarin1 kaplayan
endotelyal hicreler, renal tlbller hicreler, makrofajlar, notrofiller,

mesangiyal hicreler, 16kositler ve renal stromal hicreleri dahil olmak tzere
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cok cesitli hiicre tiplerinde vimentin ekspresyonunun oldugu bildirilmistir
(Carter V et all., 2005) Vimentin proteininin, epitelyal hiicrelerin sekillerini
dramatik olarak degistirmesine ve artan motiliteye sahip olmalarina neden
olan bir mezenkimal fenotip elde ettikleri hiicresel bir yeniden programlama
islemi olan EMT nin (Thiery JP , 2002), kanonik bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Bu surecte hicre epitelyal fentotipten mezenkimal ya da

fibroblast fenotipine dogru yeniden programlanir.
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Sekil 2.4. Vimentinin kanserdeki rolii. Vimentin’in asir1 ekspresyonu, siklikla kanser

hiicrelerinin artan migrasyon/invaziv kapasitesi ile iliskilidir. Cogu zaman vimentin, diger
bilinen isaretleyicilerle birlikte epitelyal-mezenkimal gecis i¢in belirteg olarak kullanilir.

Birgok kanserde vimentin asir1 ifade edilir ve kotii prognozun bir gostergesi olarak kullanilir.

2.5.1 Vimentinin Yapisi ve Regiilasyonu

25.1.1 Vimentin Geni, Transaktivasyonu ve Epigenetik

Modifikasyonu

Vimentin, kromozom iizerinde 10p13°de bulunan tek bir gen tarafindan
kodlanir. Baslangi¢ta vimentin promotorunun vimentin ekspresyonunu
diizenleyen {i¢ elementten olustugu gosterilmistir. Daha sonra, insan vimentin
promotoru iginde birkag cis-elementi ve iliskili faktorler tespit edilmistir, bu
da vimentin geninin karmasik bir kontrole tabi oldugunu diisiindiirmiistiir.

Vimentin promotorunda bulunan ek unsurlar; TATA kutusu, sekiz adet olas1
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GC kutusu (Rittling SR, Baserga R, 1987), NF-kB baglanma bolgesi, AP-1
baglayici1 bolgeler , PEA3 baglayici bolge, Sp/XKLF baglama bolgesi ve
ZBP-89 baglayic1 bolgelerini (Zhang X et all., 2003) igerir.

B-katenin/TCF’in ~ Vimentin geni promotorunun transkripsiyonel
baslangi¢ bolgesinden 468 bp bolgesine baglanmasi ve bdylece tUmor
hiicresinin invaziv potansiyelini arttirmasi ile vimentinin transaktive
olabildigi gosterilmistir (Gilles C, et al., 2003). Bagisiklik ve iltihaplanma
strecini dizenleyen 6nemli bir protein olan NF-kB'nin de EMT siirecini
diizenlemede 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir ve mezenkimal hiicrelerde
NF-kB  inhibisyonunun EMT  siirecini  tersine  c¢evirebilecegini
diisiindiirmektedir (Min C et al., 2008). NF-«B, EMT'nin hem aktivasyonu
hem de kontroliinde 6nemlidir. Vimentin, EMT islemi sirasinda asir1 ifade
edilmektedir ve NF-«B, vimentin promotoruna baglanan transkripsiyon
faktorlerinden birisidir. Bundan dolayi, vimentinin asir1 ekspresyonunun,
kanser  hucrelerinde  NF-xB'nin  aktivasyonundan  kaynaklandigini
soylemekolasidir. Ayrica TGFB1 yanit elementinin, vimentin promotorunun
aktive protein kompleksi-1 bolgesi iginde bulundugu, miyoblastlar ve
miyotiiplerdeki vimentin ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynadigi

gosterilmistir (Wu Y et al., 2007).

Vimentin geninin bir de epigenetik modifikasyon hedefi oldugu
gosterilmistir. Gelismis kolorektal karsinomlarda siklikla metillenmektedir.
Kolorektal hiicrelerde vimentin transkripsiyonunu aktive etmek icin yeterli
oldugu diisiintildiigiinde, kolorektal karsinomun saptanmasi ve izlenmesi i¢in
incelenmesi Onerilmistir (Shirahata A et al., 2009). Kolon Kkanseri
hicrelerinde vimentin transkripsiyonunu aktive etmek icin DNA
demetilasyonu yeterlidir. Ayrica transkripsiyon faktorii ZBP-89'un, HDAC1
vimentin promotoruna yonlendirdigi ve bunun da vimentin ekspresyonunda
bir azalmaya yol actig1 gosterilmistir (Wu Y et al., 2007). Bu caligmalar,
belirli bir hicre tipinde vimentin ekspresyonunu diizenleyebilen endojen
transkripsiyonel aktivatorlerin veya baskilayicilarin ¢ogunlukta oldugunu
kanitlamakta ve bu faktorlerin hiicre gocii sirasinda meydana gelen EMT ile

iliskili olaylar1 diizenledigini agikca gdstermektedir.
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Vimentin protein yapisi yiiksek olgiide korunmustur; bir“a-sarmal
cubuk” alanina hemde onu ¢evreleyen, "a-sarmal olmayan", bas (77 kalint1)
ve " kuyruk " domaininden (61 tortu) olusan N ve C-terminal uglarindan
olugsmaktadir (Goldie KN et all., 2007). Birlikte bu molekiiller paralel olarak
ve yan yana birleserek, tiim IF ailesi proteinleri i¢in temel yap1 blogu olan
“cift kivrimli tel” yapisini olustururlar (Sekil 2.5). Cift kivrimli tel
yapisindaki o-heliks alani, yiiksek kararli polimerlerin olusumuna katkida
bulunur, bu da stabilite ve integral proteinlerin fosforilasyon durumu
tarafindan kontrol edilir (Ku NO et all., 1996).
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Sekil 2.5. Vimentin dimerinin (a) ve vimentin tetramerinin (b) molekiiler yapisinin
semalari. Grafik, gesitli boliimleri ve baglayict alanlari, ayrica basg ve kuyruk alanini
tanimlayan etiketleri igerir. Panel ¢ ve d, dimer ve tetramerin dengelenmis yapilarini

gostermektedir (Qin Z et al., 2009).

2.5.1.2. Vimentinin Fosforilasyonu.

Vimentin, in vitro ¢alismalarda bir dizi kinaz i¢in miikkemmel bir
substrat gorevi gormiistlir ve vimentin tizerindeki ¢oklu fosforilasyon alanlar
tanimlanmistir. Vimentin fosforilasyonu, IF yapisinin ve birkac sinyal
yolunun duzenlenmesi de dahil olmak (zere fonksiyonel dizenlenme ile
iliskilidir. Ornegin, vimentin, S38 ve S72 bolgeleri izerinden protein kinaz A
tarafindan fosforile edilir ve bu da in vivo filament olusumunun azalmasina

neden olur ancak sonraki caligmalarda fosforilasyonun oncelikle vimentin
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IF'lerinin demontajin1 diizenledigini gostermistir (Eriksson JE et al., 2004).
p21 ile aktive olan kinazin, vimentini farkli bolgeler tizerinden fosforile ettigi
ve yapisal olarak yeniden diizenlenmesinde rol oynadig1 gosterilmistir (Goto
H et al., 2002). Mitotik siireglerde 6nemli regiilatér olan Aurora B kinazin,
sitokinetik siirecte, vimentin fosforilasyonu ve vimentin filament
segregasyonunu diizenledigi gosterilmistir (Goto H et al., 2003). Protein
fosfataz 2A'nin vimentin ile birlesereki fosforilasyonunu onledigi, protein
fosfataz 2A'in interfaz IF dinamiklerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynadigin diistindiirmektedir (Turowski P et all., 1999). Hiicre biiylimesi ve
farklilagsmasinin kontroliinde merkezi rol oynayan bir sinyal transdiiksiyon
protein kinazi olan Src’nin, vimentin ekspresyonunu aktive ettigi
bulunmustur. Aragtirmalarda insan prostat kanseri hiicrelerinde vimentinin ve
C-src kinaza fiziksel olarak baglanmis oldugu, fonksiyonel olarak g¢iftlik
olusturdugu belirlenmis ve vimentinin C-src araciligiyla, E-kaderin/B-katenin

kompleksini etkileme olasiligioldugu vurgulanmistir (Juncheng Wei. 2008).

2.5.1.3. Vimentinin Post-translasyonel Modifikasyonlari

Vimentin  islevinin  kontol  edilmesinde  post-translasyonel
modifikasyonlar 6nemli rol oynar ve hicre-ve dokuyaspesifiktir. Bunlar
sitrullinasyon, sumolasyon ve O-GIcNAc modifikasyonlarmi igerir.
Sitrullinasyon, arjinin kalintilarinin, peptidilarjinindeiminaz ile sitriiline
enzimatik olarak doniistiigli bir translasyon sonras1 modifikasyon ¢esitidirr
(Van Venrooij WJ and Pruijn GJ, 2000). Vimentinin apoptoza yol acan
makrofajlarda sitriilinlendigi ve bu sitriilinli vimentin antikorlarimin apoptotik
materyalin uygunsuz sekilde imha edilmesi durumunda ortaya ¢iktig1
gosterilmistir (Vossenaar ER et al., 2004). Glial vimentinin O-
GlcNAsilasyonunun, hiperfosforilasyonunu 6nledigi ve bdylece vimentinin
sabit/sert yapisinive ndronal migrasyon i¢in bir iskele saglama yetenegini
korumaya izin verdigi One siiriilmiistiir (Farach AM, Galileo DS 2008).
Vimentin, aktive edilmis STAT3'lin (PIAS3) protein inhibitora ile
stimiilasyonu {iizerine, ¢ekirdegin 354 bolgesinde sumolasyona ugradigi ve

glioblastoma multiforme hiicrelerinin yapisini ve hareketliligini diizenlemek
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icin bu modifikasyonun gerekliliginin 6ne siirtildiigiibilinmektedir (Liming

Wang JZ et al., 2010).

2.5.2. Hicre Sinyalizasyonunda Vimentinin Rol

Vimentin IF'leri, mezenkimal hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur,
hiicre yapisi ve doku biitiinliginii korur. Vimentinin cizelge 2.2’de
goriildiigii gibi cok sayida proteinle etkilesime girdigi ve gesitli hiicresel

fonksiyonlara katildig1 bilinmektedir.

Cizelge 2.2. Vimentin ile etkilesime giren molekiiller ve olasi fonksiyonlar: (Satelli

A.and Li S., 2011)

ETKILESEN FONKSIYON

PROTEIN

TSGA10 Antijen sunan htcre(APC)lerin
islevini etkileme

AptA (A. Memeli Erk1/2 mitojeni ile

phagocytophilum aktive olan protein kinazi aktive

. etme

toxin A)

Scrib Hiicre gogii ve toplanmasi

Rab9 Hicre ici lipid transportu

Caveolin-1 Transmigrating hiicrelerinde
caveolin-1 anterior
polarizasyonu

Plectin Sitoplazmanin entegrasyonu

IFAP-300 Lens hiicresi farklilagmasi

hsc70 Is1 soku genlerinin diizenlenmesi

Filamin Hiicre uzantilarinin olugumu

Alpha-crystallin

Gelismis vimentin agregasyonu
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cGMP kinase Vimentin fosforilasyonu

Yes kinase Yes kinazin molekdiler
tetiklenmesi

Desmoplakin Desmozom  ile IF’lerin
baglanmasi

Periplakin Hiicresel lokalizasyona aracilik
etme

Aktin igeren yapilar Vimentin filament organizasyonu

hnRNP Viral ¢ogalma

Uridine phosphorylase Bilinmiyor

Formiminotransferase Golgi kompleksini  IF hicre

. iskeleti ile entegre etme
Cyclodeaminase

Vimentin ayrica, hiicre sinyal molekiilleri ve diger adaptor proteinleri
ile komplekslerin olusumunu igeren diger siireglerde de yer alir (Sekil 2.6).
Ornegin  vimentinin, fosforile Erk ile etkilesime girerek onu
defosforilasyondan korudugu tespit edilmistir (Perlson E et al., 2006).
Fosforile Erk bagiin, vimentinin ikinci ¢ift kivrimli tel alanina lokalize
oldugu ve bu baglanmanin kalsiyum bagimli oldugu gozlenmistir. Yumusak
doku sarkom hiicrelerinde AKT1 kinazin fosforillenmis vimentine baglandigi
ve bdylece vimentini kaspaz iliskili proteolizden korudugu, bunun da artan
motilite ve invazyona yol actigi gosterilmistir (Zhu QS et al., 2011).
Fosforlanmig vimentinin, ¢ok sayida hiicre sinyallemesi ve hiicre dongiisii
islemine katilan 14-3-3 proteinleri ile etkilestigi gosterilmistir. Hiicre
gogiinde yer alan Scrib proteini vimentin ile etkilesime girerek proteazomal
degredasyondan korunur ve bu sekilde EMT sirasinda vimentin
upregiilasyonunun Scrib'in stabilizasyonuna yol agtig1 ve boylece de hiicre
migrasyonunu tesvik ettigi ve hiicrelerin invaziv kapasitesini artirdigi 6ne
strtlmektedir (Phua DC et al., 2009). Ek olarak vimentinin, reseptor tirozin

kinaz Axl'in regiilatorii olarak iglev gordigii ve Axl ekspresyonunu
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indiikleyerek hiicre goclinii arttirdig1r gosterilmistir. Ayrica, Slug ve Ras
indiikli EMT degisikliklerinin vimentin upregiilasyonuna bagli oldugu
gosterilmigstir (Vuoriluoto K et al., 2011). Vimentin, PI3Ky sinyallemesinin
asag1 akim hedefi olarak bildirilmistir, PI3Ky’ninaktivasyonu etkin 16kosit
transendotelyal migrasyonu icin gerekli olan vimentin fosforilasyonu ile
sonug¢lanmaktadir (Barberis L et al., 2009).
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Sekil 2.6. Vimentinin hiicre sinyalindeki rolii. Sitosolde, vimentinin fosforillenmis
Erk ile etkilestigi ve fosfatazlari inhibe ederek Erk fosforilasyonunu korudugu ve bu
proteinin hiicre i¢inde uzun mesafelere gitmesine izin verdigi gosterilmistir. Ayrica
vimentinin 14-3-3 proteinleri ile etkilesimi, 14-3-3-Raf kompleksinin olusumunu 6nler ve
boylece 14-3-3’in mevcudiyetini azaltarak birgok hiicre islemini diizenler. Ayrica AKT1'in
vimentini fosforile ettigi ve kaspaz kaynakli proteolizden korudugu gosterilmistir. Bu
nedenle serbestce temin edilebilen vimentin, hiicrelerin artan migrasyon ve invaziv
kapasitesine yol agan siireclere katilir. Cekirdekte, vimentinin p21 ekspresyonunu
diizenledigi, ATF4 ve vimentin arasinda olusan kompleks ATF4 ile aktif transkripsiyonu
onledigi gosterilmistir. Ekstraselliiler olarak, vimentin-spesifik reseptorler heniiz
tanimlanmamuistir; bununla birlikte vimentinin, dogal 6ldiiriicii hiicreler iizerinde olast bir
reseptor olan NKp46'ya spesifik bir ligand olarak islev gordiigii gosterilmistir. Raporlarin,
vimentinin de salgilandigin1 gdstermesine ragmen, ne salgilanmis proteinin islevi ne de

salgilama mekanizmasi agik degildir.
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2.5.3. PKa’da Vimentinin Rolii.

Prostat kanserinde vimentin esas olarak yetersiz farklilagma gosteren
prostat kanseri metastazlarinda ve kemik metastazlarinda saptanmistir ve iyi
veya orta derecede farklilagsmis tiimorlerde neredeyse tespit edilememektedir
(Zhao Y et al., 2008). Ayrica vimentin ekspresyonu, hareketli prostat kanseri
hiicre hatlar1 ile iligkilidir ve PC-3 hiicrelerindeki diislik regiilasyonu, timor
hiicresi hareketinde ve invaziv aktivitede dnemli bir azalmaya yol agmaktadir
(Zhao Y et al., 2008). Vimentin eksprese eden agresif timorden tlirevlenmis
CL1 PKa hcre hattinda vimentin ekspresyonunun deneysel olarak ortadan
kaldirilmasindan sonra, hiicre invazyonunda anlamli bir diisiis gézlenmistir
(Singh S et al., 2003). Ancak LNCaP hucrelerinde vimentin ekspresyonu
indiiklendikten sonra invazyonda bir degisiklik olmamistir. Arastirmacilar
vimentin ekspresyonunun, belirli olmayan diger proteinlerle birlikte invaziv
bir fenotip gelisimine katkida bulundugunu o6ne stirmiislerdir. Vimentin
inhibisyonu, yuksek oranda tiimorojenik ve metastatik M 12 alt hattinin timor
biiytimesini 6nemli Ol¢iide azaltmistir (prostat epitelyal p69 hiicre hattindan

tiiretilmistir) (Zhang X et al., 2009).

Bagka bir calismada, yiiksek metastatik 6zellikte olan insan prostat
epitelyal kanser hiicre hatti PC-3M-1E8'de, asir1 vimentin ekspresyonu
oldugu gosterilmistir. Bundan dolay1 vimentinin hiicrenin invazivitesini
module etmesindeki roli, c-Src regiilasyonu araciligiyla E-kaderin/p-katenin
kompleksini diizenleme yetenegi ile iliskilendirilmistir. PKCe'nin vimentini
fosforile ederek hiicre motilitesini artirdigibilinmektedir ve son zamanlarda
PKCe ablasyonunun prostat kanseri gelisimi ve metastazini inhibe ettigi
gosterilmistir (Hafeez BB et al., 2011). Bu veriler PKCe'nin prostat kanseri
hicrelerinde vimentin kaynakli timdrojenik olaylar1 onlemek igin iyi bir

hedef olabilecegini diisiindlirmektedir.

2.6. PKa Gelisiminde EMT’nin Rolii ve Mekanizmasi

EMT orijinal olarak embriyo gelisimi sirasinda hiicre trans-

diferansiyasyonu igin kritik bir asama olarak karakterize edilir ve karsinom
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hlcrelerinin  mezenkimal hiicrelerine doniisiimiinde yiiksek mobilite ve
migrasyon yeteneklerine sahip olmalar1 nedeniyle, kanser hiicrelerinin
invazivligini desteklemesiyle bilinir. EMT, polarize epitelyum tabakasinda
hlcre-hiicre veya ECM baglarinin bozulmasiyla ortaya ¢ikar. E-kaderin,
epitel adezyon baglantisinin ana bilesenidir. EMT'yi baslatmak i¢in 6nemli
bir adim olarak goriilen E-kaderin kaybi, hiicreler aras1 mekanik iletisimin
¢okmesine yol acar. Buna karsilik, vimentin ve N-kaderin gibi Kritik
mezenkimal belirtecler ve ¢inko parmak proteinleri; Snail / SNAI1 ve Slug /
SNAI2, biikiimle iligkili protein 1 (Twist 1-twist-related protein 1) ve ¢inko
parmak E-box dahil olmak (zere birkac E-kaderin, transkripsiyonel
baskilayiciya baglanan homeobox 1 ve 2 (ZEB1 ve ZEB2 -zinc finger E-box-
binding homeobox 1 and 2) proteinleri, EMT sirasinda yiiksek oranda
yiikselir (Sekil 2.7), gelismis hiicre mobilitesinin mezenkimal fenotipinin

olugmasina yol acar.

TGFB FGF2 IL-6
Wnt * ‘
TGFBR
Frlzzled G B FGFR IL-6R
miR-23b miR-145
miR-29b miR-200
miR-34a miR-203
miR-128 miR-205
miR-143 miR-375
miR-486
PCA3
SChLAP1
SIRTI MALAT1
PIncRNA-1

Mesenchymal Epithelail
Vimentin t E-Cadherin
N-Cadherin Claudins

Fibronectin Occludin
MMP2/9 20-1

Sekil 2.7. PKa’da EMT ile iliskili diizenleyici mekanizmalar. MPP8: M-fazli
fosfoprotein 8; SIRT1: NAD-bagimli deasetilaz sirtuin-1; HIC1: Kanser 1'de hipermetile;
EZH2: Zeste homologu 2'nin arttiricisi; YB-1: Y-kutu baglayici protein 1; MTA1: Metastaz
Iliskili protein]l mTOR: Rapamisin memeli hedefi; TGFBR: Déniistiirme biiyiime faktorii

beta reseptorii; FGFR: Fibroblast bilyiime faktori reseptori; IL-6R: Interleukin 6 reseptdrii;
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Salyangoz: Cinko parmak proteini SNAI1; Suluk: Cinko parmak proteini SNAI2; ZEB1:

Cinko parmak E-kutusu-baglayict homeobox 1; Twist: Twist-iligkili protein 1.

Primer karsinoma hucreleri, epitelyal karakteristiklerden mezenkimal
benzeri fenotipe gegerken, intrinsik genetik ve molekiiler degisikliklere veya
ekstrinsik mikrogevresel uyaranlara yanit verirken, ¢cevresel stromaya ve daha
sonraki vaskulature invazyona, sonugta uzak metastatik bir bolgede
kolonizasyona yol acar (Lee, JM et al., 2006). Ozellikle metastazdaki
EMT'nin rolu, prostat kanseri dahil olmak Uzere bir¢ok kanser tipinde
metastatik potansiyellerini ortaya ¢ikarmak icin gosterilmistir (Fan L et al.,
2012), bu da PKa hastalarinin dolasim sistemindeki prostat kanseri
hicrelerinde saptanan TGF-p ve EMT ile iliskili genler arasinda anlamli
korelasyon ile desteklenir (Chen C.L et al., 2013).

Bu konu iizerine yapilan bir ¢ok calisma, EMT transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonunun, epitelyal hiicrelerde kok hucre 6ézelliklerinin
ortaya ¢ikisini indiikledigini meme ve pankreatik kanser gibi ¢esitli kanser
tiirlerinde timor baslatic1 hiicre populasyonunun ortaya ¢ikmasina katkida
bulundugunu gostermistir (Wellner, U. et al., 2009). PKa'da yapilan bir
caligmada, N-kaderinin ErbB sinyal yolu ile c-Myc, KIf4, Sox2 ve Oct4 gibi
kok hiicre belirticilerinin ifadesini artirarak prostat tiimorii sferoid olusumunu
artirabildigi gosterilmistir (Wang, M et al., 2016). Ek olarak, Semaphorin
3C'nin ektopik ekspresyonunun, normal prostat epitelyal hticrelerindeki
invazivligi ve sapmay1 es zamanli olarak arttirabildigi ayrica N-kaderin ve
vimentin gibi mezenkimal belirleyicilerin, CD44-negatif olanlara kiyasla
CD44-pozitif populasyonlarda yiiksek oOl¢lide diizenlendigi bilinmektedir
(Tam, K.J. et al., 2017).

2.6.1.PKa’da EMT’ye Yol Ac¢an Sinyal Yollar:

Tiimor mikrogevresinin parakrin/endokrin sinyal iletimi araciligiyla,
karsinoma hiicrelerindeki EMT'nin ortaya ¢ikarilmasinda 6nemli bir rol
oynadig1 gosterilmistir. Birgok hiicre-hiicre iletisiminden sorumlu olan hiicre
dis1 sinyaller, PKa hiicre davranigini reseptore bagl bir sekilde degistirebilir.

Prostatik stromal htcrelerde tespit edilen TGF-B, IL-6, FGF ve Wnt gibi
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bircok peptid hormonlarinin kanser ilerlemesi ile iliskili oldugu belirlenmistir

(cizelge 2.3)( Yu S.H. et al., 2015).

TGF-B, PKa'daki en iyi karakterize edilen EMT indukleyicilerinden
biridir. TGF-B ile ilgili yapilanin in vitro ¢alismalarida vimentinin,
fibronektini indlkleyerek ve E-kaderin seviyesini baskilayarak EMT'yi
destekleyebildiigi bilinmektedir (Chen, X.H. et al., 2015). TGF-f standart
yolunun, Snail 1/2 veya ZEB1 gibi EMT transkripsiyonel faktorinin
ekspresyonunu artirmada dnemli bir rol oynadig1 anlasilmaktadir. ilging bir
sekilde bu proteinin ifadesi PKa orneklerinde E-kaderin ekspresyonu ile
iliskilidir (Yao B. et al., 2015). Kanonik yola ek olarak, PC3 ve DU145 gibi
PKa hiicre hatlarinda TGF-f ile indlklenen Twist ifadesinin, STAT-3'Un
standart yolu lizerinden aracilik ettigi goriilmektedir (Hu, Q. et al., 2015).

PKa invazivligine yol acan EMT indiikleyicilerinden birinin de IL-6
oldugu bilinmektedir (Nguyen, D.P et al., 2014) ve PKa hastalarinin
metastatik drneklerinde yiiksek seviyede bulunmustur (Gu, L. et al., 2014).
IL-6'nin susturulmasi1 E-kaderin ekspresyonunu artirabilmekte ve STAT3
yolu Gzerinden vimentin ekspresyonunu azaltabilmektedir, bu da timor
invazyonunu in vivo olarak azaltmaktadir (Wu, C.T. et al., 2012). LNCaP
hiicre hatlarinda IL-6’1n devamli olarak hiicre gogiinii ve degismis
mezenkimal morfolojiyi indiikleyebildigi bilinmektedir. Mekanistik olarak
IL-6, STAT3 yolu uzerinden Twist ekspresyonunu indukleyebilmekte ve
fibronektin ekspresyonunun artmasina ve E-kaderin ekspresyonunun inhibe
edilmesine yol agabilmektedir. IL-6'nin EMT tizerindeki benzer bir etkisi,
BPH hiicreleri izerinde yapilan ¢aligmalar vasitasiyla bildirilmistir (Rojas, A.
et al.,2011).

Calismalardan elde edilen kanitlar, FGF ailesinin PKa’de EMT ile
iliskili oldugunu gostermistir. PKa hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan in vitro
calismalarda, FGF2'nin mezenkimal belirtegler olan N-kaderin ve vimentinin
miktarint artirdig1 ve E-kaderin epitelyal belirtecini azalttigi, boylece hiicre
invazyonuna yol a¢tig1 gosterilmistir (Liu, C. et al., 2015). Mekanistik olarak,
LNCaP hicrelerinden tiretilen FGF9'un, prostatik stromal hicrelerden c-
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Jun'a bagli TGF-f sekresyonunu aktive ettigi gosterilmistir ki bu da LNCaP
hiicrelerinin EMT'sini parakrin olarak tetikler (Huang, Y. et al., 2015).

AR- MMP2/9 ve TMPRSS2 gibi hiicre invazyonunun altinda yatan
birka¢ proteazin ekspresyonunu indiikleyebildigi bilinmektedir (Yang, Y. et
al., 2013). Aksine, AR ablasyonunun EMT genlerini indiikledigi
gosterilmistir. Mekanistik olarak AR, Snail geni promoter bolgesindeki yanit
elamanlarina dogrudan baglanarak gen ekspresyonunu baskilar. Benzer
sekilde, AR-negatif PKa hiicre hatlar1 PC3 ve DU145, androjene bagimli
PKa hiicre hatt1 LNCaP’e gore daha yliksek mezenkimal gen ekspresyonu ve
daha diisiik epitelyal 6zellikler gosterir (Tran, N.L. et all., 1999). Hastadan
tlretilen ksenogreft modeli kullanilmis olan ¢alisma, ADT(Androjen
Deprivasyon Terapisi)’den sonra hem N-kaderin hem de vimentinin
seviyesinin arttig1 gosterilmistir (Wang, M. et all., 2015). ADT, AR
varyantlarinin varliginda kismen EMT gen ekspresyonunu etkileyebilir
(Ware, K.E. et all., 2014). Ornegin, AR-V7 gibi AR varyantlarindan birinin,
ZEB1 ve vimentin gibi mezenkimal genleri ve metastaza yol acan kok hiicre
markeri Nanog'u indiikledigi gosterilmistir (Sun, F. et all., 2014). Klinik
olarak, yuksek dereceli PKa'da AR ve p-katenin arasinda pozitif
korelasyonun var oldugu biliniyor. Bu durum kesinlikle Wnt /B-katenin
sinyalinin PKa ile iliskili oldugunu ima etmektedir (Baruah M.M et al., 2016).
Gergekten de gilicli bir tiimor baskilayict olan DAB2IP, B-kateninin
bozulmasini kolaylastirarak Wnt-indiikli EMT'yi bloke edebilir ve kanonik
yolla E-kaderin ekspresyonunu arttirir. Wnt ailesi reseptoriiniin bir alt tipi
olan Frizzled 8 (FZD8)’in yukar1 regiilasyonunun, PKa'nin kemik metastazi
olusumunu indiikledigi bildirilmistir (Li, Q et all., 2017). Osteoblasttan
tirevlenen, Wnt-indiikli salgilanan protein-1 (WISP1- Wnt-induced secreted
protein-1), VCAM-1'in yukari regiilasyonu yoluyla PC3 ve DUI145
invazyonunu kolaylastirir (Tai, H.C. et all.,, 2014). Ek olarak, kanonik
olmayan Wnt sinyallemesi EMT'ye katkida bulunabilir 6rnegin, yiiksek
dereceli PKa orneklerinde fazla miktarda Wnt5A, N-kaderin ve vimentin
ekspresyonu bulunur ancak, E-kaderin ekspresyonunda bir degisiklik olmaz
(Sandsmark, E. et all., 2017).
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Cizelge 2.3. PKa'da EMT ilerlemesine Sebep olan Tiimor Mikrogevresindeki Coziiniir

Faktorler

Coziinebi EMT deki PKa Gelisimindeki Etkiler
lir Rolu
Faktorler
TGF-p1 Uyarici invazyon, Go¢, Metastaz, sferoid
olusumu
BMP Uyarict Sferoid olusumu
IL-6 Uyarict Invazyon, Metastaz,  Sferoid

olusumu, Tiimor insidansi

FGF Uyarict Invazyon, Metastaz

AR Baskilayict EMT Bastirma

AR gesitleri Uyarici Metastaz

Wnt/B- Uyarict Invazyon, Metastaz, Kokliiliik
katenin

Elde edilen kanitlar, dig uyaranlara yanit olarak sinyal iletim yollar
arasindaki etkilesimin, metastatik CRPC'nin gelisimini yonlendirmek i¢in
kritik bir mekanizma oldugunu gostermistir. EMT'nin baslatilmasinda yer
alan sinyal yollar1 ¢ogunlukla, hiicre ¢ogalmasi ve metastazinin artmasiyla
sonuclanan E-kaderinin baskilanmasina yol agar. Ozellikle, fosfoinositid 3-
kinaz (PI3K) -Akt sinyal yolagi, digsal biiyiime faktorii stimiilasyonlarini
hicre ici streglerle biitiinlestirir. TGF-p, PI3K/Akt sinyal yolagi araciligiyla
E-kaderin / B-katenin komplekslerinin, aktin hticre iskeletinden ayrilmasiyla
EMT'yi baslatabilir.

Fosforile olan a- veya B-katenin molekullerinin E-kaderinden
ayrilmasi, hiicreler arasi adezyonunun azalmasma, hiicre gogli ve
invazyonunun artmasina neden olur. Ayrica, TGF-f tedavisi E-kaderin
protein diizeyinin 6nemli 6l¢lide azalmasina yol agmakta ve buna ek olarak,
kanser hiicresi seklinin epitelyal yapidan ig iplikli morfolojiye kadar dramatik

degisimine neden olmaktadir. Aksine, PI3K-Akt sinyal duzenleyicisi olan
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PTEN ise B-katenin defosforilasyonu yoluyla hiicreler arasi baglantilarin

stabilizasyonunda rol oynar.

TGF-B uyarisi, B-kateninin PTEN’den ayrilmasina neden olur ve bu
nedenle indirgenmis B-katenin defosforilasyonu, PI3K ile indiiklenen 3 ve a-
katenin fosforilasyonunu kolaylastirir, bu da hiicreler aras1 birlesme yerinde
E-kaderin/B-katenin kompleksinin azalmasina ve daha fazla mezenkimal

benzeri fenotipe doniisiimiine neden olur.

Prostatin tiimdér olusumu sirasinda, Akt'in bagka bir baskilanma
efektori olan memeli hedefi rapamisin (mMTOR- mammalian target of
rapamycin) kinazi kritik Oneme sahipti. mTOR'un hiperaktivasyonu,
ilerlemis PKa'nin yaklagik % 100'tinde goriiliir (Kaarbo, M. et all., 2010).
Ribozomal profilleme yaklagimini kullanan bir ¢alismada, mTOR sinyalinin
hiicre ¢ogalmasi, metabolizmas1 ve istilast ile ilgili PKa genlerinin
translasyonuna aracilik ettigi gosterilmistir. Profil olusturma sonuglarina gore
MTOR, YB-1 (Y-box binding protein 1), vimentin ve MTAL (metastaz
associated 1) dahil olmak tlizere PKa invazyonu ve metastazinda rol oynayan
genleri translasyonel olarak diizenler (Hsieh, A.C. et all., 2012). Ozellikle
YB-1'in ektopik ifadesi Snail ve Twist’in translasyonel aktivasyonunu artirir,
bu da E-kaderin ifadesinin baskilanmasi ve gelismis hiicre gogii
hareketliligine yol acar. Aksine, YB-1 kaybi1 Twist, N-kaderin ve Snail gibi
bazi mezenkimal faktorlerin 6nemli Ol¢lide azalmasina neden olur. MTAI,
PKa invazivliginde 6nemli bir rol oynayan kromatin remodeleridir. MTA1
transgenik knock-in fare modeli kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, murin
prostat dokusunda MTA1 ve E-kaderin seviyesi arasinda ters bir
korelasyonun oldugu ve MTA 1'in post-transkripsiyonel seviyede E-kaderinin
ekspresyonunu baskiladigi gosterilmistir. Klinik érnekler ve tiimoér modelini
kullanarak yapilan ¢alismalarda, yiiksek agresif PKa'da MTAL'in belirgin bir
yiikkselmesi ve MTAI1 kaybinin PKa invazyonu, kemik metastaz1 ve

anjiyogenezini azalttig1 gosterilmistir (U-Ging Lo et all.h,2017).
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2.6.2. EMT ile iliskili transkripsiyon faktorleri

Snail, E-kaderin promotorunun E-box sekanslarina baglanan ¢inko-
parmak yaptya sahip bir proteindir (Batlle, E. et all., 2000). Meme kanseri,
yumurtalik kanseri, kolorektal kanser ve PKa gibi malignitelerde Snail
regiilasyonunun anormal oldugu gdzlenmistir. Ozellikle de hem enzalutamide
direngli PKa hiicre hatlarinda hem de yiiksek metastatik PKa hasta
orneklerinde Snail protein ekspresyonunda artis goriilmiistiir (Ware, K.E. et
al., 2016). Snail’in ektopik ekspresyonu hem AR hem de AR varyantlarinin
artisina neden olur. Metastatik CRPC’nin yenilenmesinde Snail’in etkisi
dikkate alindiginda, PKa hiicre hatlarinda enzimutamid direncinin baslangig
sebebinin Snail olabilecegi diistiniilebilir. Baskilayici islevine ek olarak Snail,
PKa hiicre hatlarinda artmis motiliteye yol acan iirokinaz tipi plazminojen
aktivatoriiniin (uPA) protein ekspresyonu ve enzim aktivitesini artirarak
kanser metastazini kolaylastirabilir (Randle, D.D. et al., 2013). Snail klaudin
ve okludin genlerinin promoter aktivitesini baskilayarak ve transkripsiyon
sonrasi Zona occludin 1 (ZO-1) ekspresyonunu inhibe ederek siki birlesmeyi
saglayan birkag protein bileseninin ekspresyon seviyesini etkiler (Ohkubo, T
and Ozawa, M, 2004). Genel olarak Snail’in EMT siireci ve hiicre adezyon
molekdilleri iizerindeki etkisi, PKa hastaliginin ilerlemesinde 6nemli

diizenleyici roliinii ortaya koymaktadir.

Slug, PKa dahil bir¢ok kanserde EMT'nin baskin diizenleyicisidir. E-
kaderinin transkripsiyonel olarak baskilanmasini saglamasinin yani sira,
PKa'da EMT'ye yol agan diger faktorleri de diizenler. In vitro ¢aligmalarda
Slug'un hem CXCL12 hem de CXCR4'lin regiilasyonunu artirdigi ve PKa'nin
yuksek diizeyde yayilmasina yol agan CXCL12 / CXCR4’iin sinyal alt akis
hedef geni MMPO {izerinde etki gosterdigi gosterilmistir (Uygur B. and Wu
W.S., 2011) ve bu da otokrin CXCL12'nin yukari regiilasyonunun Slug aracili
géc ve PKa invazyonu altinda yatan kritik bir mekanizma oldugunu
gostermektedir. Primer PKa'da Slug/SNAI2 gen ekspresyonu promotor
metilasyonundan dolay1 siklikla baskilanmis durumdadir; Slug ekspresyonu
yuksek dereceli PKa ve lenf nodu metastazlarinin invazyon cephesinde

restore edilir veya yukseltilir (Esposito S. et al., 2015). Ek olarak, Slug KISS1
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gibi cesitli metastaz baskilayici genleri baskilayabilir. Ozellikle KISS1, N-
kaderin ve vimentini baskilayarak ve E-kaderin ekspresyonunu artirarak
EMT'yi inhibe edebilir, ardindan tiimor hiicresinin gociinii ve invazyon
motilitesini azaltir (Song G.Q. et al., 2015). Klinik olarak benign doku ile
karsilagtirildiginda KISS1 kaybi, primer ve metastatik PKa’da yaygin olarak
gorulmektedir. Yiiksek metastatik PKa hiicre hatlarinda KISS1
ekspresyonunun geri kazanilmasi, hiicre invazyon motilitesinin azalmasina
neden olur (Wang, H. et al., 2012). Birlikte ele alindiginda, Slug EMT
indiiksiyonu, sitokin iiretimi ve metaloproteaz salgilanmasi yoluyla PKa

metastazi i¢in oldukca gii¢lii bir promotordur.

Twist, gelisim ve tiimor olusumunda kritik rol oynayan heliks-turn-
helix yapisina sahip temel bir proteindir. Bir¢cok caligma Twist'in EMT'y1
aktive edebildigini ve E-kaderin geninin promotoruna baglanarak hiicre
gociinii gelistirdigini gostermistir. Twist E-kaderin represori olarak hareket
etmenin yani sira, N-kaderin ifadesini diizenleyerek EMT'yi de kolaylastirir
(Alexander, N.R et all., 2006). Bu calisma, Twist'in B1-integrin aracilt
nikleer translokasyonunun, N-kaderin genindeki E-box duzenleyici
elementine  baglanarak  N-kaderinin  transkripsiyonel aktivasyonunu
indiikleyebilecegini gostermektedir, bu da Twist’in PKa metastatik
progresyonunda esas transkripsiyon faktorii olarak hareket ettigini

gostermektedir.

ZEB1, gelisim sirasinda iskelet paternini diizenleyen ve c¢oklu
malignitelerde E-kaderinin transkripsiyonel aktivitesini baskilayan bir ¢inko
parmak homeodomain transkripsiyon baskilayicisidir. Klinik olarak, ytliksek
dereceli prostatik timorlerde ZEB1 degeri benign veya diisiik dereceli PKa
orneklerine gore yiiksektir (Graham, T.R et all., 2008). Yakin zamanda
yapilan bir calisma ZEBI1'in fiziksel olarak histon H4K20'ye 6zgii bir
metiltransferaz olan SET8 ile iliskili oldugunu gostermistir. SETS8 ile
indiiklenen H4K20 metilasyonunun, ZEB1 ile duzenlenen gen
ekspresyonunda ikili bir fonksiyon gosterdigi kastedilmektedir. Fonksiyonel
olarak ZEB1 ve SET8 PKa hucrelerinde, E-kaderinin baskilanmasi ve
vimentin indiksiyonu ile EMT'yi koordine olarak tetiklerler ve bu da PKa'nin

invaziv potansiyelinin aciga ¢ikmasina yol acar . PC3 hiicrelerinin bir alt
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populasyonu ile yapilan bir in vitro ¢alismada ZEBI1 artis1 ve E-kaderin kayb1
oldugu gosterilmistir ve bu durum da alt popiilasyona sahip bu hiicrelerin ana
hiicre hattina gore in vitro trans-endotelyal migrasyon karakteristiklerini
kazandigini belirler. Aksine, ZEB1 kayb1 kismen epitelyal fenotip olusumunu
geri ¢agirir ve PC3 hiicrelerinin trans-endotelyal ekstravazasyonunu azaltir.
Genel olarak, bu ¢calisma ZEB1'in EMT'nin kritik bir regiilatérii oldugunu ve
hastalik ilerlemesi sirasinda PKa hiicrelerinin vaskiiler ekstravazasyonuna

aracilik ettigini ileri siirmektedir (U-Ging Lo et al.,2017).

FOX proteinleri, evrimsel olarak korunan, DNA baglanma alani igeren
19 alt gruba sahip transkripsiyon dizenleyicilerinin biyuk bir ailesini
olusturur. Bunlar arasinda FOXA1, AR i¢in 6ncii bir transkripsiyon faktorii
olarak bilinir. FOXA1 kaybi siklikla metastatik PKa orneklerinde
saptanmigtir (Jin, H.J. et al., 2013). PKa hiicrelerinde FOXA1 AR’dan
bagimsiz halde Slug'u diizenler ve EMT'yi baskilar.

Aksine, FoxO ailesi ¢oklu kanserlerin malign hucrelerinde EMT'yi
bloke edebilir. Klinik olarak elde edilen kanitlar, FoxO diizeyi ile PKa
derecesi ve tiimor yayilimi arasinda ters bir iliski oldugunu ve bunun da PKa
metastazi iizerinde baskilayici bir rol oynadigini gostermistir (Shukla S. et al.,
2009). FoxO3a'nin transkripsiyonel aktivitesi post-translasyonel fosforilat
modifikasyonu yoluyla, PI3K/Akt sinyal yolagi tarafindan negatif olarak
reglile edilir. PKa ilerlemesi sirasinda Akt'in progresif aktivasyonu, niikleer
lokalizasyonunu etkileyen FoxO3a’un fosforilasyonunun artmasina yol agar
ve dolayisiyla FoxO3a'ya bagimli transkripsiyonel aktivite inhibe olur.
Fonksiyonel olarak FoxO3a B-katenin ile etkilesim i¢in TCF ile dogrudan
rekabet edebilir, bu da p-katenin/TCF transkripsiyonel aktivitesinin
inhibisyonuna ve dolayisiyla ZEB1 ve Snail gibi -katenin-hedef genlerin
ekspresyonunda azalmaya yol agabilir. Ayrica, PC3 hiicrelerinde FoxO3a'nin
baskilanmasi, Yylksek metastatik N-kadherin, fibronektin, ZEB1 ve

vimentinin seviyelerinin yikselmesine yol acar (Liu H. et al., 2015).
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2.6.3. EMT'nin epigenetik olarak diizenlemesi

Elde edilen tiim kanitlar, DNA nin hem hiper hem de hipometilasyonun
birkag genin deregiilasyonu ile iliskili oldugunu ve PKa gelisimine katkida
bulundugunu gostermistir (Angulo J.C. et al., 2016). Kanserde anormal DNA
hipermetilasyonu, tumér sipresor genlerinin inaktivasyonuna yol acarak,
PKa'nin invazyonuna neden olabilir. HIC1, 17p13.3 kromozom bdlgesinde
bulunan tiimor siipresor genidir ve insan tiimdrlerinde siklikla hiper-metile
olmus veya delesyona ugramis haldedir. HIC1, SIRT1'in baskilanmas1 ve
TP53'e bagl apoptotik DNA hasari tepkilerinin diizenlenmesinde rol alan
transkripsiyon baskilayicisi olarak gorev yapar (Chen, W.Y. et all., 2005).

PKa hiicrelerinde HIC1 geninin hipermetilasyonu, PKa metastazi i¢in
cok onemli olan Slug ve CXCR4 ekspresyonunu artirarak ve EMT'yi tesvik
ederek hiicre gogl ve metastaz induksiyonuna yol acar (Hao M. et al., 2017).
HIC1 promotorunun epigenetik modifikasyonu, PKa'da EMT indiksiyonunu
etkileyebilir. Histon metiltransferaz, MMSET / WHSC1 (Multiple Miyelom
SET alani), Twistl indiiksiyonu yoluyla PKa hiicrelerinde EMT'yi
kolaylastirabilir ki bu da E-kaderin ifadesini bastirir. EMT ile iligkili
transkripsiyon faktor, EMT surecini diizenlemek icin bir epigenetik
regiilator olabilir. SIRT1 III. sinif Histon deasetilaz olarak bilinir, ayrica EMT
ile iligkili transkripsiyon faktorii olarak da karakterize edilir. SIRT1'in
susturulmas1 ZEB1'in baskilanmasina neden olabilir. PKa hiicrelerinde E-
kaderin promotor bolgesine SIRTI'in baglanmasi, ZEBI1 varligiyla
kolaylastirilabilir ve bu da E-kaderinin transkripsiyonel baskilanmasina yol
acar. Giinlimiizde yapilan ¢alismalarda SIRT1'in susturulmasinin, Vimentin
ve N-kaderinin baskilanmasina yol agarak PKa hiicre gocii ve invazyonunu
baskilayabildigi ve E-kaderinin ardisik diizenlenmesine neden oldugu

gosterilmistir (U-Ging Lo et al.,2017).

2.6.4. Kanser progresyonu ve metastaz ile iliskili EMT sinyal yollar:

TGF-p Sinyali: Hiicrenin farkli fonksiyonlarinda ve gelisim siirecinde

onemli rol oynayan TGF-p sinyallemesi, EMT'yi tetikleyen en iyi karakterize
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edilmis yoldur (Yola and Medici, 2014; Moustakas and Heldin, 2009). Bu
sinyallenme TGF-B siiperfamilya ligandlar1 olan TGF-Bmin (¢ izoformu
(TGF-B1, 2 ve 3) ve BMP(bone morphogenetic protein)’nin alt1 izoformu
(BMP2'den BMP7'ye) araciligiyla indiiklenir. Bunlarin arasinda ¢ogunlukla
TGF-B1 ve BMP 2 ve 4'in kanserde EMT'yi indiikledigi gozlemlenmistir
(Akhurst and Derynck, 2001; Kang et al., 2009; Rothhammer et al. 2005).
TGF-B sinyallemesi TGF-f ligandlarinin tip II ve tip III reseptorlerine (TGF
BRII ve TGF- BRIII) baglanarak gergeklesir, bu da tip I reseptoriine (TGF-
BRI) baglanmasina ve fosforilasyonuna yol agar. Fosforile edilmis TGF-BRI,
SMAD?2/3, Ras ve PI3K tarafindan indiiklenmis olanlar da dahil olmak iizere
birkag sinyal yolunu aktive eder, sonrasinda devamli olarak Snail 1/2, Twist
ve ZEB 1/2 gibi EMT indukleyici transkripsyon faktorlerin ekspresyonunu

indliklenmesine sebep olan sinyal yollarini aktive eder.

SMAD-bagimli sinyallemede, fosforile olan TGF-BRI SMAD2 ve
SMAD3'i kullanir, daha sonra koaktivator SMAD4 ile bir kompleksi
olusumu i¢in fosforile edilir. R-SMAD’lar (SMAD2/3) ve SMADA4'in
kompleksi sonradan importin 1, 7 ve 8'e baglanir ve ¢ekirdege translokasyon

yapar (Kurisaki et al., 2001; Yao et al, 2008).

Cekirdege giren SMAD kompleksleri, promotora baglanarak Snail 1'in
transkripsiyonunu indiikleyebilir ve sonraki agamalarda Snail 1 proteiniyle
kompleks olusturarak E-kaderin transkripsiyonunun bastirilmasina yol
acabilir (Vincent et al., 2009). R-SMAD kompleksleri ayrica, ZEB ve
Twist'in yan1 sira E-kaderin baskisini tetikleyen yiiksek hareketlilik grubu
faktorii (HGMAZ2) gibi diger transkripsyon faktorlerini de diizenlemektedir
(Gonzalez and Medici, 2014). Bunun disinda EMT'yi tetikleyen
transkripsyon faktorleri iizerinde miRNA'larin diizenleyici etkilerini uyaran
ve boylece miR-34 gibi diizenleyici miRNA'larin islevini inhibe ederek
Snaill aracili EMT'yi tesvik eden ve p53'lin parcalanmasini destekleyen E3
ubiquitin ligaz HDM2'nin transkripsiyonunu indiikleyebilirler (Chang ve dig.,
2011, Siemens ve dig., 2011).

SMAD-bagimsiz sinyallemede TGF-B, PI3K mekanizmasin1 ve Akt
sinyalini aktive eder. Akt ise NF-kB’nin aktivasyonu yoluyla EMT'yi
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indukleyen Snail 1'in transkripsiyonunu indukler (Julien et al., 2007). Akt
ayrica Snail’in fosforile olmasini saglayarak, bozulmasma yol agan ve
nikleer translokasyonunu inhibe eden GSK-3f'yi de inhibe eder (Zhou et al.,
2004).

TGF-B1, hiicre dis1 sinyal ile diizenlenen kinaz (ERK-extracellular
signal regulated kinase), c-JNK ve MAPK dahil olmak iizere diger kinaz
yollarinm1 da aktive edebilir. Bu kinaz yollart EMT transkripsiyon faktorlerini
indiikleyerek EMT aktivasyonuna katkida bulunurlar (Gonzalez and Medici,
2014). Ayrica TGF-B1 RhoA GTPaz'm bozunmasina neden olarak siki
baglantilarin kopmasi ve birlesme noktalarinin ayrilmasi yoluyla EMT'yi

destekler (Ozdamar ve ark., 2005).

Wnt Sinyal Yolu: Wnt/B-katenin yolagi hiicre proliferasyonunu,
apoptozu ve EMT'"yi diizenleyen, bdylece kanser baslangicina ve ilerlemesine
aracilik eden onemli sinyal yollarindan biridir (Arend et al., 2013). Wnt
sinyalleri, plazma membranindaki Frizzled ve LRP reseptorleri tarafindan
transdiiksiyona tabi tutulur; bu sitoplazmik p-katenin'i bozabilen kinaz GSK-
3B'yi inhibe eder ve bdylece artan sitoplazmik B-katenin nukleusa transloke
olur ve EMT'ye bagl c¢esitli hedef genlerin transkripsiyonunu uyarir (Gilles
et al., 2003). B-katenin spesifik genlerin ekspresyonunu tesvik etmek ve
dogrudan SNAII ve SNAI2 ekspresyonunu indiiklemek i¢in TCF/LEF ailesi
ile etkilesir (Easwaran et al., 1999; Bachelder ve et al., 2005). Wnt-p-katenin
aktivasyonunun Twist ekspresyonunu diizenledigi ve meme hiicresi
farklilagsmasimi 6nledigi bulunmustur (Howe et al., 2003). Wnt/B-katenin
yolagina gore nukleusta -katenin birikmesi EMT ’nin indiiklenmesine, ayrica
E-kaderin degerinin azalmasi ve fibronektinde artsa sebep olur (Brabletz et
al., 2001). Ek olarak, Wnt-B-katenin aktivasyonu ile sitoplazmada GSK-
3B'nin kisitlanmasi, ayn1 zamanda EMT siirecini kolaylastirarak, Snail 1'in
destabilize edici fosforilasyonunu da onler (Yook et al., 2006). Bu, iki
asamada gergeklesir. Nukleusta oldugu gibi Snaill, GSK3p tarafindan
fosforile edilir ve cekirdekten sitosole nakledilir ve sitosolde GSK3[
tarafindan nihai bozulma igin tekrar fosforile edilebilir (Yook et al., 2006).
Bu nedenle GSK3p’nin aktif formunun bastirilmasi, EMT'nin indiiksiyonuna

yol acan Snail 1'in ekspresyonunu ve stabilizasyonunu artirabilir.
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TGF-B ve Wnt sinyal yollar1 arasindaki baglanti, EMT dahil cesitli
siireclerde 1yi tanimlanmistir. Tiimor baskilayict GSK3p ve aktivatér B-
katenin bu sinyalizasyonlar arasinda iki énemli elemandir ve LEF-1, SMAD
proteinlerrinde oldugu gibi -katenine baglanarak da aktive edilebilir (Nishita
et al., 2000; Labbe et al. 2000).

Notch Sinyal Yolu: Notch sinyal yolu, apoptoz, go¢, invazyon ve
anjiyogenez dahil olmak Uzere bircok hiicresel surecin dizenlenmesinde
onemli role sahiptir (Miele and Osborne, 1999; Miele et al., 2006). Notch
sinyal yollar1 bes ligand (Jagged-1, Jagged-2, Delta-like-1 (DlI-1), Delta-like-
3 (DII-3) ve Delta-like-4 (DlI-4)) ve dort reseptorden (Notch-1, Notch-2,
Notch-3 ve Notch-4) olusmaktadir (Al-Hussaini et al., 2011). Notch
ligandinin Notch transmembran reseptorii ile etkilesimi bir dizi proteolitik
sindirime ve Notch hiicre i¢i domaninin (NotchIC) salinmasina ve onun
¢ekirdege girmesine neden olur. Cekirdek i¢inde NotchIC, Notch baskilayici
hedef genlerinin ifadesini kontrol eder ve boylece cesitli hiicresel siiregleri
diizenler (Leong and Karsan, 2006). Epitelyal kanserlerde, ligand tarafindan
indiiklenmis Notch aktivasyonu Slug’u aktive ederek EMT'yi destekler
(Leong et al., 2007). NotchIC, Snail 1 gibi EMT iligkili hedef genleri
dogrudan aktive edebilir (Leong et al., 2007). Dolayl olarak da NotchIC,
HIF-1a’nin indiiklenmesi, sitoplazmik B-katenin stabilizasyonu ve miR-200
bagli yol gibi bagka yollarin aktivasyonu yoluyla EMT'yi de tesvik edebilir
(Sahlgren et al., 2008; Yang et al., 2011). Hipoksik uyaranin EMT'ye
ge¢mesinin ardindan Notch sinyallemesi, HIF-1o’nin LOX’un promotor
bolgesine alimini hizlandirir, LOX regiilasyonunun artmasi da Snail 1'in LOX
aracilifi ile stabilizasyonuna yol acar (Sahlgren et al., 2008). Notch
sinyallemesindeki Jagged-2 ligandi, metastaz1 tesvik ederek miR-200
ekspresyonunu baskilar ve EMT ve metastaz lizerinde ters etki gosterir (Yang
et al., 2011; Gibbons et al., 2009). Bu nedenle miR-200 regilasyonunda

Notch sinyallemesinin rolii kanser ¢aligmalarindada vurgulanmaktadir.

Hedgehog (Hh) Sinyal Yolu: Hh sinyal yolu embriyogenez, yetiskin
doku homeostazisi ve karsinojenezi diizenleyen anahtar bir yoldur (Katoh and

Katoh, 2008). Hh-duyarl: hiicrelerde EMT'yi diizenleyerek hiicre canliligi ve
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gb¢ etme kabiliyetini, ayrica tiimor metastazini diizenleyerek doku yapimini

ve yeniden bicimlenmesini etkilemektedir (Omenetti et al., 2008).

Memelilerde Hh’in {i¢ tane homologu bilinir, bunlar: Desert (Dhh),
Indian (Ihh) ve Sonic (Shh)’dir.(Marigo et al., 1995). Shh'nin anormal
ifadesinin ¢esitli kanser tiirlerinin ilerlemesiyle baglantili oldugu tespit
edilmistir ve bu yapinin bozulmasi, pankreatik kanser hiicrelerinin EMT
stirecinin engellenmesine yol agmistir (Pasca di Magliano and Hebrok, 2003;
Hay, 1995). Hh ligandlari, hiicre i¢i sinyalleri uyarmak icin PTCH1 ve
PTCH2 olarak adlandirilan hiicre ylizeyi transmembran proteinlerine baglanir
(Johnson et al, 1996). Hhs'min yoklugunda PTCH1 ve PTCH2 yedi geg¢isli
membran reseptorii olan Smoothened (Smo)'un fazla eksprese olmasini ve
aktivitesini onler (Chen ve ark., 2004). Hiicre disinda Hh mevcut olup PTCH
1/2'ye baglandiginda, Smo etkinlestirilir ve Gli ailesinin transkripsyon
faktorleri daha sonra SNAIL gibi hedef genlerin transkripsiyonunu uyarmak
icin aktive edilir (Li et al, 2006).

Hh sinyallemesi ayrica, Notch ve TGF-f sinyalleri ve miRNA aglari
araciligiyla EMT'yi dolayli olarak indiiklemektedir (Katoh and Katoh, 2008).
Notch aracilt SNAII upregiilasyonu i¢in JAG2 ekspresyonunu yukari regiile
edebilir ve ayrica ZEB1 ve ZEB2'nin NF-kB aracil transkripsiyonel yukari
regiilasyonu igin TGF-B1 sekresyonunu indiikleyebilir (Chua ve ark., 2007,
Yoo ve ark., 2008). Ek olarak, mi-RNA 200 dahil olmak Uzere dizenleyici
mi-RNA'larin TGF-p aracilikli susturulmasi, ZEB1 ve ZEB2 ekspresyonunun

artmasina neden olarak, EMT artigina yol agmaktadir.

microRNA Sinyal Yolu: Son zamanlarda mikroRNA’larin EMT
strecinin duzenlenmesinde Onemli oldugu ortaya g¢ikmistir. miRNA'lar
yaklagik 19-25 niikleotitten olusan kodlayici olmayan RNA'lardir ve hedef
mRNA’larim1  destabilize etme ve translasyonal inhibisyon yoluyla
baskilayabilir. Lamouille ve arkadaslar tarafindan yapilan incelemeye gore,
cogu EMT mekanizmasi, ¢esitli miRNA'lar tarafindan kontrol edilmektedir
(Lamouille et al., 2013).

Cesitli mikroRNA'larin ZEB1/2 ve Snail/Slug gibi EMT transkripsiyon
faktorlerini hedefledigi bilinmektedir. miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-



49

141, miR-429 ve miR-205 dahil olmak Uzere miR-200 ailesi EMT'yi
baskilamak i¢cin ZEB1 ve SIP1'i (ZEB2 olarak da bilinir) hedefleyerek
EMT'yi duzenler (Gregory etal., 2008). miR-29b, Snail ve Twist'i asag1 dogru
diizenleyerek prostat kanseri metastazini baskilar (Ru et al., 2012) ve miR-
30, Snaill ekspresyonunu negatif olarak diizenleyerek TGF-f1 ile indiiklenen
hepatosit gocinl inhibe eder (Zhang et al., 2012). Mezenkimal belirleyicileri
hedefleyen mikroRNA'lar olarak, miR-194 ve miR-138, N-kaderin ve
vimentini hedeflerler, sirasiyla EMT'yi baskilar ve MET programlarini
gelistirir (Meng et al., 2010; Zhang et al., 2016). Diger taraftan miR-9, VEGF
geninin yukar regiile edilen ekspresyonuna ve kanser metastazina katkida
bulunan, B-katenin sinyallesmesinin aktivasyonu ile sonuglanan, epitelyum
markorl olan E-kaderini asagi regiile eder (Ma et al, 2010). Baz
mikroRNA'lar EMT sinyal yollarinin birden fazla bilesenini hedefleyerek
EMT islemini diizenler. miR-302 ve miR-372, TGF-BRII'yi hedefleyerek
TGF-B'min neden oldugu EMT’yi baskilar, bu insan keratinositlerinde Snail
ifadesi ile iligkilidir (Subramanyam et al., 2011). Ayrica, ¢esitli mikroRNA
thrlerinin, hucre-hiicre tutunmasi ve epitel baglantilar1 gibi hiicresel mimari
yap1 bilesenlerini hedefleyerek EMT programini etkiledigi bulunmustur.
EMT'yi diizenlemede farkli mikroRNA'larin hareketleri, cesitli yollar
araciligiyla gerceklesir; iki ayr1 mikroRNA, tek bir EMT bileseninin
ekspresyonunu diizenlemek i¢in isbirligi yapabilir veya tek bir mikroRNA
EMT'nin ¢oklu hedeflerini kontrol edebilir (Lamouille et al., 2013).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerecler
3.1.1. Cihaz

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

. 15 ml ve 50 mI’lik falkon tiipleri ( Jet Biofil, italya)

. 2.5- 5- 10 ve 25 ml hacimli steril pipetler (Orange, italya)
o 22x22 mm no:1 lamel (Marienfeld-0101050, Germany)

. Asetat kagitlari

. Blok 1sitic1 (Grant-QBAZ2, Ingiltere)

J Buz makinesi (ITV, USA)

o Calkalayici (Heidolph- ROTAMAX 120, Almanya)

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

o Enjektorler (Ayset, Tiirkiye)

o Eppendorf tiipler (Grainer- Almanya)

o Erlen

. Film (Kodak, 8143059)

. Filtre basliklar1 45 mm

o Fluoroskan Ascent Mikroplate Okuyucu (Thermo Fischer

Scientific, ABD)
o Hemositometre (Neubauer)
. Hiicre kaziyici (Cell Scraper- TPP 9903, Isvicre)

o Hiicre kiltiir kaplari ve flasklar (Greiner, Almanya)
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Invérted 151k mikroskobu (Leica DMIL, Almanya)
Kuars kiivet (Hellma-105.202QS, Almanya)
Manyetik karistirict (Wisd-MSH20A, Almanya)
Mini sogutmali santrifiij (Sigma- B6916, Almanya)
Orbital ¢alkalamali inkubator (Biosan-ES20)
Pastor pipetler

pH metre (Hanna- H1221, Almanya)

Pipet uglar1 (VWR, ABD)

Polyvinylidene fluoride (PVDF) transfer membrani (Roche-

03010040001, Almanya)

RPN 11643)

Pro., ABD)

Pozlamanin gergeklestigi kaset (Amersham Hypercassette,

Protein jel elektroforez sistem (BioRad, ABD)
Santrifiij (Eppendorf 5415D ve 5415R, ABD)
Smf 1T giivenlik kabini (Esco, Hollanda)
Sonikasyon

Spektrofotometre (Amersham Biosciences-Ultraspec 100

Su banyosu (GFL Model: 1008)
Transfer aparat1 (C.B.S. Scientific- EBX 700, ABD)
Whatman kagitlar

Jel Yiiritme aparat1 (C.B.S. Scientific- MGV 202, ABD)

3.1.2 Sarf Malzemeler

TNF-a ELISA kit (Invitrogen, KHC3011)



Almanya)
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R1881 (Sigma, R0908)

Phorbol 12-myristate 13-acetate -PMA (Sigma, P1585)
Lipopolisakkarit —LPS (Sigma, L3024)

Propodyum iyodir (DB Pharmingen 51-66211E)

Crystal Violet boya

TEMED (Sigma, T9281)

Aminoasetik asit AOAA (sigma-329781398, Almanya)
DMSO (Merck- K33960212-504, ABD)
Fenilmetilsilfonilflorid (PMSF) (Fluka- 93482, Almanya)
Fosfataz inhibitor kokteyl (Roche- 04906837001, Almanya)
Fotal dana serumu (FBS) (Gibco- 10270, ABD)

Gosipol (Santa Cruz, sc-200501A, Almanya)

K2HPO4 (Sigma- 7758-11-4, Almanya)

L-glutamin (Gibco- 25030, ABD)

NaF 100X (100 mM), (Merck- B815549 606, ABD)
NaHS (Sigma- 207683-19-0, Almanya)

NaVO3 100X (200 mM) (Fluka- 72060, Almanya)
Penisilin/Streptomisin (Gibco- 15140, ABD)

Proteaz inhibitor kokteyl (PIC) (Roche- 04693159001,

RPMI 1640 (Gibco-11875127, ABD)
Tripsin-EDTA (Gibco- 3103382, ABD)
WST1 Reagent (Roche- 05015944001, Almanya)

[1 KH2PO4 (Sigma- 7778-77-0, Almanya)
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Modifiye RIPA tamponu

10 mM trima baz pH=8.0 (Sigma- T5941, Almanya)
% 0.1 SDS (Sigma- L4390, Almanya)

% 1 triton x-100 (Sigma- T8787, Almanya)

% 0.1 sodyum deoksikolat (Sigma- D6750, Almanya)
1 mM EDTA (Sigma- K5134, Almanya)

1 mM EGTA (Sigma- E3889, Almanya)

140 mM NaCl (Sigma- S3014, Almanya)

BCA kiti (Sigma- 088K6138, Almanya)

% 4 Paraformaldehit (AppliChem- A3813, Almanya) pH:7.8
Methanol (Merck- 1552608034, ABD)

Etanol (Merck- K41414186 038, ABD)

BSA (USB- 10857, ABD)

% 30 akrilamid karisimi i¢in

% 29 akrilamid (Sigma- A9099, Almanya)

% 1 N, N- metilenbisakrilamid (Sigma- M2022, Almanya)

karisimi1 hazirlanarak filtrelendi ve gazi alinarak kullanildi.

4X SDS-PAGE ayirma jel tamponu

1.5 M trizma baz (pH: 8.8) (Sigma- T5941, Almanya)
% 0.4 SDS (Sigma- L4390, Almanya), pH 8.8

4X SDS-PAGE depolama jel tamponu

0.5 M trizma baz (pH: 6.8) (Sigma- T5941, Almanya)
% 0.4 SDS (Sigma- L4390, Almanya), pH 6.8

Amonyum persiilfat sol (% 10) (Sigma- A9164, Almanya)
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TEMED (Sigma- T9281, Almanya)

10X yiiriitme tamponu (1X olarak kullanilir)

30 g trizma baz (Sigma- T6066, Almanya)

144 g glisin (Biochemika/FLUKA- 50046, Almanya)

10.0 g SDS (Sigma- L4390, Almanya) ile 1 It dH20

icerisinde hazirlanilmigtir.

4X yiikleme tamponu

40 mM trizma baz (pH 8.0) (Sigma- T6066, Almanya)
0.4 mM EDTA (Sigma- K5134, Almanya)

% 4 SDS (Sigma- L4390, Almanya)

% 20 gliserol (Sigma- G5150, Almanya)

Brom fenol mavisi 200 pl (Merck- L54971322 525, ABD)
10X transfer tamponu (1X olarak kullanilir)

% 20 metanol (Merck- K34212908503, ABD)

30.0 g trizma baz (Sigma- T6066, Almanya)

144.0 g glisin (Biochemika/FLUKA- 50046, Almanya) ile 1

It dH20 igerisinde hazirlanilmistir.

ilave edilmistir.

Beta-mercaptoetanol (Sigma, M3148)
10 X TBS (pH 7.6), toplam hacim 1L
12.1 g trizma baz (Sigma, T6066)
80.0 g NaCl (Sigma, S3014)

TBS-T icin 1X TBS icine % 0.1 Tween 20 (Sigma, E1383)

Yagsiz siit tozu (Saliler, Almanya)



56

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

o Anti-mouse 1gG horse radish peroxidase (HRP) (Amersham-
NA931, ABD)

o Anti-p-Aktin antikoru (Sigma- A5316, Almanya)

o Anti- CBS antikoru ( Santa Cruz-sc-67154-GTX106585,
ABD)

o Anti-CSE antikoru (Abnova, H00001491-M02)

o Anti-MPST antikoru (Novus Biologicals® NBP1-54734)

° Anti-GAPDH antikoru (Ambion, 447288, ABD)

o ECL PLUS kiti (GE Healthcare Amersham Western Blot

detection system, RPN2132, ABD)

o Developer (Kimetsan- Fast X-Ray Developer Sol., Tiirkiye)
o Fikser (Kimetsan- Fast X-Ray Fikser Sol., Tiirkiye)

o % 0.4 Tripan mavisi solisyonu (Sigma- T6146, ABD)

o Crystal Violet boyasi.Toplam hacim 50 ml.

o 0.025 g Crystal Violet tozu

o %1 paraformaldehyd

. %1 metanol

° Total hacim 50 ml olacak sekilde PBS

o Fosfat tamponu (Phosphate Bufferred Saline / PBS)

o 8 g NaCl (Sigma- S3014, ABD)

. 0.2 g KCI (Merck- 1049360250, ABD)

o 1.57 g Na2HPO4.2H20 (Merck- K22287176, ABD) ile 1 It

dH20 igerisinde hazirlanarak 6M HCl ile pH 7.4’e ayarlandi.
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. Deneylerde ATCC'den temin edilen 2 farkli hiicre hatti
kullanilmustir.
J LNCaP(insan prostat karsinomu lenf nodu metastaz1 hiicre

hatt1 -yiizeye bagimli)
o U937 (monosit hiicre hatti -suispande)

n-LC MS/MS analizi i¢in Stoklar ve ¢ozeltiler

o ABC: Amonyum Bikarbonat (1M ve 100mM, taze

hazirlanmis ve 4 ° C'de saklanmis)

. ACN: HPLC Grade Acetonitrile

e  DTT: Dithiothreitol (1M ¢0zeltide stokla, -20°C’de saklanir)

° IAA: lodoacetamide (taze kullanir, 1M ¢ozeltide stokla, -
20°C’de karanlikta saklanir)

° Chlorolodoacetamide: (taze kullanir, 1M ¢o6zeltide stokla, -

20°C’de gii¢lii olmayan 1s1kta saklanir)

o A Kademe Tamponu: %0.1 FA suyunda
o B Kademe Tamponu: %0.1 FA %80 CAN’da
J MS Yiikleme Tamponu: %5 Formic Acid %5 CAN’1n

icinde
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3.2. YOntem

3.2.1. Hiicrelerin bakimi ve pasajlanmasi

Aragtirmalarda esas olarak ylizeye tutunma 6zelligine sahip, androjene
duyarli insan prostat adenokarsinoma hiicre hatti olan LNCaP ve slspanse
ozelligine sahip U937 monosit hiicre hatti kullanildi. Hiicreler %10 FBS, %1
L-glutamin (2mM), %1 pencilin (100 U/ml) ve streptomisin (100 ug/ml)
iceren RPMI ortaminda %5 CO2 varliginda 37°C sicaklikta inkiibatdrde
kiltire edildi. U937 hiicre hatt1 i¢in 2 kez inaktive edilmis FBS kullanildi.

Hiicrelerin kiiltiir ortami 2 giinde bir taze ortam ile degistirildi. Yiizeye
tutunan hiicreler i¢in ortam steril cam pastor pipeti kullanilarak vakum
yardimi ile uzaklastirildi ve ilizerine taze ortam eklendi. Eklenecek ortam

miktart 10 cm’lik plateler icin 6 ml ve 6 cm plateler i¢in 3 ml olarak belirlendi.

Stispanse hiicreler 75 cm?’lik flasklarda biiyiitiildii. Kiiltiir ortamin
degistirmek icin hiicreler ortam icerisinde falkon tiipe aktarildi 130 g’de 5 dk.
santrifilij yapilarak eski ortam uzaklastirildi ve hiicrelerin iizerine taze ortam
eklendi. Hiicreler tiim ylizeyi kaplayacak kadar cogaldiklar1 zaman

pasajlanarak yeni kiiltiir platelerine aktarildi.

Yiizeye tutunan hiicrelerin pasajlanmasi i¢in yine oncelikle eski ortam
uzaklastirildi. Ca?* ve Mg?* icermeyen steril PBS ile bir defa yikandiktan
sonra plate boyutuna gore 250 ul-1 ml tripsin-EDTA sollsyonu ilave edildi
ve hiicrelein kalkmasini saglamak i¢in 37°C’de %5 CO2’li inkiibatdrde 3-4
dakika bekletildi. Tripsin-EDTA inaktivasyonu i¢gin eklenen miktarin 7 kati
kadar taze ortam hiicrelerin iizerine eklendi. Pipet yardimi ile hiicreler
homojenize edildi. Homojenizasyondan sonra belli bir kismi yeni kiiltiir
ortamina aktarildi ve biiylimeleri i¢in 37°C’de %5 CO2’li inkiibatore

yerlestirildi.
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3.2.2. Hiicre hatlariin dondurulmasi ve ¢ozdUrulmesi

Hiicre kiiltiirii aragtirmalarinda, hiicre hattinin belirli bir pasaj
araliginda kullanilmas: Onerilmektedir. Uzun vadeli kiiltiire edildiginde
hiicrelerde morfolojik degisim gibi bir takim fenotipik degisikliklerin ortaya
c¢iktig1 bilinmektedir. Bu nedenle hiicrelerin, yapisal olarak saglam kalmalari
ve canlilik ozelliklerini idame ettirebilmeleri i¢cin uygun sicakliklarda
saklanmalar1 gerekmektedir. Dondurma sirasinda hiicreleri korumak ig¢in
DMSO ve gliserol gibi kriyoprotektan ajanlar kullanilmaktadir. Hiicreyi
saklamak {izere dondurmadan 6nce normal pasajlama prosediiriinde oldugu
gibi islem yapildi ve hiicreler homojenize edildi. %5 DMSO eklenmis
hiicreler kriyotiiplere aktarilarak -86 °C’de veya azot tankinda saklandi.
Hiicreleri hizli bir sekilde ¢ozdiirmek amaciyla 37 °C’lik su banyosunda
(yaklasik 1-2 dk) bekletildi. Ardindan hiicre kiiltiir kabindaki 37°C’ye

1sitilmis taze ortam {izerine dikkatli bir sekilde ilave edildi.

3.2.3 Hiicre sayim

Hiicre yogunlugunu belirlemek tizere hiicre sayimi yapilir. Hiicreler
pasajlanirken, yeni kiiltiire istenen miktarda hiicre alabilmek amaciyla
hemositometreyle sayilirlar. Sayim i¢in hiicre siispansiyonundan 10 pl alinip
tripan mavisiyle 100 pl’ye tamamlanmistir (10 kat diliiye edilmis olundu).
Karisgim pipetle homojenize edilmistir. Hemositometre iizerine bir lamel
koyulmus ve sayilacak hiicre siispansiyonu bu ikisi arasina pipetle kenardan
verilerek yayilmistir. Hemositometre tizerinde yer alan 9 biiyiik kare igindeki
hiicre miktar1 sayilmistir. Hiicre yogunlugunu (hiicre sayisi/ml) belirlemek

i¢in asagidaki formiilden yararlanilmigtir:

Sayilan hucre miktar: x Diliisyon oram (10) x 104
9

Hiicre sayisi/ml =
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3.2.4. Makrofaj farkhlasmasi ve sartlandirilmis ortamin (CM-

Conditioned Media) toplanmasi

Makrofa) farklilagmasi ve sitokin Uretimini uyarmak i¢in, U937
monosit hiicreleri (8x10%) 20 ml ortam icerisinde, 75 cm? flasklarda kiiltiire
edildi ve 2 saat boyunca inkiibatorde bekletildi. Daha sonra konsantrasyon 16
nM olacak sekilde PMA ilave edildi ve 16 saat icerisinde hiicrelerin adesif
kiimeler olusturmasi takip edildi. Ardindan hiicre ortami 20 ml taze ortam ile
degistirildi. Hiicreler 2 saat dinlenmeye birakildiktan sonra, son
konsantrasyonu 10 ng/ml olacak sekilde LPS ilave edildi ve hiicreler 24 saat
streyle inkube edildi. Son olarak, tUst faz CM toplandi ve daha sonra
kullanilmak {izere 6nce 0.8 mm, ardindan 0.22 mm por ¢apindaki filtreden
gecirildi. Boylelikle hiicrelerden toplanan ve hiicreler ayrildiktan sonra kalan
filtratta bulunan TNFa, IL1f ve IL6 sitokinlerinin seviyeleri ELISA yontemi
ile belirlendi. Igerisinde bilinen seviyelerde pro-inflamatuar sitokinlerin
oldugu bu ortam (sartlandirilmis ortam/conditioned media/CM olarak
tanimlanir), prostat hiicrelerinde inflamatuar mikrogevre olusturmak
amaciyla besi ortami olarak kullanildi. Ancak bilinen ko-kiltlr
caligmalarindan farkli olarak, TNFa’nin hedeflenen konsantrasyonunu elde
etmek lizere konsantrasyonu bilinen bir CM ortami, normal besi ortami ile

seyreltilerek kullanildi.

. PMA
X indiiklenmesi LPS indiiksyionu
e e —_—

Farklhlagma Sitokin salgilanmasi

Conditioned
Makrofaj Medium(CM)

Sekil 3.1. In vitro inflamatuar mikrogevre modeli basamaklarinin sematik gosterimi
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3.2.5. Madde uygulamalar1 ve migrasyon deneyi

ATCC (American Type Culture Collection) tarafindan elde edilen
LNCaP hiicreleri gerekli yogunluga ulastifinda akut inflamatuar yanit
olusturmak i¢in 3, 6 ve 12 saat araliklar ile CM (500pg/ml TNF a) uygulanildi.
Oniki saat sonrasinda hiicre ortami uzaklastirildi ve PBS ile yikandi. Hiicreler
tripsin uygulamasi ile kaldirildiktan sonra serumlu ortam araciligiyla tripsin
inaktivasyonu saglandi. 4°C, 1000 rpm’da 5 dakika santrifiij edilerek serumlu
ortam serumsuz ortam ile degistirildi. Migrasyon deneyi icin 6 well plate
kullanild1. Rezervuara 2 ml serumlu ortam eklendi. Uzerine 8 pm por ¢apina
sahip Boyden chamber konulduktan sonra insertlere 1.5 ml serumsuz ortam
icerisinde 2 x 10° hiicre ekildi. inflamatuvar ortamin etkisi nedeniyle
migrasyon Ozelligine sahip olan hiicrelerin membrani gecmesi i¢in 62 saat

boyunca inkibe edildi (Sekil 3.1 ve 3.2).

r--"|:
_. 2) Serumsuz ortam

2ml | 1) Serumlu ortam

Sekil 3.2. Kemotaksi yaratilan durum ve kontrol gemberi.

3.2.6. WST-HUcre proliferasyon deneyi

Migrasyon oOzelligi gostermis olan kontrol ve CM uygulanmis
hlcrelerin proliferasyon ozelliklerini gostermek igin hicreler WST ile analiz
edildi. Hicreler 1x10*well olacak sekilde 96 well plate 100 ul/well kultir
ortami icine ekildi. Orneklerin bir kismma 10 nM R1881 uygulandi. 24 saat
sonra 10 pl/well hiicre proliferasyon reagenti WST-1 uygulanarak hucreler 3
saat boyunca (37°C, %5 COy) inkibe edildi. Zemin (background) kontrola
gore ornek absorbanst 450 nm’de hesaplandi. Referans dalga boyu 650 nm

olarak degerlendirildi.
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3.2.7. Immiinofloresan isaretleme ve Mikroskopi

Deney tasarimi i¢in kontrol grubu olarak inflamatuvar ortamda
migrasyon gecirmis LNCaP hiicreleri kullanildi. Hiicrelerin yiizeye tutunma
olasiligini arttirmak i¢in lameller poly-D-lysine ile kaplandi. Analiz siireci
boyunca lameller PBS ile ¢alkalandi, -20° C’de 30 dakika boyunca metanol
ile fikse edildi, PBS icinde %0,2 triton X-100 ile 5 dakika boyunca
calkalanarak permeabilize edildi ve PBS iginde %1 BSA ile 5 dakika boyunca
bloklandi. Antikorlar BSA: Triton X-100 (50:50) solusyonu i¢inde hazirlandi.
Primer antikor eklendikten sonra lameller parafilm ile kaplanarak 1 saat
boyunca (37°C, %5 CO>) inkiibe edildi. Sonrasinda 4 kez PBS ile yikandi.
Sekonder antikor uygulamasinda Alexafluor 594 (anti-mouse veya anti-
rabbit) ve/veya Alexafluor 488 (anti-mouse veya anti-rabbit) kullanildi ve 20
dakika boyunca (37°C, %5 CO3) inkibe edildi. Sonunda hiicreler 4 kez PBS
ile, ardindan %70 etanolda 5 dakika ve %100 etanolda 5 dk yikandi ve
lameller 0,5 pg/ml DAPI iceren %30 glycerol’li PBS solusyonundan 10 pl
damlatarak lam’a kaplandi. Hiicre goriintiisiinii analiz etmek i¢in Leica

DM4000B LED floresan mikroskop ve sistemi kullanildi.
3.2.8. Immiinoblotlama (Western Blot) analizi

3.2.8.1. Protein izolasyonu

RIPA modified tamponu kullanarak protein izolasyonu gerceklestirildi.
Bu amagla, hiicre kaziyict yardimiyla hiicreler ortam icindeyken kaldirildi ve
15 ml tiiplere toplandi. 300 g’de santrifiij edilerek ortam uzaklastirildi.
Hiicreler, 1 ml soguk PBS ile siispande edildi ve tekrar santrifiijlenerek PBS
uzaklastirildi. Hiicre miktarina uygun miktarda modifiye RIPA tamponu
(proteaz ve fosfataz inhibitorleri iceren) ile siispande edildikten sonra buz
Uzerinde 45 dk bekletildi. Sonra %30 gii¢le, %50 aralikla 20 sn sonikasyon
yapild1 ve 12.000 g'de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant yeni tiipe alindi,
protein lizat1 -86°C'ye kaldirildi.
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3.2.8.2. Protein miktarinin belirlenmesi

Elde edilen lizatlardaki protein miktar1 BCA protein miktar1 dl¢iim kiti
kullanilarak belirlendi. Eppendorf tiiplere 149 pl RIPA tamponu ve 1 pl
protein lizat1 6rnegi eklendi. BCA ¢alisma reaktifi; her 6rnek basina 75 pl
QA, 75 ul QB ve 3 ul QC olacak sekilde biitiin 6rnekler ve kor igin gerekli
toplam karigim hazirlandi. Hazirlanan BCA ¢alisma reaktifi vortekslenerek
orneklerin bulundugu tiiplere her 6rnek i¢in 150 pl eklendi. K6r olarak protein
lizat1 bulunmayan 150 pl RIPA kullanildi. Tipler vortekslenip, kisa
santrifijden sonra 60°C’de 1sitic1 blokta 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda orneklerin oda sicakligina gelmesi beklenip spektrofotometrede
562 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Elde edilen absorbans degerleri protein

standart egrisine gore hesaplanarak protein miktarlari pg /ul olarak belirlendi.

3.2.8.3. Proteinlerin SDS-PAGE ile ayrilmasi

Camlar sirastyla su-etanol-izopropanol ile silindi, hazirlanan ayirma jeli
iki cam aparatin arasina asagidaki tabloda belirlenen oranlar kullanilarak
uygun ylzdede dokuldu. Jelin dizgun bir bicimde donabilmesi icin Gzerine
izopropanol eklendi. Ayirma jeli donduktan sonra, ilizerindeki izopropanol
uzaklastirildi ve depolama jeli dokiilerek tarak yerlestirildi. Kullanilmadan
once gerekli hacimde 4xyiikleme tamponu igerisine %10 oraninda B-
merkaptoetanol eklendi ve karigtirildi. 50 pg miktarlarina karsilik gelen
hacimlerde her bir protein lizatindan yeni tiiplere 6rnek alindi ve su ile esit
hacme tamamlandi. Hazirlanan protein 6rnekleri 95°C’° de 5 dakika denatiire
edildi. Denatiirasyonun hemen ardindan 6rnekler buz iizerine alind1 ve jele
yiiklemeden Once kisa bir santrifiij yapildi. Kuyucuklara yiiklenen 6rnekler

uygun voltajda (80 V) ve surede (3-4 saat) yuratulda.
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Cizelge 3.1. Jel hazirlama tablosu

Ayirma jeli

(Separating) %6 %8 %10 || %12 || %15 |[| %20

(10 ml)

D dxayrmasjel |, ol o5mi | 25mi | 25mi [ 25mi || 25

tamponu

2) 30%

akrilamid 2.0 2.7 3.3 4 5 6.6

karisim

3) H.0O 54 4.7 4.1 3.4 2.4 0.8

4) 10% APS 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15

5) TEMED 0.008 || 0.006 | 0.005 |} 0.005 |l 0.005 | 0.005

10 ml 5ml 2.5 ml

D 4x on ayrmall, o 1.25 0.625
jeli tamponu

Depolama 2 30% akrilamid

o akrilami

Jeli 3) H20 5.7 ml 2.85 1.425
4) 10% APS 0.15ml 0.075 0.038
5) TEMED 0.010 ml 0.005 0.005

3.2.8.4.Membrana transfer

PVDF membran metanol ile islatilarak aktive edildi. Western-blot

3.2.8.5. Primer antikor ile isaretleme

transfer kaseti igine sirastyla siinger, Whatman kagidi, proteinlerin yiiridigii
jel, PVDF membran, Whatman kagidi ve silinger yerlestirilerek transfer
diizenegi hazirlandi. Transfer kaseti, transfer tankina yerlestirilerek gece boyu

+4°C’de 90 mA’de transfere birakildi.
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Transfer tankindan ¢ikarilan membran 2 kez TBS-T ile yikandi. TBS-
T'de hazirlanan %5 yagsiz siit tozu ile oda sicakliginda 1 saat bloklandi.
Bloklamadan sonra membran TBS-T ile 2 defa yikandi. Daha 6nce kullanim
orant optimize edilmis primer antikor, % 0,5 siit tozu i¢eren TBS-T'de
hazirlandi. Membran primer antikor soliisyonu i¢inde, oda sicakliginda 1 saat
ya da +4°C’de gece boyu yavasca ¢alkalanarak inkibe edildi. Membran 1
kez 15 dk ve 3 kez 5 dk TBS-T ile yikand:.

3.2.8.6. Sekonder antikor ile isaretleme

Kullanim orani 1/5000 veya 1/10.000 olarak optimize edilmis HRP-
bagl tavsan, fare ya da keci sekonder antikorlart % 0,5 siit tozu igeren TBS-
T i¢inde hazirlandi. Membran sekonder antikor soliisyonunda, oda

sicakliginda 1 saat yavase¢a calkalanarak inkiibe edildi. Membran 1 kez 15 dk
ve 3 kez 5 dk TBS-T ile yikandi.

3.2.8.7. Bantlarin goriintiilenmesi

Karanlik odada membran iizerine ECL-plus kiti solusyonu (A: B
soliisyonu 1:1 oraninda membran biiyiikliigline uygun hacimde hazirlandi)
dokiildii ve 4 dakika inkiibe edildi. Kasetin i¢inde 1ki asetat kagidi arasina
yerlestirilen membranin iizerine film konularak farkli siirelerde pozlama
gerceklestirildi. Film 1 dakika developer ve 30 saniye fikser solusyonundan

gecirildi, bantlar X-Ray film tzerinde gorunttlendi.

3.2.9. Subseluler fraksiyonlama deneyi

Tum inkibasyonlar ve santrifiijler 4°C 'de gergeklestirildi ve 1x proteaz
inhibitord kokteyli (Roche GmbH, Almanya) ve 1 mM DTT eklenmis
tamponlarla (lizis) subseliiler fraksiyonlama yapildi. Kontrol ve CM
uygulamasi sonras1 degismis olan hiicreler 10 cm?platelerde ¢ogaltildi. Hiicre
sayist 1 x 107 ulastiginda PBS ile yikand: ve 4000 rpm’de 3 dakika santrifiijle
hlcre ¢Okelti elde edildi. Hucre ¢okelti 500 ul buffer A (250 mM sucrose, 50
mM Tris-HCI, 5 mM MgCl.) ile resuspande edildi. Buz tzerinde sonikasyon
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(2 kez, 10 sn cont., 30 sn ara, %40 gii¢) yapildi. Lizat 6rnekleri 800g de 15
dakika santriflyj edildi. Cokelti A nukleus izolasyonu igin ayirildi, iist faz A
tekrar 1000 g 15 dakika santrifuj edildi. Elde edilen st faz B sitozol
proteinlerini ayirmak i¢in saklandi. Nukleus izolasyonu i¢in ayirilmis olan
cokelti A 500 ul buffer A ile tekrar ¢ozduruldi ve 1000 g 15 dakika santrifiij
edildi. Ust faz C sitozolik protein izolasyonu igin iist faz B’nin iizerine
eklenerek buzda saklandi. Cokelti C 500 ul Buffer B1 (1 M sucrose, 50 mM
Tris-HCI, 5 mM MgCl> ) ile resuspande edildi ve 1.5 ml buffer B2 (2 M
sucrose, 50 mM Tris-HCIl, 5 mM MgCl) tamponunun Uzerine dikkatlice
eklendi. Sonra 2100 g’de 1 saat boyunca santrifiij edildi. Ust faz atilip
cokeltinin tizerine 500 ul buffer D (20 mM HEPES, pH: 7.9, 1.5 mM MgCl.,
0.5 M NaCl, 0.2 mM EDTA, % 20 glycerol, % 1 Triton X-100) eklendikten
sonra 1400 rpm, +4 °C, 1 saat rotarde inklibe edildi. Sispansiyon buz
iizerindeyken sonikasyon (3 kez, 10 sn cont., 30 sn ara, % 40 gii¢) yapildi ve
9000xg 30 dakika boyunca santrifuj edildi. Niklear lizat Ust faz olarak elde
edildi. Buz iizerinde beklemekte olan B ve C iist fazlar sitozol proteinlerini
elde etmek icin 16000xg de 120 dk boyunca santrifilj edildi. Ust faz
sitoplazma fraksiyonu olarak saklandi, ¢okeltinin tizerine 500 ul buffer C (20
mM Tris-HCI, 0.4 M NaCl, % 15 glycerol, % 1.5 Triton X-100) ekledikten
sonra 1400 rpm ve +4 °C de 1 saat rotarda inkiibe edildi ve membran
bilesenlerini izole etmek i¢in 9000xg de 30 dakika boyunca santrifiij edildi.

Elde edilen protein drnekleri sonraki arastirmalar i¢in -86 °C sakland.

3.2.10. Reporter Gen analizi

2,5x10* kontrol ve 12h.5(NA) hiicreler 24 gozlii hiicre kiiltiirii kaplaria
ekildi ve 2 giin boyunca 37°C’de %5 CO2’li inkiibatdrde biiyiitiildiiler. Iki
giin sonra, kiiltiir ortam1 (RPMI), serumsuz (FBS) ve antibiyotik icermeyen
yeni ortam (500 pl) ile degistirildi ve hiicreler 2 saat 37 °C’de % 5 CO2’li
inkibatorde inkibe edindi. Daha sonra, hicreler Gzerine transfeksiyon

reaktifi ile sinyal raportdr (DNA yapisi) eklendi.
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Cizelge 3.2. Transfeksiyon karisiminin hazirlanisi.

RPMI  (FBS  ve 198,7 pl
Pen./Strep.igermeyen)

Transfection Reagent 0,3 ul (3:1 ratio)
DNA Konstrakti 1 pl (100 ng)
Toplam 200 pl

1 pg (1 pl ) DNA konstrakti ile 0,3 pl FuGene transfeksiyon reaktifi
100 pl negatif RPMI igerisinde ayr1 tiiplerde hazirlandi ve 5 dakika bekletildi.
Reaktif karisitmi DNA konstrakti iizerine eklendi, hafifce karistirildiktan
sonra oda sicakliginda 20 dakika boyunca bekletildi. Transfeksiyon karisimi
kuyulara damlatilarak uygulandi. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicrelere
10° M sentetik androgen (R1881) uyguland: ve 6 saat siireyle 37 °C’de % 5
CO2’li inkiibatorde inkiibe edildi. Uygulamadan sonra hiicreler PBS (fosfat
tamponu salin) igerisinde santrifiij tiiplerine toplandi ve 13.200 rpm, 4 °C'de,
2 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Her eppendorfe 100 pl
PLB (pasif lizis tamponu) eklendi ve donduriicu (rotor) iginde oda
sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Ornekler 4 °C'de 2 dakika
boyunca 13.200 rpm'de santrifiijlendi. Ust faz yeni eppendorf tiiplerine
aktarildi1 (Opsiyonel: Ornekler bu asamada -86 °C'de saklanabilir). BCA testi
ile protein konsantrasyonu olculdi. 95 pl numune 6zel beyaz, 96 gozli
kaplara yerlestirildi (buz iizerinde). Sonra kap luminometreye yerlestirildi.
Luminometre dagitict oda sicakligina getirilmis 100 ul Luciferase Assay
Reagent II (LAR II) i¢in ayarlandi ve 6l¢iim islemi gerceklestirildi (Hacim:
100 ul, Liminesans, Entegrasyon siiresi: 2000 ms, Aralik zamani: 2 sn.,
Filtre: 538, Gecikme Siiresi: 2 sn.) Sonra dagitict % 70 alkol ve distile su ile
temizlendi. Bu deneyde spesifik olarak prostat hiicrelerinde eksprese olan,
20-22 kDa civarindaki, androjenle regiile edilen ‘Probasinin vektorii’ ve
kontrol olarak ‘pGL-Basik vektdrii® kullanildi. Olgiim islemleri Fluoroskan
Ascent (ThermoFisher) florimetre cihazinda yapildi. Elde edilen veriler

Microsoft Excel’de degerlendirildi.
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3.2.11. shRNA lentiviral partikuller transdtksiyonu

2x10* LNCaP hiicreler 6 gozlii hiicre kiiltiirii kaplarina ekildi ve 2 giin
boyunca 37 °C’de % 5 CO’li inkiibatérde yogunluklar1 % 50-65 ulasana
kadar buyadtalddler. 2 gln sonra, % 10 serumlu (FBS), antibiyotik
(penisilin/streptomisin) i¢eren kiiltiir ortami1 (RPMI) igerisine polibren (5
pg/ml) eklendikten sonra yeni ortam var olan hiicre kiiltiir ortami ile
degistirildi. sANKX3.1 ve sh.kontrol lentiviral partikiilleri oda sicakliginda
¢Ozdiiriildii ve kullanmadan 6nce hafif¢e karistirildi. Uygun kaptaki hiicreler
20 pl miktarda lentiviral partikiller ile enfekte edildi. 24 saat sonra hicre
kiiltiirii ortam1 normal RPMI ortami ile degistirildi ve gece boyu inkiibe
edildi. ShRNA ifade eden klonlar1 segmek i¢in i¢in sh.NKX3.1 ve sh.kontrol
uygulanmig hiicreler 1:3 seklinde bdliindii ve RPMI ortaminda 48 saat
biiylitiildii. Puromisin dihidrokloriir uygulamasi yoluyla shRNA ifade eden
kararli klonlar segildi. Transdiiksiyona ugramayan hiicreleri 6ldiirmek igin
yeterli optimize edilmis konsantrasyonlarda puromisin kullanildi. Puromisin
konsantrasyonu baslangicta 2 ug/ml eklenerek zamanla miktar1 10 ug/ml’e
kadar ytiksetildi ve bu sekilde her 3-4 giinde bir ortam degistirildikten sonra
sabit klonlar secildi.

3.2.12. NKX3.1 CRISPR KO plazmidin LNCaP hicrelerine

transfeksiyonu

Transfeksiyondan iki giin 5nce LNCaP hiicre yogunlugu 5 x 10° olacak
sekilde 3 cm? platelerde 2 ml RPMI ortam igerisinde kiiltiire alindi.
Transfeksiyon yapmadan dnce hiicre yogunlugunun % 60-90 oraninda olmast
kontrol edildi. Transfeksiyon sirasinda NKX3.1 CRISPR KO Plazmid (Sc-
401789)-transfeksiyon ortami ile transfeksiyon ajaninin ortami ayri epandorf
tiiplerinde hazirlandi. DNA karisimi igin 1pg DNA 100 pl Opti-MEM™
icerisinde hazirlandi. Transfeksiyonu ajani olarak 4 pl Lipofectamine 2000
(kat.no. 11668-019) 100 pl Opti-MEM™ igerisinde seyreltildi. Karigimlar
yavasca karistirildiktan sonra 5 dk oda sicakliginda bekletildi. Iki tiip karisimi
birlestirildi ve 15 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu arada
hiicreler, serumu uzaklastirmak icin Opti-MEM™ besi ortamu ile yikandi.

Hiicrelere 1 ml Opti-MEM™ eklendi ve hazirlanmis DNA karisimi yavasca
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ilave edildi. Sonrasinda DNA-Lipofectamine karisiminin tiim yiizeye
yayilmast icin plate yavasca karistirildi. Hiicreler % 5 COg, 37 °C inkiibatérde
3 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siireci bitince hiicrelerin iizerindeki
tiim besi ortami1 yeni RPMI ortamu ile degistirildi. RPMI ortaminda 48 saat
boyunca inkube edildikten sonra transfeksiyon verimliligi GFP ekspresyonu

araciligiyla Immiinofldresan mikroskopta kontrol edildi.

3.2.13. Immiinofloresan isaretleme (96 kuyulu hiicre Kkiiltiirii

kabinda)

NOT: Tiim islemler yavas ve dikkatli bir sekilde buz iizerinde yapildu.

Kuyulara hiicre kultir edilmeden énce, hiicrelerin tutunma kapasitesini
yikseltmek icin poly-D-lysine ile kaplandi. Her bir plakaya 1x10* hiicre 100
ul ortam igerisinde ekildi ve 2 giin boyunca % 5 CO,, 37 °C inkiibat6rde
inkibe edildi.

Fiksasyon. Ortam uzaklagtirildi ve her plakaya 100 pl %100 metanol
eklendi ve -20 °C’de 30 dk bekletildi. Metanol yavasga uzaklastirildiktan
sonra hiicrelere 100 ul % 70 etanol eklendi ve +4 °C da 30 dk calkalamali
ortama birakildi. Etanolu uzaklagtirip her bir kuyucugun {izerine 50 pl %
0.2 triton X-100 igeren PBS eklendi ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyon

yapilarak hiicrelerin permeabilize olmasi saglandi.

Antikor Isaretlemesi. Triton X-100 uzaklastirildiktan sonra her
kuyuya 50 pl % 1 BSA iceren PBS eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda
inkiibasyon yapildi, ardindan bloklama soliisyonu uzaklastirilarak hiicrelere
sirastyla primer (1 saat, % 5 CO2, 37 °C°de) ve sekonder (20 dakika, %5 CO2
, 37 %C’de) antikor (30 pl/plate) uygulamasi yapildi. Antikor
uygulamalarindan sonra hiicreler PBS ile yikandi. Son olarak 100 pl dH20
eklenen hiicreler Fluoroskan Ascent (ThermoFisher) cihazinda fluorimetrik

olarak okundu.
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3.2.14. Akis Sitometrisi Analizi

6 cm? platelerde biiyiitiilmiis olan hiicreler tripsin yardimiyla toplandi
ve falkon tiiplere alindi. 1200 rpm (290g)’de 5 dk santrifiij yapildiktan sonra
st faz atild1 ve ¢okelti 5 ml PBS ile yikandi. Ayn1 hizda santrifiij yapilarak
cokelti elde edilmesinin ardindan hiicre ¢okelti 1 ml PBS ile ¢cézdiraldi. %
100 etanol (4 ml olacak sekilde) diisiik giigte vortekslenmekte olan hiicreler
tizerine damlalar halinde eklendi. Hiicreler islem siiresine kadar -20 °C’de
sakland1 (en az gece boyu, en fazla 1 ay). islem yapilacag: giin hiicreler 1200
rpm’de 10 dk +4 °C’de santrifiij yapildi (etanolu tamamen uzaklastirmak
i¢in). Cokelti 1 kere 5 ml PBS ile yikand1 ve 1200 rpm 10 dk +4 °C’de
santrifuj yapilarak ¢okelti toplandi. 1 ml % 0.1 triton X-100 iceren PBS
ekleyip 2-8 dk karistiricida karistirilarak hiicreler permeabilize edildi.
Kontrol grubundaki 6rnegin yaris1 boyanmamis ornek olarak kullanmak
amaciyla ayrildi ve hacim 1 ml’e kadar tamamlandi.

Antikor Isaretlemesi. Hiicreler 2000 rpm’de (300 g) 10 dk, +4 °C’de
santrifuj yapilarak iist faz atildi. 500 pl PBS igerisinde 20 pg/ml RNAse A
eklendi ve 30 dk boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Buz iizerinde bulunan
ornekler tizerine 5 pg/ml PI boya eklendi ve 15 dk boyunca inkiibe edildikten

sonra ‘Akis Sitometrisi’ cthazinda okuma yapildi.

3.2.15. Crystal violet boyasi ile koloni olusturma sayimlari

Kontrol olarak LNCaP ve NKX3.1 geni baskilanmis, inflamatuar
mikrogevrede migrasyon tetiklenmis olan 3h(2)?, 3h(2)?, 6h-1 ve 12h(2)?
hiicreler dort tekrarli olacak sekilde 3 cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarinda 1x10%
hiicre 2 ml RPMI ortami igerisine ekildi ve 3 giin araliklar ile her bir hiicre
kolonisinden birer 6rnek ayrildi ve crystal-violet boyasi ile boyanarak olusan
hiicre koloni sayis1 tespit edildi. Bdylece 12 giliniin sonunda her bir hiicre

¢esidinde devamli olarak kolonilerin olusum dinamigine bakildi.

Crystal Violet ile hiicreleri boyama. 3 cm?’lik plakalardaki hiicre
bliylime ortami uzaklastirildi, hiicreleri yikamadan hiicre kiiltiir kabini

kaplayacak kadar boya eklendi ve oda sicakliginda 20 dk bekletildi. Zamanin
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dolmasinin ardindan boya uzaklastirilarak tekrar kullanilmak iizere tiipe
toplandi. Fazla boyay1 uzaklastirmak i¢in hiicreler su ile yikandi. Hiicrelerin
kurumasi i¢in oda sicakliginda hava ile kurumaya birakildi. Koloni saysisini
hesaplamak i¢in fotograf makinesi araciligiyla kolonilerin goriintiileri ¢ekildi
ve ImageJ uygulamasi ile degerlendirildi. Elde edilen veriler MS Excell ile

grafige doniistlrildi.

3.2.16. Nano-LC-MS/MS ile 6rneklerde proteinlerin belirlenmesi
(IN SOLUTION DIGEST)

3.2.16.1. Numune Hazirlama. indirgeme ve alkilasyon, enzimatik

reaksiyon

Hiicre pelleti Gzerinde izolasyon lizis tamponu uzaklastirilir ve yerine
Digest Lysis Buffer soliisyonu eklenir. Lizis Tamponu: 8M Ure + 50mM
NH4CO0s (Ambic) + 1 fosfo tablet + 1 EDTA icermeyen tablet, 0,197 g ABC,
50 ml suda (50 mM) ¢oziilir; 4,8 g Ure 10 ml 50mM ABC'de ¢oziilir; ve
sonra tabletler eklenir. 1.5 ml jumbo i¢in 2 ml Lizis Tamponu eklenir. Tumu

adim adim uygulanir.

Cizelge 3.3. Protein 6rneklerinin kitle tayini i¢in hazirlama agamalari

Ekleme Zaman, Santrifij
Sicaklik
1 | Ure Lizis Tamponu 20
dak,
buzda
2 | Vorteks
3 7 numarali siklus sonike edilir, 2x60
Glc¢ % 25-50, 100ul siringa ile S,
cekilir buzda
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4 | SantrifQj 45 dk 14000,
4°C
5 | Protein Konsantrasyonunu él¢in 1
jumbo plaka 3-4 mg protein
6 1:100 1M DTT 30-45dk,
56 °C
7 | 1:50 1M CholoroAA veya IAA | 30 dk, RT
(karanlikta)
8 |1:100 1M DTT 15 dk, RT,
karanlik
9 |7 birim ABC ekle (1:8 50mM
ABC)
10 | 1: 100 Tripsin 12-16 saat, | inklbatorde
37°C
11 | Kitle tayini i¢in asitlestirmeden once alikotlamay1 unutmayin
12 | % 10 FA ile asitlestirin (~ pH 2-3)

3.2.16.2. SPE (Kat1 Faz Ekstraksiyon) Sistemi 1cc veva 3cc Sep-pak

Sep-pak baglama kapasitesi
3cc: 3-4 mg
lcc: 1-2 mg

Sep-pak'lar ve c¢oziimler hazirlanir. Numuneler kurudugunda,
numuneleri alinir ve 1 ml Asama Tampon A'da tekrar ¢oziliniiriir. Tamamen
cozulduklerinden emin olmak icin numuneler sonike edilir (2-3 dk;
numuneleri, bekletmek gerektiginde 40 ©°C'de tutabilirsiniz). Sep-pak’
sartlandirilir. Sonra 1 ml ACN ile 1slatilir ve 1 ml Stage Buffer A (x2) ile

yikanir. Sep-pak {izerine yeniden ¢oziilmiis ornekler eklenir (1 ml iginde),
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Sep-pak'a yiklemeden énce daima érnekleri vorteksleenmesi gerekiyor. 3 ml
Stage Buffer A yikama tamponu ile yikanir (x2). Sonra, 1 ml Ornek Tampon
B ile eliit edilir. Eliitler vakumda kurutulur (1s1 yok). Kurutulmus 6rnekleri -

20 °C'de saklanabilir.

3.2.16.3. nLC-MS / MS analizleri ve sonuclari

10 dk,
Ornekler + 50 p Yiikleme Tamponu ultrasonic bath
. >
— QOrnekler 10dk, 14000 rpm santrifiif
put in vial
— 40 pl LB (1:5)icinde 10 pl siipernatan al >
— nL.CMS analizi

Kiitle Spektinde Toplam Calisma Siiresi: 75 veya 90 dk

3.2.17. Veri analizi

MS analizi sonrasinda elde edilen baslangi¢ veri analizi i¢in Thermo
Discoverer 1.4 uygulamas: kulllanildi. Bilgi servisi i¢in ‘Mascot &
Sequest’den faydalanildi. MS/MS spektrumlari, insan Uniprot veritabanina
karst arandi. Her iki peptide % 0,01 FDR kullanildi. Biyoinformatik
analizinden once, ortaya ¢ikan protein listesi, yaygin kirletici maddeleri

elemek ve veri tabani isabetlerini ortadan kaldirmak i¢in filtrelendi.

3.2.18. Protein verilerinin biyoinformatik analizi

Farkli eksprese edilen proteinleri belirlemek icin Venn diagrami

(http://bicinformatics.psh.ugent.oe) kullanildi. Inflamatuar ortama yanit

olarak degisen Orneklerde ortak eksprese edilen proteinlerin fonksiyonel
analizi i¢in ‘FunRich’ uygulamasi araciligi ile yapildi. Diger zenginlestirilmis

analizler icin DAVID 6.8 ve PANTER veritabanlarindan faydalanildi.


http://bioinformatics.psb.ugent.be/
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Hiicre ornekleri arasindaki protein ekspresyonu degisiklikleri, dokular
arasinda en biiylik farklar1 elde etmeyi amacglayan, log2 kat degisim

kisaltmasi 1.5'e (kat degisim 2.8'e esdeger) ile degerlendirildi.

Log2 kat degisim kislatmasina gore filtrelenmis hiicre orneklerinin
biyoinformatik  potein  analizleri  Perseus  yaziliminda  yapildi
(http://www.perseus-framework.org/). Tiim analizler i¢in, verileri yalnizca
numunelerin >% 70'inde dlgiilen proteinleri icerecek sekilde filtrelendi. ig
standarda yoOnelik oranlar, her numunede en sik degerin ¢ikarilmasiyla
normallestirildi ve eksik veri noktalari, 0.3 genigliginde ve 1.5'lik bir

kiigtiltiilmiis normal dagilim olusturularak elde edildi.
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4. BULGULAR

4.1. LNCaP Hiicrelerinde CM Aracihkh Migrasyonun
Tetiklenmesi ve aracihgiyla  Morfolojik  Degisikliklerin

Olusturulmasi

Bu c¢aligmada, prostat kanserinin inflamasyon araciliklt gelisim
siirecinde hiicrelerin migrasyon yeteneklerinin arastirilmasi ve iligkili olasi
protein hedeflerin tanimlanmast amaglandi. Bu hedef dogrultusunda,
deneylerde androjen yanitt olusturan LNCaP hiicre hatt1 kullanildi. Deneyde,
oncelikle inflamatuar mikro ¢evrede migrasyon 6zelligi gdsteren hiicreleri
elde etmek icin Boyden cemberi kullanildi. Icerisine 8 pm (1x10%cm?)
boyutunda deliklere sahip olan, 24 mm ¢apindaki, 6 kuyucuklu hicre kalttr
kaplar1 i¢in “Polycarbonate Transwell Inserts’ler (Corning) yerlestirildi
(Sekil 4.1). Migrasyon yetenegi yiikksek olan hiicrelerin kemotaksis
yetenekleri aracilikli secilebilmeleri i¢in gen ekspresyonu degisiklikleri ve
diger uygulamalar Oncesinde serum aracilifiyla gradyan olusturularak

hiicrelerin kemotaksi ile migrasyon yapmalar tetiklendi.

Sekil 4.1. Boyden ¢emberi ve yerlestirilen membran yap1

Inflamatuar mikrogevrenin etkisiyle migrasyon yetenegi kazanan
hiicrelerin membran1 gegebilmeleri i¢in hiicreler 62 saat boyunca inkiibe
edildi. Invazyon sonrasinda kiiltiir kabinin alt bélimine dokiilen hiicreler
koloni olusturmaya baglayinca, klonlarin bir birine karigsmadan biiytimeleri

icin her bir klon 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabinin farkli kuyucuklarina
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aktarilarak biyitiildi. Burada CM uygulamasi yapilmamis kontrol
hlicrelerinde de migrasyon tespit edildi. Go¢ eden kontrol hiicrelerine karsi
kisa stireli CM uygulamasi (3, 6 ve 12 saat) sonrasi go¢ eden hiicreler morfo-
fizyolojik farklilik gosterdi (Sekil 4.2). Migrasyon deneyi sonrast biiyiitiilen
orneklerde, kontrol hiicresinin olusturdugu koloniler kiclik, 6 saat CM
uygulanmig O6rnekler nonadhesif ve 12 saat CM uygulanmis Orneklerin

olusturdugu kolonilerin daha biiyiik oldugu gozlemlendi.

kontrol CM 6h CM 12h

Sekil 4.2. Inflamasyon ile uyarilan migrasyon deneyi sonucunda elde edilen LNCaP

hiicrelerinin 151k mikroskobu ile ¢ekilmis goriintiisii

LNCaP hiicrelerinin kiiltiir edilme siirecinde bazi hiicrelerde
nonadhesif 6zellikler gdzlendi ve buna gore hiicreler sekil 4.3°de goriildiigii

gibi siniflandirildi.
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Sekil 4.3. Pasajlama Siirecinde Farklilik Gosteren Hiicrelerin Hiyerarsisi C: Kontrol
hicreleri, C(NA)-yiizeye baglanma 6zelligi diisiik olan kontrol hiicreleri. 12h: 12 saat CM
uygulanmig ve 12h(NA)-yiizeye baglanma o6zelligi diisiik olan hiicreler. 6h: 6 saat CM

uygulanmis hiicre 6rnekleri.

Smiflandirilmis hiicre 6rnekleri ayri kiiltiir kaplarinda biiyiitiildi.
Kontrol ve CM12h grubundaki hiicrelere karst CM6h hiicre 6rnekleri ¢ok
yavas blytidii. Hizli biiyiiyen hiicre klonlarindaki protein degisikliklerini
kontrol etmek ve en ¢ok degisim gosteren klonu segmek i¢in SDS-PAGE ve
Western Blot deneyi yapildi. Ek olarak kontrol LNCaP hiicreleri de deneye
dahil edildi. Epitelyal marker olan E-kaderin, ve E-kaderine baglanan (-
katenin prostat hiicrelerine 6zgu metastatik kanser drneklerinde ekspresyonu
baskilanan NKX3.1 ve diger mitotik antikorlar ile isaretleme yapildi (sekil
4.4). Sonuglara gore; kontrol ile karsilastirildiginda go¢ eden hiicrelerin
protein seviyelerinde degisimlere rastlandi. Ayni anda, go¢ eden hiicre
klonlarininda kendi aralarinda farkliliklar gdsterdikleri bulgulandi. Bir

sonraki deney i¢in en fazla degisiklik gosteren 12h.5(NA) hiicre klonu segildi.
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Sekil 4.4. 500 pg/ml TNFa igeren inflamatuar mikrocevrede metastatik 6zellik
kazanarak membrani gegmis olan LNCaP hiicreleri protein ekspresyonundaki degisiklikler.
Kontrol grubuna gére protein ekspresyon seviyesinde belirgin farklar gdzlemlendi. En fazla
degisiklik gosteren 12h.5(NA) hiicre klonlarinda E-kaderin, B-katenin ve NKX3.1

proteinlerinde yikimin gergeklestigi, B-katenin %2 ekspresyonunun da arttigi gézlemlendi.

4.2 Inflamasyon Araciikh Migrasyon Sonrasinda Hiicrelerin

Proliferasyon Hizinin Arastirilmasi

Inflamatuar mikrogevrenin tetiklemesiyle migrasyon yaparak alt
tabakaya ge¢mis olan LNCaP hiicrelerinin, degisen proliferasyon hizini ve
androjen varligindaki proliferasyon kapasitesini arastirmak amaciyla, bu
hiicreler ve kontrol hiicreleri kullanilarak WST-1 deneyi yapildi. 96
kuyucuklu hiicre kiiltiir kabinda biiyiitiilen hiicrelerde, R1881 (sentetik
androjen)  varliginda ve yoklugunda proliferasyon hizinin degisimini
belirlemek igin her bir kuyucuga 10 pL WST-1 reaktifi eklendikten sonra
hiicreler 3 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan
sonra spektrofotometre cihazinda 450 ve 650 nm dalga boylarinda 6l¢iimler

alindi. Deney (¢ tekrarli olacak sekilde yapildi. Olgiim kitinin yontemine
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uygun olarak yapilan WST-1 analizinden sonra elde edilen sonuglar MS
Excel’de grafige doniistiiriildii (sekil 4.5). Oncelikle tiim 6rneklerdeki uyarma
dalga boyu degerinden emisyon degerini ayirarak proliferasyon hizi bulundu,
R1881 uyarist yapilmamis kontrol hiicrelerini esas alarak tiim degerler
ylzdeye ¢evrildi ve ii¢ tekrardan olusan her bir deney setinin ortalama degeri
bulundu. Histogramdaki degerler, 12 saat CM uygulamasi sonras1 go¢ eden
hiicre klonunun proliferasyon hizini starvasyona bagli géc eden kontrol

hiicrelerin proliferasyon hizina oranlanmast ile elde edildi.

Migrasyon ozelligi tasiyan hiicrelerde proliferasyon
degisimi

|
]

100 l l

(%) A450-A650

R1881(-) R1881(+) R1881(-) R1881(+)
Kontrol 12h.5(NA)

Sekil 4.5. CM uygulamasi sonrasinda metastatik degisim gosteren 12h.5(NA) hiicre
Orneginin, CM uyarisi yapilmayan kontrol hiicrelerine karsi proliferasyon kapasitelerindeki
degisiminin WST-1 yontemi ile degerlendirilmesi. Kontrol hiicrelerine kiyasla, 12h5(NA)
hiicrelerde proliferasyon hizinin yiiksek oldugu, androjen varliginda ise bu farkin daha da

arttig1 belirlendi (p <0,01).

Daha oOnce yapilan ¢alismalarda androjenin prostat hiicrelerinde
proliferasyon hizim yiikselttigi bilinmektedir (Xin Yuang, et. al., 2006).
Deneyde R1881 uygulamasi sonrasi proliferasyonun yiikseldigi goriildii.
Androjen yoklugunda go¢ eden kontrol ve 12h.5(NA) hiicreleri arasinda
bliyiik bir fark gézlenmezken (% 3,5), androjen varliginda bu farkin R1881

uygulanmis drnekler arasinda % 17,5 ‘e varan oranda ytikseldigi tespit edildi.
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Daha sonra, kontrol olarak secilen LNCaP hiicrelerine karsi migrasyon
deneyi sonrasinda go¢ eden hiicrelerdeki proliferasyon farkini aragtirmak i¢in
yapilan deneyde sadece starvasyona bagli olarak go¢ eden kontrol
hiicrelerinde proliferasyonun, inflamasyonun yaptigi etkiye gore diisiik
oldugu goriildii. Laboratuarimizda yapilan daha o©nceki ¢alismalarda
gozlendigi (Debeleg-Biitiiner ve ark 2015) ve beklendigi iizere hiicrelerin
proliferatif kapasitesinin degismesinde inflamasyona maruz kalma siiresinin
de 6nemli oldugu goriildii. Sadece anlamli artisin 12h.5(NA) hcrelerinde
androjen varliginda oldugu, ancak ‘CM 6h’ ve ‘kontrol-1’ hiicre serisinde
marjinal aralikta ters bir etki gozlendi. Bu Orneklerde R1881 varliginda
goriilen proliferasyon hizinin R1881 yokluguna gore daha diisiik oldugu

goralda.
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Inflamasyona karsi migrasyon ézelligi kazanan hiicrelerde proliferasyonun degisimi
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Sekil 4.6. Farkli siirelerde 500 pg/ml TNFa igeren CM uygulamasi sonrasinda metastatik Ozellik kazanan hiicrelerin, proliferasyon

kapasitelerindeki degisiminin WST-1 yontemi ile degerlendirilmesi. Microsoft Excel programu kullanilarak elde edilen sonuglardan grafik olusturuldu.
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Sekil 4.7. Subseliiler fraksiyon deneyinde diferansiyel olarak ayirilmis protein

fraksiyonlarinin western blot goriintiisti.

Pro-inflamatuar sitokinlere (CM ortami1) maruz kalarak migrasyon
yetenegi kazanan LNCaP hiicrelerinin, proliferasyon oranimi protein
ekspresyonu seviyesinde gozlemlemek uzere diferansiyel santrifigasyon
yontemi uyguland1r ve bu sekilde subseliiler fraksiyonlama gerceklestirildi.
Proliferasyon markeri olan  p-Histon3®e9 jle hicrelerin proliferasyon
duizeyleri ve epitel hiicrelerine 6zgii olan membrana bagli E-kaderin proteininin
ekspresyon diizeyleri arastirildi. Western Blot yontemi ile elde edilen
sonuglarda Histon3®9 fosforilasyon seviyesinin kontrol hiicrelerine gore
fazla eksprese olmasi ve E-kaderin proteininin internalizasyonu ve sonucunda
yikimi, bu hiicrelerin EMT gecisi asamasinda olduguna dair 6n bilgi

vermektedir.

4.3. Reporter Gen ile Go6¢ Eden Hiucrelerde AR

Transaktivasyonunun Arastirilmasi

Kontrol grubu hiicrelerine karsi degisim derecesi yiiksek oldugu
diisiiniilen  12h.5(NA) hiicrelerindeki Androjen reseptorii  aracilikli
transaktivasyon yanitini incelemek amaciyla reporter assay deneyi tasarlandi.
Her bir hicre serisine negatif kontrol olarak pGL3Basic reporter vektori
(promoter bolgesi icermeyen) ve pozitif kontrol olarak androjen ile

diizenlenerek prostatta eksprese oldugu bilinen, liisiferaz aktivitesine sahip
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pProbasin reporter vektori transfekte edildi. Hem negatif hem pozitif kontrol
transfeksiyonu yapilmasmin ardindan hiicrelerde AR transaktivasyonunu
kontrol etmek icin R1881 (+/-) uygulamasi yapildi. Daha sonra androjen
varliginda ve yoklugunda probasin liisiferaz aktivitesi ol¢iildii. Elde edilen ates
bocegi liisiferaz aktivitesi Ornek protein konsantrasyonuna boliinerek

normalize edildi ve Microsoft Excel’de grafige dontstiiriildii (Sekil 4.8).

0.016

0.014

0.012

0.01 —

0.008 —

0.006

0.004 [

0.002 ‘ { —
[

Relatif Liisiferaz Aktivitesi

o1 x_LA L
R1881(-) | R1881(+) | R1881(-) | R1881(+) | R1881(-) | R1881(+) | R1881(-) ‘ R1881(+)
pGL3-Basic Probasin pGL3-Basic Probasin
Kontrol CM 12h(NA)5

Sekil 4.8. Migrasyona ugramis hiicrelerde AR transaktivasyonu.

pGL3Basic vektori transfekte edilen kontrol hiicrelerinde 6nemli bir fark
gozlenmezken, pProbasin transfekte edilen ve R1881 uygulanmis hiicre
grubunda bir aktivite gozlenmektedir. Bu reporterin kontrol aktivitesini temsil
etmektedir. pGL3Basic’e gore Liisiferaz Reporter tasiyan ve promotorii
minimal promotérden sigan Probasin’e degistirilmis reporter plazmid
transfeksiyonu durumunda hiicrelerde AR transaktivasyonunun yiiksek olmasi
deneyin calistiginin kanit1 olarak degerlendirilmistir. Ancak, bu asamadan
sonra elde edilmek istenen; inflamasyona bagli go¢ eden 12h.5(NA) hiicre
serisinde androjen varliginda probasin aktivitesinin durumu olup, bu deney

setinde hem pGL3Basic vektoriine gére hem de kontrol grubuna gore yiksek
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aktivite saptanmistir. Bu durum hiicrelerde inflammasyona bagil
degisikliklerin androjen yolagi disinda da AR transaktivasyonunun artabiliyor

oldugunu gostermektedir.

4.4. LNCaP Hiicrelerinde, Inflamasyon Varhginda EMT Gegisinin

N-kaderin ve Vimentin Markerleri ile Kontrol Edilmesi

Migrasyon deneyi sonrasinda elde edilen hiicre serilerinde, epitelyal
hicre adezyon molekdli olan E-kaderin kaybinin ardindan, de novo N-kaderin
protein ekspresyonunun var olup olmadigini kontrol etmek i¢cin Western Blot
analizi yapild1.

A
) LNCaP 12h.5(NA) PC-3

N-cadherin —> ™

- -

B
) Kont-1 CMI2h  CM 12h (NA), CM12h.5day
M S NM S N M S NM S N
N-cadherin —  * - — - <

p-actin —» - - - -

Sekil 4.9. CM uygulamas: sonras1 yapilan migrasyon deneyinde elde edilen LNCaP

hicre klonlarda, N-kaderin ekspresyonunun artigin1 gésteren western blot goriintiisil.

A. LNCaP negatif kontrol hiicre hatti ve N-kaderin ekspresyonuna sahip olan kemik
metastazi hiicre hattt PC3 pozitif kontrol olarak kullanilmis ve inflamasyon varliginda LNCaP
hicrelerinden elde edilen 12h.5(NA) serisinde N-kaderin ekspresyonu incelenmistir.

12h.5(NA) serisinde N-kaderin ekspresyonu kontrole gore 6nemli derecede artmustir.

B. Kont-1 (kontrol-1) olarak isimlendirilen, CM ile migrasyona ugrayan LNCaP
hiicreleri ve ayni migrasyon deneyinden elde edilen diger hiicre serilerinin N-kaderin

ekspresyonunun subseliiler fraksiyonlama sonrasindaki western blot sonucudur.
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12h.5(NA) hicrelerinde N-kaderin ekspresyonunun tespit edilmesinin
ardindan (sekil 4.9. A) migrasyon deneyinde elde edilen diger klonlarda da
(sekil 4.3) aymi sekilde N-kaderin ekspresyonuna bakmak ve ayni anda
proteinin lokalizasyonunu tespit etmek icin subseliiler fraksiyonlama deneyi
yapildi. Bu yontem ile membran, sitoplazma ve niiklear proteinler ayirildi.
Western Blot analizi sonrasinda geri kalan hiicre serilerinden farkli olarak 12
saat CM uygulamasi sonrast nonadhesif olarak gruplandirilan hiicrelerde N-

kaderin ekspresyonunun kazanildig: goriildii (Sekil 4.9).

Yukarida tespit edilenlerden yola ¢ikarak bir sonraki deneyler i¢in 12 saat
CM uygulamas: yapilan ve nonadhesif olarak gruplandirilan hiicre 6rnekleri
hem de 6 saat CM uygulamasi sonrasinda go¢ eden ve uzun bir siire nonadhesif
bulunmanin ardindan (sekil 4.2) tekrar tek tabaka hiicre morfolojisine gecen ve
prolifere olmaya baslayan ‘CM6h’ hiicreler bir sonraki deneyler i¢in se¢ildi.
Invazyon ve migrasyon &zelligine sahip olan bu hiicreler, normal inkiibasyon
kosullarinda ve RPMI besi ortaminda beslendi ve hiicreler 2 pasaj gecirdikten
sonra N-kaderin ve diger proteinlerin ekspresyon seviyeleri Western Blot’ta

tekrar kontrol edildi.

LNCaP CM6h 12h.4(NA) 12h.5(NA)

M S N M S N MS N M S N

N-kadherin —» -
E-kadherin —» = "= - -
B-katenin —» - o~ -_ — —
p-Histon3®er10) _, | o J— -
B-actin —> — — - ———

Sekil 4.10. Inflamasyona yanit olarak go¢ eden hiicre serilerinde EMT markerlerinin

kontrold.

Ozellikle 12 saat boyunca CM uygulanmis drneklerde, daha belirgin bir

protein ifadesine sahip oldugu western blot’ta goriilen (Sekil 4.10), kazanilmis



86

olan N-kaderin ekspresyonunun, zamanla ne kadar degistigini arastirmak
amaciyla yapilan deneylerde, N-kaderin seviyesinin azaldig1 goriildii. Ancak,
ayn1 orneklerde E-kaderin seviyesinin hala dnemli derecede diisiik oldugu, -
katenin ‘in belli miktarda sitoplazmaya internalize oldugu goriildii Bu sonuglar
daha sonra yapilan IF deneylerinde (sekil 4.12) degismeyen [-katenin
seviyeleri ile de uyumlu bulundu. Ayrica p-Histon3®¢9 proteininin kontrol
hiicrelerine gore asir1 ekspresyonu, hiicrelerin mitotik aktivitelerinin yiiksek

oldugunu gosterdi.

Yapilan birgok arastirmada, EMT gecisi evresinde, vimentinin
predominant olarak asir1 eksprese oldugu bilinmektedir. Buna bagli olarak
EMT ozelligi kazandigi diisiiniilen “12h.5(NA)” ve “CM6h” Orneklerinde

vimentinin ekspresyon seviyesi kontrol edildi.

S

E kadherin —» |
B-katenin —> s— - H
Nl —
Pakiin —> W S— —

Vimentin —» - —
-

Sekil 4.11. Inflamatuar mikrogevreye yanit olarak migrasyon ozelligini kazanmis
hiicrelerde; B-katenin, E-kaderin ve artan vimentin protein ekspresyonlarinin goriildiigii

western blot goriintisu

Farkli zamanlarda CM uygulamasi yapilmis olan LNCaP hiicrelerinde
hem morfolojik hem de fizyolojik degisimler oldugu goézlemlenmisti fakat
inflamasyon varliginda ekspresyonu baskilanan bazi proteinlerin daha sonra

tekrar eksprese oldugu goriildi. Elde edilen western blot sonucuna gore
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inflamatuar mikrogevrede baskilanan E-kaderin ve NKX3.1 proteinlerinin
tekrar fonksiyon kazandigi goriildi. LNCaP hiicrelerinden farkli olarak
secilmis O6rneklerde vimentinin de asir1 eksprese edildigi bulgulandi. Bu gibi
degisimler EMT geciren hiicrelerin kisa bir siire sonra tekrar MET gecisine

ugradigin diisiindiirdii.

4.5. inflamasyon Varhginda Vimentinin Fonksiyon Kazanmasi ve

Hucre Morfolojisindeki Roli

Inflamasyona yanit olarak degisen hiicrelerde vimentin ekspresyonunu
kazandigin1 gosteren western blot sonuglarindan yola ¢ikarak (sekil 4.11) bu
hiicrelerde EMT’e bagli degisim olabilecegi ileri siiriildii. Bu tahmini
kanmitlamak i¢in EMT pozitif markeri olan vimentin ve N-kaderin hem de
negatif markeri E-kaderin antikorlar1 kullanarak immiinofloresan isaretleme
yapildi. Kontrol hiicrelerinde, baglant1 bolgelerinde net olarak goriilebilen E-
kaderin lokalizasyonunun, CM varliginda azaldigi ve hiicre baglanti
bolgelerinin bozuldugu gozlendi. Vimentin ise kontrol hiicrelerinden farkl
olarak go¢ eden drneklerde eksprese edildi. immiinofloresan isaretleme ‘CM
6h’ ornek ile ilgili western blot sonucunu kanitladi. Sekil 4.11°deki western
blot analizi sonucundan farkli immiinofloresan goriintiistinde 12h.5(NA)

hiicrelerinde de vimentinin eksprese edildigi gosterildi.
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Sekil 4.12. A. Inflamatuar mikrogevreye yanit olarak migrasyon dzelligi kazanmis olan
hiicrelerde, kontrol hiicrelerine kiyasla membranlarda B-katenin ve E-kaderin seviyelerinin
azaldigint B. Vimentin ve N-kaderin seviyelerinin arttigin1 gosteren immunofloresan

mikroskobu géruntileri

4.6. Inflamasyona Yamt Olarak Go¢ Eden Hiicrelerde Coklu

Antikor Isaretlemesi ile Protein Seviyelerinin Arastirilmasi

Inflamatuar mikrogevrede biiyiitillen ve metastatik ozellik kazanan

LNCaP hucrelerinde meydana gelen degisiklikleri dogrulamak i¢in cam tabanl
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96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda immunofloresan isaretlemeler yapildi.
Dort tekrardan olusan kontrol ve CM uygulanmis hiicrelerde 12 farkli proteinin
ekspresyon seviyelerine bakildi. Tiim Ornekler ilgili primer antikorlar ve
sekonder antikoru Alexa488 (yesil) ile isaretlendiler. A485-A538 dalga
boyunda fluorimetrik okuma yapildi. Sonra hiicre kiiltiir kabindaki siv1 % 70
alkol aracilig1 ile uzaklastirilarak cam taban kurumaya birakildi. Fluorimetrik
okuma sonuglarini normalize etmek i¢in hiicreler DAPI ile boyandi ve A355-
A460 dalga boyunda okuma yapildi. Elde edilen sonuglar Microsoft Excel
programinda normalize edildi ve grafige doniistiiriildi (Sekil 4.13/4.14)
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‘CM 6h’ protein ekspresyonu
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Sekil 4.13. CM.6h hiicrelerindeki proteinlerin fluorimetrik degerlerinin kantitatif olarak karsilastirilmast (*p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001)
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12hS5(NA) protein ekspresyonu
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Sekil 4.14. 12h.5(NA) hiicrelerindeki proteinlerin fluorimetrik degerlerinin kantitatif olarak karsilagtirilmast (*p<0.05, **p<0.01,

**%p<0.001)
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Sekonder antikor olarak secilen 488 dalga boyundaki antikorun farkli
primer antikorlarda farkli verimlilik ile c¢alistigin1 ve primer antikorun
hedefledigi proteinin hiicrede bulunma oranmin farkli olabilecegi goz
ontlinde bulundurularak grafik goriintiisii ayn1 protein grubundaki kontrol
ornegine gore degerlendirildi. ‘CM.6h’ hiicre 6rnegi sonuglarinda (sekil
4.13) kontrole kars1 degisim orani yiiksek olan proteinlerin kat degisim
degeri pHiston3®10 (19,35%), pAKT1/2/3Ce473) (25,45%), p-katenin
(16,37%), vimentin 42,61%) ve B-tubulin (33,82%) oldu. 12h.5(NA) hicre
orneginde (sekil 4.14) kontrole kars1 degisen proteinlerin kat degisim orant
E-kadherinde (15,31%), pHiston3Ce9de (23,73%), p-AK T 73)(54,5%),
PLK-1 (40,07%), pB-kateninde (14,68%), vimentinde (26,32%), AKT-1’de
(6,72%), B-tubulinde (6,4%) olarak tespit edildi.

4.7. LNCaP Hiicrelerinde NKX3.1 ifadesinin susturulmasi

Prostat hucrelerinde spesifik olarak eksprese olan NKX3.1
proteininin, inflamatuar mikrocevrede olusan migrasyonu baskiladigi
ortaya konmustur. Ayrica yapilan c¢aligmalarda, NKX3.1 yikiminin
dogrudan veya dolayli olarak f-kateninin membran yerlesimini 6nemli
derecede degistirdigi ve hiicrelerin migrasyon kapasitelerinin artmasina
dolayisiyla yeni bir fenotipin olusumuna aracilik ettigi gosterilmistir
(Debelec-Butuner et all.,2014). Buna bagh olarak inflamatuar
mikrogevrede NKX3.1 LNCaP hiicrelerinde ortaya ¢ikan degisiklikleri
NKX3.1 yoksunlugu durumunda arastirmak amaciyla shNKX3.1 lentiviral
partikiilleri kullanilmis ve elde edilen klonlardaki NKX3.1 ekspresyon
seviyeleri Western Blot ile analiz edilmistir (Sekil 4.15)
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Sekil 4.15. NKX3.1 ekspresyonunun baskilanmasi ve zaman igerisinde geri
kazanilmasi. A) Transdiiksiyon yapildiktan sonraki ilk hafta ve B) iki hafta sonra elde
edilen sonuclar

Sekil 4.15°deki western blot sonucuna gore viral transdiiksiyondan
hemen sonra yapilan analizlerde sh.kontrole karsi sh.NKX3.1 drneklerinde
protein yikiminin marjinal bir miktarda basarili oldugu gorilmiistiir.
Transdiiksiyon verimliligini stabilize etmek i¢in ayni sh.kontrol ve
sh.NKX3.1 6rnekler normal RPMI ortaminda 10 giin boyunca beslenerek
tekrar analiz edildiklerinde. NKX3.1 ekspresyonunun zaman igerisinde geri
kazanildig1 belirlenmistir. Bu durumda, mevcut yontem NKX3.1 yikiminin
inflamasyon lizerindeki etkisini arastirmak i¢in etkili bir yontem olmadig1
diistiniilmiis, LNCaP hiicrelerinde NKX3.1 genini kalici olarak baskilamak
icin CRISPR-Cas9 sistemi kullanilmistir.



94
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Sekil 4.16. NKX3.1 CRISPR KO plazmidinin yapist

Kiimelenmis Diizenli Aralikli Kisa Palindromik Tekrarlar (CRISPR-
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) ve CRISPR-
iligkili protein (Cas9) sistemi, arkea ve bakteriler tarafindan kullanilan
adaptif immiin yanit savunma mekanizmasidir ve hiicreye giren yabanci
genetik materyalin bozulmasi i¢in i goriir. Bu mekanizmanin, gen
miithendisligi dahil olmak tizere birka¢ genom dizenleme yonteminde,
memeli hiicrelerinde gen susma (KO) isleminde kullanilabildigi ortaya
konulmustur. CRISPR/Cas9 KO Plazmid Grinleri rehber RNA (guided
RNA-gRNA) kullanmilarak spesifik genleri tanir ve parcalara ayirir

(https://www.scht.com/scbt/product/nkx-3-1-crispr-knockout-and-

activation-products-h).

NKX3.1 CRISPR/Cas9 KO plazmidi, insan NKX3.1 geninde 5’
yapisal ekzonunda ¢ift zincir kirigina (DSB) neden olarak gen
ekspresyonunu engellemek {izere tasarlanmistir. NKX3.1 CRISPR/Cas9
KO Plazmid vektorii her biri GFP ve Cas9 niikleazin1 kodlayan ve hedefe
0zgl 20 niikleotit gRNA igeren, 3 farkli plazmid havuzundan olugsmaktadir.


https://www.scbt.com/scbt/product/nkx-3-1-crispr-knockout-and-activation-products-h
https://www.scbt.com/scbt/product/nkx-3-1-crispr-knockout-and-activation-products-h
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LNCaP hicrelerine NKX3.1 CRISPR KO plazmidi transfekte
edildikten sonra NKX3.1 antikoru ile isaretleme yapildi ve transfeksiyon
verimliligi immiinofléresan mikroskop ile kontrol edildi. Transfekte olan

hiicreler GFP ekspresyonu araciligi ile belirlendi (Sekil 4.17).

Sekil 4.17. NKX3.1 CRISPR KO plazmidinin LNCaP hiicrelerine transfeksiyonunu

gosteren imminofléresan mikroskobu gérintisi

DAPI ile GFP ekspresyonunun karsilastirilmasi sonrasinda
transfeksiyon verimliliginin %30-40 civarinda oldugu tespit edildi.
Transfekte olan hiicrelerin antibiyotikli ortamda se¢imi, deney tasarimini
etkileme olasiligin1 bertaraf etmek amaciyla yapilmadi ve total hiicre

kolonisi bir sonraki migrasyon deneyi i¢in kullanildi.

4.8. Inflamasyon Varhiginda NKX3.1 Fonksiyon Kaybimin Hiicre

Gocune Etkisinin Arastirilmasi

NKX3.1 geni baskilanmig LNCaP hiicrelerine 3, 6 ve 12 saat boyunca
CM (TNFa 500 pg/ml) uygulanmasi yapildiktan sonra migrasyon deneyi
yapildi. Deneyde membrani gegen hiicrelerden olusan koloniler birbirinden
farkl1 morfolojiye sahip olduklar: goriildii (sekil 4.18). ik gdzlemlere gore
LNCaP hiicrelerinde yapilan migrasyon deney sonrasinda elde edilen
hiicrelere karst Crispr/Cas9 sistemi ile NKX3.1-KO hiicreler hizli bir
sekilde biiyliylip ¢ogalmaya bagladilar. Membrani gegen hiicreler deneyden
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10 giin sonra ayr1 koloniler halinde yeni kiiltiir kabina aktarildi ve

biiytildu.

i e

Kontrol CM-6h

Sekil 4.18.CM (TNFa 500 pg/ml) uygulamasi sonrasinda migrasyon 6zelligini
kazanmig NKX3.1-KO LNCaP hiicreleri

Kontrol grubundaki hiicrelerin olusturdugu koloniler kiiciik ve
bliylime orani diisiik oldu. Zaman igerisinde bu hiicreler ¢ogalmadi ve
oldiiler. 3 saat CM uygulamasi sonrasinda go¢ eden hiicreler kontrole gore
daha fazla koloni olusturdu, 12 saat CM uygulamas1 yapilmis hiicre
ornekleri de aymi sekilde koloniler olusturdular. Ancak, 6 saat CM
uygulanmis hiicrelerden go¢ eden 6rneklerde koloni sayisi fazla olmadi ve

sonugta iki tane farkli klon elde edilebildi.

Membrani gegen hiicrelerin olusturdugu koloniler biiyiidiikten sonra,
secilmis olan klonlarda olusan degisimi gérmek igin ilk olarak hiicre
lizatlar1 olusturuldu. Total protein izolasyonu yapildiktan sonra da western
blot yontemi ile E-kaderin, NKX3.1, vimentin ve yikleme kontroll olarak

B-aktin proteinlerinin seviyelerine bakildi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. A) 6 ve 12 saat ve B) 3 saat CM (TNFa 500 pg/ml) uygulamast
sonrasinda migrasyon 6zelligi kazanan NKX3.1 KO LNCaP hiicre klonlarindaki
morfolojik degisiklikler

Elde edilen klonlarda, E-kaderin seviyesindeki belirgin azalma ve
vimentin ekspresyonunun kazanilmasi, hiicrelerin EMT 6zelliklerini ortaya
koyduklarin1 gostermektedir. NKX3.1 protein seviyesindeki disiise
bakilarak, NKX3.1 CRISPR KO transfeksiyonu basarili olan klonlarin
secimi yapildi. 3 saat CM uygulamas: yapilmis hiicre serilerinde, CM
3h(2)? 6rnekte NKX3.1 diger hiicre orneklerine gore en diisiik, ancak
vimentin ekspresyonu yiiksek degildi. CM 3h(2)® 6rnekte vimentin
ekspresyonu en yliksek, ancak NKX3.1 belirgin derecede yiiksek oldugu
gorilda ve buna gore ayni seriden bu iki klon 6rnekleri se¢ildi. 6 saat CM
uygulamasi yapilan seride vimentin ekspresyonu mevcut ve NKX3.1
baskilanmig CM.6h-1 ve ayni sekilde 12 saat CM uygulanmis gurup icin
CM.12h(2)? hiicre en uygun olarak secildi. Segilen hiicrelerde ekspresyonu
kazanilan vimentinin lokalizasyonuna ve NKX3.1’e bakmak icin

immiinofloresan isaretlemeler yapildi (Sekil 4.20).
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Kontrol CM 6h-1 CM 12h(2)?

CM 3h(2)? CM 3h(2)?

Sekil 4.20. Kontrol olarak kullanilan LNCaP hiicrelerine nazaran CM uygulanmis
orneklerde EMT evresindeki vimentin interfilamentinin hiicre sitozolundaki

lokalizasyonunu gosteren bitigik goriintii. Kirmizi-NKX3.1, yesil- vimentin, mavi-DAPI.

Immiinblotlama sonuglarmin degerlendirilmesi sonrasinda en fazla
degisiklik gosteren CM.3h(2)?, CM.3h(2)}, CM6h-1 ve CM12h(2)?
hiicreleri bir sonraki arastirmalar igin belirlendi. Inflamasyon aracilikli
migrasyonda ortaya ¢ikan vimentin ekspresyonunun hiicredeki
lokalizasyo+nuna bakmak i¢in segilmis olan hiicrelerde vimentin ve
NKX3.1 protein isaretlemesi yapildi (sekil 4.20). Immiinofloresan

mikroskop goriintiileri western blot analizi sonuglar1 ile uyumlu bulundu.

4.9. NKX3.1 KO LNCaP Hiicrelerinde CM Uygulamasi Sonucu
Go¢ Eden Hiicre Klonlarinda Proliferasyon Diizeyindeki

Degisimin Arastirilmasi.

Inflamasyon aracilikli EMT &zelligi kazanmanin, NKX3.1 nakavt
hiicrelerinin hiicre dongiisti fazlar tizerindeki etkisinin arastirilmasi igin,
hiicre DNA’s1 propidium iyodiir (PI) ile boyanarak Flow sitometri yontemi
ile 6l¢iildii. Elde edilen sonuglar FlowJo uygulamas: ile analiz edildi ve
Microsoft Excel’de degerlendirildi (Sekil 4.21). Kontrol grubuna kars1 gé¢
eden hiicre orneklerinin ¢ogunda G1°de hafif bir azalmanin oldugu, S ve

G2/M evresindeki hiicre oraninin ise daha fazla oldugu belirlendi. S
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fazindaki hiicrelerin fazla olmasi DNA ikilenme siirecinin ortasinda
blylylp-¢ogalan hiicrelerin daha fazla oldugu veya duraklamaya
ugradiklari (6rn., DNA hasari nedeniyle) anlamina gelebilecegi diigtiniildii.
G2/M fazindaki hiicreleri ise mitotik hiicreler olarak belirlendiler. Sonug
olarak, inflamasyonda artan oksidatif stres ve DNA hasarina karsilik,
NKX3.1 ekspresyonunun kayb1 ile beraber, hiicrelerde apoptotik
mekanizmalarin aktive olamadigi, proliferasyonun devam etmesi nedeniyle
de hasarli hiicrelerde genomik kararsizligin artmig olabilecegi sonucuna
varildi. En biyik farklar CM.3h(1)° ve CM.12h(2)? hiicre klonlarinda tespit
edildi.
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Sekil 4.21. CM (TNFa 500 pg/ml) uygulamasi sonrasinda migrasyon 6zelligi kazanmis NKX3.1 KO LNCaP hiicrelerindeki hiicre dongiisu

fazlarindaki degisim
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4.10. Inflamasyona Bagh Go¢ Eden Hiicrelerde Koloni

Olusumundaki Degisimin izlenmesi

Koloni formasyonu (klonojenisite) tek bir hiicrenin klonal genisleme
yoluyla buyik bir koloni haline gelme kapasitesini incelemek icin
kullanilan in vitro Kkantitatif bir tekniktir. Klonojenik aktivite,
farklilasmamis kanser hiicrelerinin hassas bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Franken NA et. al.,2006). Bu nedenle c¢alismalarimizda,
NKX3.1 gen ekspresyonu baskilanmig LNCaP hiicrelerinin inflamasyon
varliginda olusan migrasyonun ardindan segilen klonlardaki koloni

olusturma yetenegi degerlendirildi (sekil 4.22).
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Sekil 4.22. inflamatuar mikrogevrede migrasyon 6zelligi kazanmis, NKX3.1
baskilanmis PKa hiicrelerinin 3, 6, 9, 12 giin siirelerle koloni olusturma yeteneginin

gbzlenmesi.

Inflamasyonun hiicre koloni olusumu ve ayni anda proliferasyon
hizina etkisini valide etmek i¢in tasarlanmis bu deneyde ilk 3 ve 6 giinde

bliyiik bir farklar gozlenmezken sonraki giinlerde kontrol grubuna karsi
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3h(2)?, 6h-1 ve 12h(2)? belirgin farkliliklar saptandi. Ancak, 3h(2)® ile
kontrol grubu olan LNCaP hiicreleri arasinda belirgin bir fark gézlenmedi
(sekil 4.22).

Daha sonra, 12.giinde olusan koloni miktarin1 kantitatif olarak

hesaplamak i¢in 3 farkli boyuttaki koloniler ImageJ uygulamasi ile sayildi.
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Sekil 4.23. Kontrol grubuna kars1t NKX3.1 geni baskilanmis ve 3, 6, 12 saat ile
CM uygulanmasi sonrasinda migrasyon 6zelligi kazanan hiicre klonlarmda farkl

boyutlardaki koloni miktarinin degerlendirilmesi.

Farkli guruplardaki kolonilerde hem miktar hem de boyut olarak
belirgin farklar oldugu gozlendi. Olusan kolonilerin biiyiik bir kism1 100-
500 pixel boyutu araliginda oldu. Bu verilere gore; kontrol grubu
hiicrelerine karst farkli zaman araliklarinda inflamasyona maruz
birakilmasi sonrasinda, migrasyon gecirmis klonlardaki kolonilerin daha
fazla oldugu goriildii. Ozellikle en ¢ok koloni ‘6h-1° klonunda olustu
(toplamda 331 koloni), ancak en biiyiik koloniler ‘12h(2)?* klonunda (500-
1000 pixel boyutunda sayimi yapilan 17 koloni) gézlendi (Sekil 4.23). Bu
yontem ile elde edilen verilere gore; inflamasyonla metastatik 0zellik
kazanan hicrelerin hayatta kalma ve koloni olusturma yeteneklerinin

ylksek oldugu sonucuna varildi.
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NKX3.1 geni baskilanan 6rnekler ile beraber CM6h ve 12h.5(NA)
hiicrelerde koloni olusturma etkisini arastirmak ve deneye bagli standart
hatalar1 belirlemek amaciyla her bir hiicre 6rneginden 3 tekrar icerecek
sekilde deney tasarlandi. 12 giin sonra Ornekler kristal viole boyasi ile

boyandiktan sonra koloni boyutuna gore sayim Image J uygulamasi

aracilig ile yapildi.
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Sekil 4.24. Kontrol grubuna karsi migrasyon 6zelligi kazanmis hiicre klonlarinda

farkli boyutlardaki koloni miktarinin degerlendirilmesi.

Sekil 4.24’e gore, kontrol olarak secilen LNCaP hiicrelerine karsi
inflamasyonla invazif 6zellik kazanan tiim hiicrelerde koloni sayisinda
belirgin bir artis oldugu gorildid. NKX3.1 ekspresyonu mevcut olan
CM.6h, 12h.5(NA) ve CM.3h.(2)? hiicrelerinde koloni olusumu, NKX3.1
baskilanmis CM.3h.(2)?, CM.6h-1 ve 12h(2)? hiicre klonlarina kars1 daha
diisiik oldugu goriildi. Sekil 4.23°de goriildiigli gibi, burada da CM.6h-1
klonu koloni olusturma &6zelligi en yiiksek olan klon oldu, Sekil 4.23’te en
biiyiik koloni miktar1 12h(2)? klonunda tespit edilmisti, burada boyutu 500-
1000 pixel araliginda kaydedilen koloniler CM.6h-1 6rneklerinde fazla
oldu (ortalama 8,33). Diger NKX3.1 baskilanmis klonlarda biiyiik koloni
miktar1 benzer sekilde CM.3h.(2)* de 4,67 ve 12h(2)? de 5 olarak belirlendi.
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NKX3.1 ekspresyonuna sahip go¢ eden hiicre 6rneklerinde 1 taneden buyik
koloniler (500-1000 boyutundaki) kaydedildi ve kontrol grubunda

g6zlenmedi.

Olusan koloni sayisinin kantitatif olarak degerlendirilmesi,
inflamatuar mikrocevrenin kanser hiicreleri koloni olusum miktarini
belirgin sekilde etkiledigini gdstermektedir. Burada NKX3.1 protein
ekspresyonunun baskilanmasi da bir diger énemli faktor olabilir. Ayrica,
NKX3.1 baskilanmis ve CM uygulamasi sonrasi degismis klonlarda koloni
miktar1 ayn1 zaman araliginda CM uygulamasi yapilmis kontrol grubuna

gore daha yiiksek bulunmustur.

4.11. 1Inflamasyona Bagh Goé¢ Eden Hiicrelerde AR

Sinyalizasyonunun Arastirilmasi

Androjen reseptorii (AR), prostat kanserinin gelisimi ve ilerlemesi
sirasinda kritik bir rol oynar. AR-negatif PKa hucrelerinde, DNA metil
transferazlarin (DNMT'ler) toplam aktivite seviyeleri yliksek oldugu
bilinmektedir (Mingliang Chu et all., 2014). DNA metiltransferaz 3A
(DNMT3A), normal gelisimde epigenetik diizenlemenin anahtar bir unsuru
olarak kabul edilmistir ve DNMT3A'nin anormal diizenlemesi birgok
kanser tipinde, 6zellikle hematolojik malin (tlimorlerde) yer almaktadir.
Hong Fan gurubunun yaptig1 arastirmada DNMT3A ailesinin bir {iyesi olan
DNMT3A’m b izoformu (DNMT3Ab), mide kanserinde EMT ile iliskili
metastaz1 yonlendirmek i¢in kritik bir 6neme sahip oldugu belirlenmistir.
DNMT3ADb, mide kanseri hastalarinda tiimdr nodu metastaz1 evresi, lenf
nodu metastazi ve kotli prognozla pozitif olarak baglantili olmustur.
DNMT3Ab'nin asir1 ekspresyonu, E-kaderinin baskilanmasi yoluyla mide
kanseri hiicre gociinii ve istila edilmesinin yan1 sira EMT'yi de
destekledigini bildirmislerdir (He Cui et all., 2018). Buna bagl olarak
inflamasyon varliginda go¢ eden hiicrelerde AR ve onunla ters iliskide olan

DNMT3a seviyesine bakmak i¢in western blot analizi yapildi (sekil 4.25).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=CHU%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24173286
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Sekil 4.25. inflamasyona bagli go¢ eden hiicre klonlarinda AR ve DNMT3a

protein ekspresyonunun western blot goriintist

DNMT3a ekspresyonunun kontrol grubuna karsi invazif ozellik
kazanan hicre klonlarinin karsilastirilmasi sonucunda gog eden hiicrelerde
daha yiiksek oldugu, aynt anda CM6h ve 12h.5(NA)’ya kars1 NKX3.1
ekspresyonu baskilanan ve go¢ eden hiicrelerde daha yiiksek oldugu tespit
edildi. AR ekspresyonunun ise go¢ eden hiicre drneklerinde kontrole karsi
azaldign goriildii. Ancak CM.3h(2)? hiicre 6rneginde AR seviyesinin
yiiksek, 12h(2)? hiicrelerinde 6nemli oranda baskilanmis oldugu gozlendi.

B-aktin jele yiikleme kontrolii olarak kullanildi.

B-katenin —»

KLK-4 —

Sekil 4.26. inflamasyon kosullarinda go¢ eden hiicrelerde AKT’ye bagli AR

sinyalizasyonunun kontroli

Yapilan bir diger calismada PI3K/Akt sinyal yolunun AR’
ekspresyonu, stabilitesi ve fonksiyonunda 6nemli oldugu gz Oniinde
bulundurularak, inflamasyon kosullarinda LNCaP hiicrelerinin go¢ etmesi

sonrasinda elde edilen hiicre klonlarinda AKT seviyesine bakildiginda
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kontrol grubuna kars1 kismen azalmanm oldugu, 12h(2)? hiicrelerinde ise
yikiminin gergeklestigi goriildii, NFkB seviyesinde belirgin bir degisiklik
olmadigr gozlendi. B-katenin’in o&zellikle NKX3.1 baskilanan hicre
orneklerinde yiliksek ifade edildigi gozlendi. Aymi sekilde KLK-4
CM.3h(2)%, CM.6h-1 ve 12h(2)?> hiicre klonlarinda ifade kazand1 (sekil
4.26).

4.12. inflamasyona Bagh Goé¢ Eden Hiicrelerde Migrasyon ve

Hiicre Dongiisiiniin HN1 ile Iliskisi

HN1 ile ilgili arastirmalarda HN1’in ektopik ekspresyonu hiicre
migrasyonunu pozitif yonde etkiledigi belirlenmistir. Go¢ eden hiicre
klonlarinda HN1 ve migrasyon ile dogrudan iligkili olan hiicre dongiisii

proteinlerinin ekspresyon seviyeleri western blot’ta arastirildi.

Aurora A (1255) — [

Sekil 4.27. inflamasyona yanit olarak go¢ eden hiicrelerde HN1, PLK- 1, Aurora

A ve B-aktin seviyelerinin arastirilmasi

Kontrol grubuna karst go¢ eden hiicre orneklerinde HN1 protein
seviyesinin  yiikseldigi tespit edildi. PLK-1 seviyesi NKX3.1
ekspresyonunu geri kazanan CM.6h ve 12h.5(NA) hucrelerinde ylksek ve
NKX3.1 gen ifadesi susturulan 6rneklerde, kontrole kars1 daha diisiik oldu.
Mitotik protein kinaz olan Aurora A Treonin 288 fosforilasyonunun
kontrol, 12h.5(NA) ve CM.3h(2) hiicreleri hari¢ diger drneklerde arttig

goruldu.
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4.13. Gb6¢ Eden Hucrelerde EMT Fonksiyonunun Vimentin

Aracihgi ile Tekrar Kontrol Edilmesi.

Daha 6nce yapilan deneylerde EMT markeri olan N-kaderinin 12 saat
CM uygulanmis, inflamasyon varlifinda go¢ eden LNCaP hiicrelerinde
ekspresyon kazandigi ve kisa bir siire sonra tekrar sustugu (sekil 4.10)
gosterilmisti. Belirlenen baska bir EMT markeri olan vimentin protein
ekspresyonunun invasif 6zellik kazanan klonlarda ¢alismalar sirasindaki

degisimini belirlemek i¢cin immiinofloresan isaretlemeler yapildi.

»)
%

Vimentin AR Overlay

Kontrol

CM 6h

CM3h(2))  CM3h(2¥  |2h.5NA)

CM6h-1

CM12h(2)?

Sekil 4.28. Inflamasyon varliginda ortaya gikan vimentin ekspresyonunun

zamanla stabilite kazanmasi.
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Sekil 4.20°de gosterilen ilk vimentin isaretlemesine kiyasla son
yapilan immiinofloresan goriintiilerinde vimentin protein ekspresyonunun
daha fazla hiicrede eksprese oldugu saptandi. AR ekspresyonunun kontrol

grubuna kars1 go¢ eden hiicrelerde 6nemli oranda diisiik oldugu belirlendi.

4.14. Nano LC-MS/MS Analizi ve Protein Tanimlamasi

Inflamatuar mikrogevrede prostat tiimor hiicrelerinde metastatik
ozelliklerin kazanilmasi ve burada NKX3.1 geninin roliinii arastirmak
amactyla yapilan inflamatuar mikrocevre ve migrasyon deneyleri
sonrasinda, elde edilen farkli klonlarda ortaya ¢ikan degisimleri arastirmak
amactyla nano-LC MS/MS analizi yapildi. Bunun i¢in kontrol olarak
LNCaP ve 6rnek klonlar olan; CM-6h, 12h.5(NA), CM.3h(2)?, CM.3h(2)3,
CM.6h-1, 12h.(2)? olarak adlandirilan hiicreler parcalandi, ¢ozelti dziinde
(in solution digest) yontemi ile proteinleri elde edildi ve n-LC MS/MS
(Thermo Scientific Q Exactive HF Quadrupole-Orbitrap Mass
Spectrometer with nano Liquid Chromatography, UltiMate 3000 NCS-
3500RS) cihazi aracilig1 ile proteome analizi yapildi. Her bir 6rnek igin
okuma iki tekrar olacak sekilde gergeklestirildi. Bu islemlerde FDR (False
Discovery Rate) oran1 0.01% olarak belirlendi. Elde edilen veriler Thermo
Discoverer 1.4 yazilimlar1 kullanilarak islendi ve MS/MS spektrumlari
Uniprot veri tabaninda (http://Uniprot.org) Insan (Human Uniprot)
verilerine kars1 aragtirildi. Tiim 6rneklerde toplam 4715 protein tespit edildi
(sekil 4.25). Elde edilen proteinler fazladan tanimlanmis olanlar da dahil
olmak iizere, protein i¢in tanimlanmis peptid dizilerinin toplam sayisina

gore secildi (peptid spektrum eslesmeleri-PSM degerleri).
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Cizelge 4.1. n-LC MS/MS analizi sonrasi hiicre 6rneklerinde belirlenen

proteinlerin miktari

Hicre Eksprese Edilen total Ornege 6zgii

Protein Sayist eksprese edilen

protein sayisi
12h(2)? 2585 358
12h.5(NA) 2442 256
3h(2)? 2509 270
3h(2)? 2478 267
CM6h 2382 274
CM6h-1 2337 213
Kontrol 2088 161

Tablo 4.1°de her bir 6rnekte ifade edilen toplam protein sayisi ve drnege

spesifik olarak ifade edilen protein sayis1 belirlendi. Inflamasyon varliginda

“farklilasmis” hiicrelerde eksprese edilen protein sayisinin (2300 ve 2600

araliginda) kontrol grubuna gore (2088) fazla oldugu ortaya konuldu.

OPNGRICD

CM.6h

12h.5(NA)

CM3h(2)?

CM 3h(2)}

CM.6h-1

12h(2)2

Sekil 4.29. Kontrol (mavi) hiicrelerinde, inflamatuar ortamda degisen (kirmizi)

hiicre klon 6rneklerinde eksprese edilen protein sayilari gosterilmektedir. Ortiisen bolgede

degismemis, mavi alanda 6rnek hiicre klonunda baskilanmig, kirmizi alanda kazanilmig

olan protein sayis1 gosterilmektedir.

Inflamasyon varliginda farklilasan hiicrelerde kontrol grubu ile

benzer sekilde ifade edilen protein sayisinin 3500 civarinda oldugu tespit
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edildi ve kontrol grubuna karsi baskilanmis proteinlerin sayisinin (mavi
bdlge) 400-500 arasinda, ifadesi kazanilan proteinlerin ise (kirmizi bolge)
800-900 arasinda oldugu goriildii. Farkli ifade edilen proteinlerin sayisi
fazla olsa da (sekil 4.25), 161 proteinin kontrol grubuna karsi tim
orneklerde  baskilandigi  goriildii.  http://bioinformatics.psb.ugent.be
sayfasini kullanarak yapilan Venn diyagrami sonuglarina gore her bir hiicre

ornegine 6zgii olarak farkli eksprese edilen proteinler belirlendi (tablo 4.1).

4.15. Farkh ifade Edilen Proteinlerin Fonksiyonel Zenginlestirme

Analizi

Her bir ornekte tespit edilen, farkli ifade edilen proteinler “FunRich”
uygulamasi araciligt ile analiz edildi. FunRich (Functional Enrichment
analysis tool) genlerin ve proteinlerin fonksiyonel zenginlestirme ve

etkilesim ag1 analizi i¢in kullanilan bagimsiz bir yazilim aracidir.

Kanserdeki Somatik Mutasyonlarin Katalogu COSMIC (Catalogue
Of Somatic Mutations In Cancer), somatik mutasyonlarin insan
kanserindeki etkisini arastirmak i¢in diinyanin en biiyiik ve en kapsamli

kaynagi sayilir (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic). Protein profilleme

sonrasinda tespit edilen, farkli ifade edilen proteinlerin COSMIC veri
taban1 kullanilarak onkogenler ile karsilastirilmast i¢in FunRich aract

kullanildi.


https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
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COSMIC for 12h{2)2, 12h.5{NA), CM3h{2)2, CM3h({2)3, CM6Eh-1 and CM6h

B 12h{2)2
12h5{NA)
Bl cvsh(z)2
13.12% p=0.002 Bl cv3hiz)3
15.29% p < 0.001 CMEh-1
Il cveh

hone

68.63% p<0.001
62.36% p=0.009
60.61% p=0.077
64.25% p=0.004
63.31% p=0.002
67.06% p=1
76.47% p=0.008

prostate

pancreas

COSMIC

73.30% p=0.532

7464% p=1
76.86% p=0519

urinary tract

73.30% p=1

86.27% p=0.002

liver

88.24% p<0.001

Percentage of genes

Sekil 4.30. Farkli ifade edilen proteinlerin bagka kanserdeki mutasyonlar ile

kargilagtirmasi

Her bir ornekte farkli ifade edilen proteinlerin COSMIC veri
tabanindaki 6 min.dan fazla onkogen verileri ile karsilastirilmasi sonrasi
elde edilen sonuglar yuzde olarak ve p-degeri ile birlikte verilmektedir
(sekil 4.26). Sonuglara gore, 12h(2)> —kemik (p=0,002), 12h.5(NA) —
prostat (p<0,001), CM3h(2)? —pankreas (p<0,001), CM3h(2)® —prostat
(p=0.077), CM6h-1 —karaciger (p<0,001) ve CM6h idrar yolunda
(p<0,001), tespit edilen mutasyonlara gore anlamli bulundu (Tespit edilen

total 39 COSMIC veri analizi FunRich Excel dosyasinda bulunmaktadir).

Inflamasyon varhiginda metastatik 6zellik kazanan tim hiicre

orneklerinde ortak ifade edilen 99 proteinin fonksiyonel karakterizasyonu
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icin DAVID 6.8 (http://david.ncifcrf.gov) veri tabami kullanildi. KEGG

yolak analizlerinde 99 proteinden 18 tanesinin ait oldugu 3 yolak belirlendi.

Cizelge 4.2. KEGG yolu verilerine gére kontrol hari¢ tim hiicre érneklerinde

ortak eksprese edilen 99 proteinin taramasi sonucu tespit edilen biyolojik yollar.

Genlar
Term Miktar P-deger | Benjamini

075306, 000483,
Q9Y697, P30520,
P05091, Q16850, P23919,
Q7Z4W1, QOUHY?7,

Metabolik P07686, P49585, Q10471,

yollar 14 | Q96C36, P52788 1,7E-2 | 6,7E-1

Arginin ve P05091, Q96C36, P52788

prolin

metabolismasi 3 3,4E-2 | 6,7E-1
Q13242, P09661,

Splisozom 4 | Q12874, Q15393 4,2E-2 | 6,0E-1

Tablo 4.2’ye gore bu ti¢ yoldan ikisi metabolik ve biri splisozom’a ait
bulunmustur. mRNA islenmesi kompleksi olan splisozom, Okaryotik
cekirdeklerde bulunan dev, multimegadalton ribonlkleoprotein (RNP)
kompleksleridir. Intronlar olarak adlandirilan RNA  sekanslarini
cikardiklar1 ve ekzonlar olarak adlandirilan komsu sekanslari bir araya

getirdikleri RNA polimeraz II transkriptleri izerinde birlesirler.
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Sekil 4.31. a) Splisozom olusum yolu ve b) splisozom koplekslerinin igerigi. Tarama sonucu bu yola ait olarak tespit edilen proteinler kirmizi

yildiz ile isaretlenmektedir
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KEGG veri tabani kullanilarak elde edilen Splisozom olusum yolunda
yer alan proteinler ile go¢ eden hucrelere 6zgl, mevcut 99 proteinin
karsilagtirilmast sonucunda ii¢ tane protein (U2A, SF3a, SF3b) U2-splisozom
kompleksi i¢inde ve bir tanesi (SR) yaygin komponentler icinde yer aldig

belirlendi.

PANTHER (Protein Analysis Through Evolutionary Relationships-
Evrimsel Iliskilerle Protein Analizi, http://pantherdb.org), kapsamli olarak
proteinleri evrimsel ve fonksiyonel siniflandirma i¢in yaygin olarak kullanilan
cevrimigi kaynak sayilmakta olup biiylik dlcekli biyolojik veri analizi igin
araglar icermektedir. Yukarida analizi yapilan, inflamatuar mikrogevrede gog
eden hiicre klonlarinda ifade edilen 99 protein PANTHER veri tabaninda analiz

edilmistir.

26 -
34 1
32 1
20 1
28 1
26 -
24 1
22 1

20

Genes

184

16

14

121

10

Category
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biological adhesion (GO:00226107
M biological regulation (GO:0065007)
cellular component organization or biogenesis (G0:0071840),
M cellular process {GO: 0009557 )
M localization (G0:005117%)
M metabolic process (GD:0008152)

multicellular organismal process (G0:0032501)

response to stimulus (GO:0050896)

Sekil 4.32. PANTHER GO-Slim biyolojik islem analizi.

PANTHER biyolojik islem analizi grafigi sonucuna goére metabolik
siiregte yer alan protein miktarinin diger yolaklara gore yiiksek oldugu
belirlendi. Ayrica, bu veri tabaninda yapilan sinyal yolag: analizinde 18 ayri
yolak saptandi (sekil 4.33). Bu yolaklardan Parkinson hastaligi ve Wnt sinyal
yolu digerlerine gore en yiiksek eslesme yaratti. , Diger bir yogunlasma ise
inflamasyonla ilgili migrasyonda 6nemli sayilan EMT ile iliskili kaderin sinyal

yolag1 ve inflamasyonun aracilik ettigi kemokin ve sitokin sinyal yolag: oldu.

Category

Genes

.

o
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B 5-Hydroxytryptamine degredation (PO4372)

M CCKR signaling map (P0O8953)

W Cadhenn signaling_pathway (P0O0012)

W Cytoskeletal regulation by Rho GTPase (PO0016)
l D& novo purine biosynthesis (PO2738)

M D& novo pynmiding deoxyribonucleotide biosynthesis (PO02739)

Dopamine recepktor mediated signaling_pathway (P05912)
Huntington disease (PO0023)
Inflammation mediated by chemokine and cytokine signaling pathway (PO0031)

Integrin signalling_pathway (PO0034)

Micotine pharmacodynamics pathway (POS587)
Il PDGF signaling_pathway (P0O0047)

Parkinson disease (PO0043)

Proline biosynthesis (PO2768)

Vitamin D metabolism and pathway (P04396)

Wnt signaling_pathway (PO00ST)

Sekil 4.33. PANTHER yol analizi.

Analiz edilen 99 protein dizisinden Wnt sinyal yoluna ait kazein kinaz-2
ve NFAT hedef genleri, inflamasyonla uyarilmis sitokin ve kemokin sinyal

yoluna ait aktin iliskili 2/3 protein kompleksinin olas1 hedefler oldugu saptandi.

4.15.1. Diferansiyel olarak eksprese edilen proteinlerin protein-

protein etkilesim analizi.

Venn diyagrami sonuglarina gore sadece kontrol grubunda tespit edilmis,
inflamasyona bagli gé¢ eden hiicrelerde baskilandig: diistiniilen 161 protein ve
tiim go¢ etmis orneklerde ifade edilen 99 proteinin protein-protein etkilesimini
aragtirmak i¢in STRING 11.0 biyoinformatik programi kullanildi. STRING
(Etkilesen Genlerin / Proteinlerin Alinmasi i¢in Arama Araci) veri tabani,
deneysel verilerden hesaplama tahmin yoOnteminden ve protein-protein
etkilesim agini gostermek i¢in GO, KEGG ve Pfam gibi ¢esitli siniflandirma
sistemlerinin kullanilmasindan olusmaktadir. STRING, protein aglarini
gorsellestirir ve bu gen iiriinlerinin biyolojik iliskilerini gosterir (Szklarczyk et
al., 2016).
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STRING PPI (protein-protein interaction) analizinde 161 kontrol grubu
proteinlerinden 158’1 tanimlandi (p-deger: 0.0546), gb¢ eden orneklerinde ise
99 proteinden 98’i tanmimland: (p-degeri 1.63e-°"). Birbiri ile iliskisi olmayan
proteinler filtrelendi ve etkilesim skoru yiiksek giivenirlik (0,700) olarak
secildi.

Birbiri ile bagli olan proteinlerin anlamli olup olmadigini belirlemek igin
k-means kiimeleme aracilig1 ile kiimelere ayirildi ve birden fazla protein ile ag
olusturan proteinler filtrelendi. Daha sonra ‘K-means’ kiimeleme araci ile

proteinler gruplara ayrildi.

Sekil 4.34. Diferansiyel olarak eksprese edilen proteinlerin protein-protein etkilesimi

ag analizinin k-mean kiimeleme sonrasinda gruplandirilmis hali. A-kontrol B-g6¢ eden hiicre

ornekleri.

STRING’da yapilan PPI analizi sonucunda gO0¢ eden hicrelerde
baskilanan proteinler k-mean kiimeleme ile dort ayr1 gruba ayirlildi. Buna gore,
kirmiz1 renkte birgok transcripsyon faktorii ve onunla iligkili proteinler ve
kinazlar (140 adet), sar1 renkte E3 ubikuitin ligaz1 proteinleri (8 adet), yesil
renkte histon metilasyonu ile iligkili, transkripsiyonu ko-baskilayici ve
aktivator proteinleri (7 adet), mavi renkte membran ve sitoskelet proteinleri (3

adet) yer almaktadir.
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Goc eden hiicrelere 6zgu ekspresyonu kazanilan 99 proteinden birbiri ile
coklu etkilesimde olan dort ana kiimeler tespit edildi. Bu kiimelerde sar1 renk
ile belirlenen proteozomu olusturan proteinleri (26 adet), yesil renkte
ribozomal proteinleri (17 adet), agik mavi renkte mitokondriyal membran
solunum zinciri proteinlerini (12 adet) ve lacivert renk ile de splisozom
faktorlerini (11 adet) gostermektedir. Yukarida sayilan mekanizmalarin
inflamatuar mikrogevreye yanit olarak géc eden hiicrelerde baskin olarak ifade

edildigi sonucuna varildu.

4.16. Prostat Kanserinde Diferansiyel Olarak Eksprese Edilen

Proteinlerin ve TCGA Kohortunun cBioPortal Analizi

Protein ekspresyonundaki degisiklikler, dokular arasinda en biiyiik
farklar1 elde etmeyi amagclayan, log2 kat degisim kisaltmasi 1.5'e (kat degisim
2.8'e esdeger) dayanmaktadir. Asagidaki karsilastirma gruplart log2 kat
degisim degerine gore degerlendirilmistir; kontrol grubu (LNCaP) ve
inflamatuar ortamda farklilasmis 6rnekler (CM6h, 12h.5(NA), 3h(2)?, 3h(2)3,
6h-1, 12h(2)?). Degerlendirme sonrasinda total 4715 proteinden, kat degiskligi

1.5’in iizerinde olanlar secildi ve say1 1773’e kadar diistii.

Bu numunelerdeki proteinleri dogru bir sekilde degerlendirmek amaciyla
Kanser Genom Atlas (TCGA) veri portalindan molekiiler degisiklikleri
tanimlamak i¢in “cBioPortal for Cancer Genomics” platformunda
(http://www.cbioportal.org/) daha 6nce yayimlanmis verilerle karsilastirildi.
cBioPortal’da prostat kanserine ait mutasyon verilerine sahip 4607 ornek
mevcut olup, 17.827 mutasyona ugramis gen verilerini icermektedir. Bizim n-
LC MS/MS protein verilerini mevcut mutasyonlara karsi taramak i¢in “UniProt
Mapping” veri tabaninda gen adina doniistiiriildii, burada 1.773 tanimlayicidan
1.770'1 basariyla 1.794 GeneCards ID ile eslendi ve 3 protein (Q13748,
AGBNIZ1, A6NM15) drnegi eslestirilemedi. Olgiilen toplam protein sayisinda
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genel bir benzerlik kaydedildi, 1794 genin cBioPortal verileri ile

karsilastirilmasi sonrasinda %89,4 oraninda benzerlik oldugu saptandi.

TCGA veri analizine gore prostat kanserinde olumsuz prognoz ile iliskili
en yuksek 6neme sahip 20 gen ile mevcut protein listesi karsilastirildigr zaman
4 (LMNB2, RAN, RBM8A, ZNF330) protein eslesti. Bu sonuglar, tanimlanmis
proteinlerin teknik dogrulugunu ve prostat kanseriyle ilgisini saglamasi olarak

verileri desteklemektedir.

Cizelge 4.3. TCGA verilerinde 6neme sahip, prostat kanseri ile iligkili genler ile

ortiisen proteinler

mMRNA
Protein Tanimi Yerlesimi (kanser) p degeri
LMNB2 lamin B2 Hiicre ici 9.3 9.53E-05
RAN, member
RAN RAS oncogene Hicre igi 41.1 7.86E-05
family
RNA binding o
RBMSA motif protein 8A Hicre igi 17.8 0.000155
zinc finger .
ZNF330 protein 330 Hucre ici 11.7 3.66E-06

Gruplar arasindaki nicel karsilastirmalar “Bioinformatics and
Evolutionary Genomics” portalini kullanarak yapildi
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/cgi-bin/liste/Venn).  Venn  diyagram
sonuglarina gore 118 protein kontrol grubuna gore 6rnek diger klonlarda farkli
eksprese edilmistir. 23 protein CM uygulamast sonrasinda LNCaP
hiicrelerinden farklilasmis ve metastatik 6zellik kazandig1 diisiiniilen CM6h ve
12h.5(NA) hiicre klonlarina ve 13 protein NKX3.1 geni baskilanmasi
sonrasinda inflamatuar mikrogevreye maruz birakilmasi sonrasinda elde
edilmis 12h(2)?, CM3h(2)? , CM6h-1 hiicre klonlarma 6zgii olarak ekspresse

edilmistir.
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12h(2)2

control

34 21

CM6h-1

Sekil 4.35. Ornek gruplarin karsilastirmalari arasinda gozlenen ve farklilasmis olarak

yiiksek eksprese edilen proteinleri gosteren Venn Diyagrami.

4.17. Perseus 1.6.6.0 Aracihg ile Data Analizi

Perseus’e wverileri yiiklemek icin .txt formati kullanildi. Analize
baslamadan 6nce mevcut toplam 4715 protein degerleri log2(x) degerine
dontistiirtildii ve bundan sonra yapilacak islemlere isbu deger ile devam edildi.
Histogram goriintiisii ¢ikarilmadan once normal 6rnekte bulunan ve diger
orneklerde bulunmayan eksik degerler degistirildi ve protein yogunluguna gore
PSM degeri goriintiilendi. Sekil 4.36°de kontrol grubuna gére CM uygulamasi
sonrasi farklilagmis hiicre klonlarinin protein ekspresyon seviyelerinde belirgin

farklarin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.36. Hiyerarsik kiimeleme analizi. Tiim 6rnek gruplarinda tanimlanan,
diferansiyel olarak eksprese edilen proteinlerden (n = 1773) 1s1 haritas1 hiyerarsik

kiimelemesi. Numunelerin kiimelenmesi Perseus v.1.6.6.0'da yapildu.

Hiyerarsik kiimeleme analizi kontrol gurubu ve klonlar arasindaki
protein ekspresyonu degisiklerini ve drneklerin birbirlerine olan uzakliklarini
gostermektedir. Agik yesil renk ile ekspresyon seviyesi diisiik olan, koyu
renkte orta seviyede eksprese edilen ve kirmizi ile ekspresyon seviyesi yiiksek
olan proteinler ifade edilmektedir. Histogram goruntisinde kontrol
hiicrelerinin proteinlerinin yogunluk olarak diisiik ekspresyona sahip olduklari,
g0¢ eden hiicre drneklerinde ise ayn1 proteinlerin koyu ve kirmizi renkler ile
ifade edildigi tespit edilmistir. Hiyerarsik kiimeleme bu hiicre drneklerinin
birbirine hangi derecede benzer ya da farkli oldugunu gdostermektedir.
Filogenetik agac goriintiisii 12h(2)? hiicre 6rneklerinin kontrol grubundan ilk
olarak ayrildigin1 ve aym anda en uzak bolgede yer aldigini, CM.3h(2)? ve
CM.6h-1 ile CM.3h(2)® ve 12h.5(NA) klonlarinin birbirine yakin olduklarini
ifade etmektedir. PSM medyan analizlerinde, 6rnek klonlarda saptanan protein
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hedeflerinin bir ¢ogunun degerinin kontrol 6rneginde daha diisiik oldugu
bulgulanmistir (Sekil 4.37). Spesifik olmayan, eksik degerleri filtrelemek
amaciyla esik degeri belirlendi. Burada anlamliligi %70’den yiiksek olan
proteinler secildi. Esik degeri belirlenerek ayrilan hedeflerin histogramlari

asagida, listeleri ise tablolarda verilmistir.
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Sekil 4.37. Hiicre 6rneklerinin protein PSM degerine gore karsilastirilmasi. Kirmizi ile

isaretlenmis bolge esik degeri altinda kaldig1 i¢in sonraki analiz islemleri i¢in filtrelenmistir.
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4.17.1. Prinsipal komponent analizi (PCA).

Kat degisim degerine gore se¢ilmis kantitatif protein verileri ana bilesen
analizi (PCA) araciligryla karsilagtirmak icin kullanild1 ve sonug sekil 4.38'de

gosterildi.

PCA proteomik arastirma da dahil olmak {izere bir¢ok alanda kullanilan
istatistiksel bir analiz teknigidir. Cok sayida degiskeni daha kolay
gorsellestirilebilen ve anlagsilabilen daha az sayida gruba indirgeyen sezgisel
bir yontemdir. Numuneler arasinda maksimum degiskenlik saglayan iki ana
bilesen (PSM artisinin lineer kombinasyonu), Sekil 4.38'teki iki eksen {izerinde

¢izilmistir.
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Sekil 4.38. inflamasyon varliginda go¢ eden hiicrelerin PCA analizi

Perseus’da PCA analizini yapilabilmesi i¢in gegerli degerlerin belirlnmis
olmasi lazzim. Bu islem bir dnceki asamada yapildig1 i¢in dogrudan analiz
edildi. Sekilde kontrol 6rneginin 12 saat boyunca CM uygulamasi sonrasinda
degisen Orneklerden agikca ayrildigr goriilmektedir. Bununla birlikte, PCM
analizleri CM.3h(2)?> ve CM6h-1 hiicre orneklerinin kontrol hiicreleriyle

yakinsak oldugunu da gostermektedir.
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4.17.2. Degisen protein degerinin Coklu dagilim analizi ile

degerlendirilmesi

Pearson korelasyon katsayisi, iki degisken arasindaki dogrusal iligkinin
giiclinlin Olctisii olarak kullanilmaktadir. Pearson korelasyonu veya basitce
korelasyon katsayisi olarak adlandirilir. Degiskenler arasindaki iliski dogrusal
degilse, o zaman korelasyon katsayisi degiskenler arasindaki iligskinin giiciini
yeterince gosteremez. Bu nedenle, Pearson degeri, -1 ile 1 arasinda degisebilir.
-1, degiskenler arasinda miikemmel bir negatif dogrusal iliski oldugu, O,
degiskenler arasinda dogrusal bir iligki olmadig1 ve 1, degiskenler arasinda

miikemmel bir pozitif dogrusal iligski oldugu anlamini tasir.

Pearson degerini igeren ¢oklu dagilim grafigi hiicre drneklerini farkl
sekilde karsilastirarak protein agiliminda olusan farklari arastirma imkanini
verir. Belli protein grubunun secilmis olmasi (P10809, P49327, P60709,
P68032, Q13509, P07900, P08238, Q13885, P06733, Q8N257, P13639) farkl

hiicrelerde bulundugu noktay1 inceleme imkanini saglar (Sekil 4.39).
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Sekil 4.39. Hiicre gruplari arasinda karsilastirmali ¢oklu sagilim (scatter plot) grafigi.
Belirli proteinlerin farkli grup karsilagtirmalarindaki yerini belirlemek amaciyla farkli renk ile
isaretlenmistir. B ve C) Coklu dagilim grafiginden elde edilmis ayrintili grafik goriiniimleri.

Her bir grafikte o gruba ait Pearson korelasyon katsay1 miktart belirlenmistir.

Turuncu  renk ile isaretlenen  proteinlerin, farkli  6rnek
karsilastirmalarinda yogunluk olarak benzer yerlerde bulundugu belirlendi.

Ancak, bazi proteinlerin ‘sacilim’ yaptig1 tespit edildi. Sekil 4.39’un B ve C
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kisimlarinda goriildiigii gibi Q13885 ve Q8N257 proteinleri farkli sagilim

(scatter plot) analizinde farkli bélgede yer almaktadir.
Coklu sacgilim analizinde belirlenen Pearson degerleri tabloya

dontistiiriilerek kiimeleme analizi yapildi.

Cizelge 4.4. Pearson degerine gore inflamasyon varliginda go¢ eden hiicreler arasinda

pozitif dogrusal iligki anlamlilig1.

Kont | CM.6h | 12h.5(NA) | CM3h(2)2 | CM.3h(2)3 SM'Gh 12h(2)2
Kont NaN | 0.828 0.842 0.830 0.838 | 0.845 | 0.838
CM.6h 0.828 | NaN 0.820 0.805 0790 | 0816 | 0.758
12h.5(NA) | 0.842 | 0.820 | NaN 0.821 0.826 | 0825 | 0773
CM.3h(2)2 | 0.830 | 0.805 0.821 | NaN 0797 | 0.820 | 0.764
CM.3h(2)3 | 0.838 | 0.790 0.826 0.797 | NaN 0.807 | 0.758
CM.6h-1 | 0.845 | 0.816 0.825 0.820 0.807 | NaN 0.786
12h(2)2 | 0.838 | 0.758 0.773 0.764 0.758 | 0.786 | NaN
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Sekil 4.40. inflamasyon varliginda go¢ eden hiicrelerdeki dogrusal pozitif iliskiyi

gosteren hiyerarsik 1s1 haritasi.
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Pearson degerine gore olusturulan hiyerarsik kiimeleme histograminda
pozitif dogrusal iliskiye yakin olan korelasyonlar kirmiz1 ve en diisiik olan
degerler yesil ile ifade edilmistir. Klonlar arasindaki iligkide en diisiik deger
(0,758) 12h(2)? hiicreleri ile CM.3h(2)3 ve CM.6h arasindaki iliskide bulundu.

En yiiksek degerler ise tiim hiicre klonlari ile kontrol grubu arasinda gosterildi.
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5. TARTISMA

Prostat kanseri biiylimesi ve gelisimi hem androjene bagimli olarak hem
de androjenden bagimsiz sinyal yollar {izerinden, androjen reseptorii araciligi
ile gelistigi diistiniilen kanserlerden biridir. Ayrica, prostat dokusu, prostat
kanserinde strekli olarak artan lenfosit infiltrasyonu ve bunun nedeni/sonucu
olarak gelisen proinflamatuar sitokinler aracilig1 ile prostatik epitelin yeniden
programlanmasina katkida bulunan, hem sistemik hem de lokal inflamatuvar
degisiklikleri tastyan immiin yetkin bir organdir. Prostat tiimor mikrogevresi
ile androjen reseptorii sinyalizasyon mekanizmalar1 arasindaki iliski, gdzlenen
hem protiimdrigenik hem de antitiimorigenik roller tagiyor olmalari agisindan

benzerlikler igerir.

Kanser niiksii ve metastaz ise kanser tedavisinde dnemli klinik zorluklari
temsil eder. Yapilan ¢alismalarla ortaya koyulan kanitlar, tiimor hiicrelerinin
migrasyonlar1 ve invazyonunun olusmasi i¢in EMT gec¢irmesinin, 6nemli bir
onkosul oldugunu gostermektedir. Bunun yanisira, birgok kanser tipleri i¢in
mevcut immiin kontrol noktasi inhibitérlerinin bulunmus olmasi, dolayisiyla
inflamatuar sinyal yolaklarinin blokajlarindaki artisa ragmen, heniiz prostat

kanseri tedavisinde bu anlamda 6nemli ilerleme kaydedilememistir.

Bu tez calismasinda prostat kanseri gelisimi siirecinde, organ dis1 timor
gelisimine neden olan faktorlerin tanimlanabilmesi i¢in, androjen duyarl
prostat kanserinin gelisiminden invazif adenokarsinom ve Kkastrasyon
direnglilige gecisin temel molekiiler mekanizmalarini da igerisine alan,
ozellikle inflamatuar mikrogevrede artan migrasyonun gozlendigi durumlarda

protein profillerinin incelenmesi amaglanmistir.
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5.1 CM, LNCaP Hucrelerinde Migrasyonu Tetikler ve Hucrede
Morfolojik Degisikliklere Neden Olur

Oncelikle, U937 hiicrelerinin farklilasmasi ve sitokin salinimlari
optimize edildikten sonra elde edilen TNFa dozu ayarlanarak inflamatuar
mikrogevre uyarilar1 gerceklestirilen LNCaP prostat kanseri hiicre hatlarinda
hicrelerde 6nemli morfolojik degisiklikler saptanmig, daha sonra ilk
migrasyon klonlarinin eldesi gerceklestirilmistir. Migrasyonun
tetiklenmesinde inflamasyon ile ayni anda starvasyonun da 6nemli oldugu
bulgulanmistir. Migrasyon deneyinde hiicrelerin serumsuz ortamda beslenmesi
de invazyona katki saglamistir. Buna bagli olarak CM uygulamasi yapilmayan
kontrol 6rneklerinde de migrasyon kaydedilmistir. Ancak, kontrol hiicrelerinin
migrasyon 6zelliginin ¢ok diisiik oldugu, fakat proliferatif 6zelliklerinin yeterli
oldugu goriilmektedir. CM ortaminda bulunan pro-inflamatuar sitokinlerin
EMT’yi tetikleyerek invazyona yol actign diisiiniilebilir. Ornegin, TGF-B
standart yolunun, Snail 1/2 veya ZEB1 gibi EMT transkripsiyonel faktérinin
ekspresyonunu artirmada 6nemli bir rol oynadigi anlagilmaktadir. Dikkat
gekici bir sekilde, bu proteinin ifadesi PKa 0Orneklerinde E-kadherin
ekspresyonu ile iligkilidir (Yao B. et al., 2015). E-kaderin kaybina karsilik,
vimentin ve N-kadherin gibi kritik mezenkimal belirtecler ve ¢inko parmak
proteinleri Snail/SNAIL ve Slug/SNAI2, biikiimle iligkili protein 1 (Twist 1-
twist-related protein 1) ve ¢inko parmak E-box dahil olmak Uzere birka¢ E-
kadherin transkripsiyonel baskilayic1 baglanan homeobox 1 ve 2 (ZEB1 ve
ZEB?2 -zinc finger E-box-binding homeobox 1 and 2) EMT sirasinda yiiksek
oranda ylikselir, gelismis hiicre mobilitesinin mezenkimal fenotipinin

edinilmesine yol acar (Chen C.L et al., 2013).

Migrasyon deneyinde kontrol olarak kullanilan, CM uyaris1 yapilmayan
LNCaP hiicrelerinin go¢ etmesi sonrasinda elde edilen klonlar migrasyonu
tetiklemek amaciyla kullanilan serumsuz besi ortaminin invazyon ve

migrasyonu uyardigin1 gosterdi. Hiicrelerin biliylime agamasinda goreli olarak
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az sayida go¢ eden kontrol hiicrelerinin CM uyarisi yapilan hiicre 6rneklerine
kars1 hizli ¢ogalmasi, ancak zaman icerisinde htcrelerin kriyo koruma
amaciyla -80 °C’de saklanmasinin ardindan tekrar kiiltiir edildiginde kontrol
hiicrelerinin yasamlarint devam ettiremedikleri, bu nedenle starvasyon
araciliklt olusan degisimlerin metastatik hiicrelerin olusumu i¢in tek bagil
faktor olarak yetersiz oldugu seklinde degerlendirildi. Kisa siireli (3, 6 ve 12
saat) CM uyarisindan sonra, migrasyon deneyinde go¢ eden hiicre sayisi
kontrole kars1 fazla olsa da, proliferasyonun uzun bir siire diisiik kalmas1 bu
hicrelerde inflamasyonla tetiklenmis farklilasmanin oldugunu ve daha sonra
bu hiicrelerin hizli bir sekilde cogalmaya baslamalariyla olusan degisimlerin
inflamasyona bagli migrasyonu hem de bu hiicrelerin apoptoz yolagini

baskilayarak hayatta kalmalarina bagli olarak gerceklesmis olabilir.

Arastirmalarda proinflamatuar sitokinlerin zamana bagh farkli etki
gosterdigi belirlenmisti (Butuner B.D et.al., 2014). 500 pg/ml TNFa igeren CM
farkl: siireler ile LNCaP hiicrelerine uygulandiginda farkli etki gosterdi. 3 saat
CM uyaris1 sonrasinda go¢ eden hiicreler miktar olarak fazla olsa da,
proliferasyon 6zelliginin diisiik oldugu ve uzun siire hiicre kiiltiir ortaminda
beslemenin sonunda yasamini bitirmesi kisa siire yiiksek miktarda
proinflamatuar sitokinlere maruz kalmanin hiicrelerde farklilasmaya neden
oldugunu ve bu degisimlerin hiicre invazyon 0Ozelligini olumlu ydnde
etkiledigini, ancak hiicrelerde mitotik aktiviteyi baskiladigin1 gostermektedir.
6 saat CM uyarist yapilan o6rneklerde go¢ eden hiicre miktar1 daha az oldu.
Ancak bu hiicreler morfolojik olarak diger tek tabaka cogalan hiicrelerden
farkl1 bir sekilde siispansiyon biiyiime yetenegine sahip oldular (sekil 4.2). Tek
bir koloni halinde yasamini siirdiiren bu hiicreler, rutin olarak hiicre kiiltiir
ortaminin degistirilmesi ile 2 ay boyunca ayni boyutta siispande olarak
hayatlarina devam ettiler ve daha sonra yine tek tabaka adhesif karakter
gelistirdiler ve tutunmaya bagimli biiylimeye devam ettiler. Hucrelerde
gozlenen bu degisimlere gore 6 saatlik CM uygulamasi sonrasinda

proinflamatuar kemokinler ve sitokinlerin ¢oklu proinflamatuar yolaklar
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aktive ederek hiicre iskeletinde yapisal degisikliklere neden olabilecekleri
diisiiniildii. 12 saatlik CM uyarisinin ardindan gog¢ eden hiicre klonlar1 3 ve 6
saat CM uyaris1 yapilan 6rneklere gore adaptasyon siirecini daha hizli gectiler.
Sonug olarak; hiicrelerin inflamatuar mikrogevrede bulunma siiresi yani diger
bir deyisle, enflamatuvar sitokinlere maruziyet siireleri, hiicrelerin yasamdaki

kaderinin belirlenmesinde yonlendirici bir rol oynamaktadir.

Kanser hiicrelerine 6zgl olan heterojenlik inflamatuar mikrocevrede go¢
eden hiicre ornekleri i¢inde de tespit edildi. Prostatta olusan inflamasyonun
hiicre kiiltirinde modellenmesini hedefleyerek yapilan in vitro inflamasyon
modeli ile olusturulan inflamatuar mikrogevrede indiikklenen molekiiler
degisimlerin hiicre gociine neden oldugunu arastirmak i¢in yapilan deneylerde
elde edilen hiicre klonlar1 biiylime asamasinda birbirinden farkli morfolojik
degisimlere sahip oldular ve hiicre klonlar1 bu farklara gore ayrildi (sekil 4.3).
Morfolojik degisim siiresi i¢inde siispansiyon hiicre evresini geciren hiicreler
nonadhesif (NA), ayni tek tabaka hiicre halinde biiyiimeye devam eden
hiicreler CM uyaris1 yapilan zamana gore adlandirildi. Gruplara ayrilan hiicre
klonlarindaki degisimleri protein seviyesinde ayrintili incelemek amaciyla
yapilan western blot analizinde oncelikli olarak epitelyal hiicre adezyonunda
hlcrelerin birbirine baglanmasinda rol oynayan ve hiicre iskeletine baglanan
protein kompleksi olan E-kadherin ve B-katenin proteininin seviyesine bakildi.
E-kadherinin klasik bir epitelyal hiicre markeri olmasi ve azalmasinin hiicre
polaritesinin ortadan kalkmasina neden olabilecegi gosterilmistir. f-katenin
islevinin bozulmasiin ise hiicre gociinii artirmakla birlikte, molekiiliin
niikleusa translokasyonu sonrasinda transkripsiyon faktorii olarak c-myc ve
cyclin D ekspresyonlarint artirdigi ve timor olusumuna katki sagladig
bilinmektedir. Benzer sekilde, AR transaktivasyonunu destekleyebilir. E-
kadherin ve B-katenin ekspresyon seviyelerindeki azalmanin hiicre iskeletinde
yeniden yapilanmay1 destekledigi ve hiicrelerin EMT gecirdiginin énemli bir

kanit1 olarak kabul edilmektedir.
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B-katenin hedef genlerinden biri olarak Siklin D ifadesinin yiikselmesi
prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) benzeri bir fenotipin olusumuna yol
acmaktadir (Gounari F et. al., 2002). B-katenin’in AKT aracilig1 ile Ser552
bolgesinden fosforilasyonu  hiicre hiicre yapismalarindan ve sitozol ve
niikleustaki birikimden ayrilmasina neden olur ve Ser552'yi i¢eren bir baglayici
motif vasitasiyla 14-3-3 ( ile etkilesimini arttirir. AKT aracili B-katenin
fosforilasyonu transkripsiyon aktivitesini arttirarak  tiimor  hiicresisi
biiylimesini ve invazyonunu tesvik eder, AKT'a bagimli p-katenin
diizenlenmesinin tiimor istilasinda ve gelisiminde kritik bir roliiniin oldugu

onceki ¢aligmalarda gosterilmistir (Dexing Fang et. al., 2007).

Benzer sekilde ekspresyon seviyesi kontrol edilen bir baska protein olan
NKX3.1, prostat gelisiminde 6nemli roller oynar. Laboratuvarimizda daha
once yapilan calismalarda, tiimor baskilayici fonksiyonu belirlenmis ve
metastatik PKa orneklerinde protein yikiminin gergeklestigi belirlenmis olan
NKX3.1’in inflamasyon varliginda protein ekspresyon seviyesinin azaldigi ve

bunun hiicre istilasina aracilik ettigi gosterilmistir (Debelec-Butuner et. al.,

2014).

Sonug olarak, western blot’ta kontrol edilen proteinlerin her bir hiicre
klonunda farkli seviyede eksprese edilmesi ayni1 deneyden elde edilen hiicre
klonlarindaki heterojenitenin bir belirteci olabilir (sekil 4.4). Bu verilere gore
degisim orani yiiksek olan ve en fazla metastatik 6zellik gosteren hiicre

klonlarindan 12h.5(NA) bir sonraki validasyon deneyleri i¢in secilmistir.

5.2. Inflamasyon ile go¢ eden LNCaP hiicrelerinde proliferasyon

hi1zinin yiikselmesi.

Artmig hiicre proliferasyonu, iyi huylu prostat hiperplazisi (BPH) ve
prostat kanseri dahil olmak iizere prostat bozukluklarinin en Onemli
Ozelliklerinden biridir. Bu bozukluklar tipik olarak yas ilerledikce ilerler.

Tanimlanan bu faktérlerin ¢ogu artmis inflamasyonla iligkilidir ( Woods JA
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et.al., 2012). Makrofajlar, iltithaplanma sirasinda aktive olan 6énemli immiin
hiicre tipleridir. Makrofaj infiltrasyonlar1 (inflamasyon), prostatit, prostat
hiperplazisi ve prostat kanseri gibi prostat bozukluklari ile iligkilidir ve yiiksek
hicre proliferasyonuna sahiptir.

CM (500 pg/ml TNFa) uygulamas:t sonrasinda go¢c eden hiicre
orneklerinde farklilasma sonrasinda hiicrelerin hizli bir sekilde cogaldig:
belirlenmisti. Bu bilgiyi kanitlamak i¢in yapilan WST-1 hicre proliferasyon
deney sonuglart 12h.5(NA) hiicre klonunun kontrol ve diger go¢ eden hiicre
orneklerine kars1 yiiksek proliferasyon 6zelligine sahip oldugunu kanitlamig
oldu. 12h.5(NA)’in biiyiime hiz1 sentetik androjen R1881 varliginda, 1) kontrol
gurubu olarak secgilen LNCaP hiicrelerine gore (p <0,006) ve 2) go¢ eden
kontrol hiicrelerine gore (p<0.02) anlamli olarak farkli bulundu. Hiicrelerin
mitotik kapasitesinin bir gostergesi olan Histon3(**"°) fosforilasyonundaki
artis ile birlikte E-kadherin fonksiyonunun kaybi dahil, 12h.5(NA) hiicre
orneklerinde inflamasyon ile tetiklenen molekiiler degisimlerin hiicre

proliferasyonunu artirdig1 saptandi (sekil 4.7).

5.3. Inflamasyon Sonucu GO6¢ Eden Hiicrelerde AR

Transaktivasyonunun Artmasi

Prostat kanseri biiylimesi, hem androjene bagimli hem de androjenden
bagimsiz yollar ile androjen reseptorii sinyalleriyle kontrol edilir. Ayrica
prostat, prostat kanserinde surekli olarak artan lenfosit infiltrasyonu ve
proinflamatuar sitokinlerle prostatik epitelin yeniden programlanmasina
katkida bulunan immiin yetkin bir organdir. Hem sistemik hem de lokal
inflamatuar degisiklikler yolaklar araciligi ile diizenlenir. Tiim6r mikrogevresi
ile androjen reseptOri sinyallesmesi arasindaki iligki, goézlenen hem

protimadrigenik hem de antitimadrigenik roller igerir.

Androjen yoksunlugu tedavisinden sonra niiks eden prostat kanserlerinin

cogunlugu (androjenden bagimsiz PKa) androjen reseptoriinii (AR) eksprese
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etmeye devam ederler.  Inflamasyon varhiginda LNCaP hiicrelerinden
gelistirilmis klonlar arasinda en biiyiikk degisim gdsteren 12h.5(NA) hiicre
klonlarinda AR'in fonksiyonel dnemini incelemek amaciyla yapilan reporter
gen analizi deneyinde kontrol grubuna karsi belirgin bir artisin oldugu
goriilmiistiir (sekil 4.8). Ozellikle, sentetik androjen varliginda kontrol grubuna
kars1 12h.5(NA) seviyesinde AR transaktivasyonunu artirdigi gézlenmistir.
Sonug olarak, inflamasyon varliginda migrasyon 6zelligi kazanan hiicrelerin
androjen varliginda AR transaktivasyonunun androjene karsi duyarli kontrol

hicrelerine (LNCaP) gore daha yiiksek oldugu sdylenebilir.

5.4. Inflamatuar Sitokinlerin LNCaP hiicrelerinde EMT’yi

Tetiklemesi ve Fizyolojik Degisimler

Son zamanlarda, bazi makaleler EMT'nin kanser ilerlemesi ve metastaz
olusumunda 6nemli rol oynadigini ve EMT'nin metastatik siireci tetiklemekten
sorumlu 6nemli bir olay oldugunu vurgulamaktadir (Smith BN, Bhowmick
NA, 2016). Tiimorlerde, lokal kanser ortami epitel hiicrelerinin “gegici olarak™
mezenkimal duruma donmelerini gerektirir. EMT sirasinda polarize epitel
hiicrelerin baz1 0zellikleri (hucre-hiicre yapismasi ve hiicre polaritesi)
kaybolurken, metastatik gelismeyi destekleyen cok sayida 6nemli degisimlerin
sonucu olarak invazif, 1yl tamimlanmis bir mezenkimal fenotip ortaya ¢ikar.
Farkli epitel markerlerin kaybi1 (B-katenin, E-kadherin) ve mezenkimal
markerlerin (vimentin, N-kadherin, fibronektin ve a-diiz kas aktin) sirasiyla,
invazif ve metastatik yeteneklerin, ylikselen apoptoz direnci ve hiicre disi
matris elemanlarinin iiretimi gibi faktorlerin arttig1 insan tiimor orneklerinde
gosterilmis ve metastatik ilerlemeyle iliskilendirilmistir ( Kalluri R, Weinberg
RA, 2009).

CM (500 pg/ml TNFa igeren) uygulamasi sonrasinda yapilan migrasyon
deneyinde elde edilen hiicre klonlarinda migrasyonu tetikleyen degisimleri

arastirmak amaciyla yapilan western blot analizinde, 12h.5(NA) hiicre
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orneklerinin  E-kadherin kaybmin ardindan N-kadherin ekspresyonunu
kazandigini gostermistir. N-kadherin ekspresyonu ile bagl kazancin tiim gog
eden hiicre klonlarinda ortaya ¢iktigini aragtirmak igin yapilan analizlerde
proteinin sadece 12 saat CM uyarisi yapilmasi sonrasinda go¢ eden hiicre

orneklerine 6zgii oldugunu gostermistir.

Uzun siireli degisim sonrasinda analiz i¢in hazir hale gelen CM.6h hiicre
klonlarinda yapilan western blot analizi sonrasinda ise bu hiicrelerde N-
kadherin ekspresyonu kaydedilmemistir. Ancak, baska bir EMT markeri olan
vimentin interfilamentinin CM.6h hiicre o6rneklerinde yuksek seviyede
bulunmus olmas: verileri destekleyici niteliktedir.. 12h.5(NA) hiicrelerinde ise
vimentin ekspresyonu diisiik seviyede bulunmustur. Kisa bir donem kiiltiire
edilen ortamlardaki hiicrelerden tekrar yapilan western blot analizlerinde 12
saat CM uygulamasi sonucunda kazanilan N-kadherin ekspresyonunun yikima
ugradigi kaydedilmistir. Bu degisikligin, bir sekilde hiicrelerin epitelyal
karaktere geri doniislerinin tetiklenmekte olabilecegi ve mezenkimal fenotipin

gecici olabilecegi seklinde yorumlanmastir.

EMT sureci, bir¢ok fizyolojik ve patolojik kosullarda hiicrelerin
yasamlarinin devamini saglayarak onlara hareketlilik ve invazif ozellik
kazandirir ve kanserlerde dolagimdaki hiicrelerin olusumuna katkida bulunur,
bdylece tumor hiicrelerinin (belkide normal hiicreleri oranla daha fazla) hayatta
kalmasini saglar. Ancak, EMT bir gegici siire¢ olarak kabul edilmektedir.Bu
hipoteze gore dolagimdaki kanser hiicreleri ‘uygun’ ortam bulduklari zaman
tekrar MET gecirebilir ve yeni ortamda timor buyimesine devam edebilirler.
12h.5(NA) hiicre 6rneklerinde kazanilan N-kadherin ekspresyonunun zaman
icerisinde kaybolmasinin kisa siireli EMT/MET gecisinin belirtisi olabilecegi
seklinde yorumlanmistir. Bu hiicre tipinin E-kadherin ekspresyonunu tekrar
kazanmasi da (sekil 4.11) bu hiicrelerde polaritenin yeniden ortaya kondugunu
gostermekte olabilir, veriler birbirleriyle hipotez cercevesinde uyumludur.
Ancak, CM.6h hicrelerinde E-kadherin ekspresyonunun kazanilmasi ile

vimentin ekspresyonu ayni anda yiiksek seviyede bulunmustur. Ayni anda,
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proinflamatuar sitokin maruziyeti durumunda baskilanan NKX3.1 ifadesinin
12h.5(NA) ve CM.6h hiicre érneklerinde geri kazanilmasi bu hiicrelerde yeni

bir fenotipin olustugunu gostermektedir.

Invazif olarak se¢ilen CM.6h ve 12h.5(NA) hiicre klonlarinda EMT
markerleri disinda degisen bagka fizyolojik yolaklari arastirmak amaciyla
yapilan ¢oklu antikor isaretlemeleri sonrasinda p-Histon3®ert9
PAKT1/2/3(e473) - B-katenin ve vimentin’in kontrol grubuna karsi her iki
klondada yiiksek oldugu belirlenmistir. Bunun disinda CM.6h hiicrelerde f3-
tubulin ve 12h.5(NA) hucre 6rneklerinde PLK-1’in yiiksek oldugu da ayrica
gozlenmistir (sekil 4.13/4.14).

Cogu kanserde aktivitesi diizensiz kontrol edilen AKT protein kinazin
timor hiicrelerinin biiyiimesinde ve hayatta kalmasinda onemli bir faktor
oldugu kabul edilmektedir. Inflamasyon varligimnda AKT’nin Ser473
bolgesinden fosforilasyonu sitoplazmik B-katenin seviyesinin yikselmesine
neden olur ve boylelikle diflizyon ile niikleuse daha fazla transloke olan [3-
katenin TCF transkripsiyon faktor( olarak etki ederek proliferasyonu uyaran c-
myc gibi bir takim hedef genleri uyararak onkojenik etki gosterir (Bilge
D.Butuner, 2011). PLK-1 ise hiicre dongiisiinde G2/M gegisinin gerekli
kinazlarindan biri olarak, artan seviyesi ile mitoz gecisini hizlandirarak hiicre

proliferasyonuna katkida bulunabilir.

5.5. LNCaP Hucrelerinde NKX3.1 gen fonksiyonunun susturulmasi

ve bu Hicrelerde Migrasyonun Tetiklenmesi

Prostatin olusumu ve gelisiminde 6nemli sayilan, timor baskilayic
fonksiyona sahip NKX3.1 homeobox geni hiicre farklilagmasi ve plastisitenin
tesvikinde 6nemli rol oynar. Fare ve insan prostat hiicresi 6rneklerinde yapilan
aragtirmalar inflamasyonun NKX3.1 fonksiyonunun kaybu ile iliskili oldugunu
gostermistir (Clémentine Le Magnen et al.,2018). NKX3.1’in kayb1 ise prostat

kanserinde migrasyonun baslatilmasini hizlandirir.
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NKX3.1’in inflamasyon kaynakli prostat karsinogenezindeki roliiniin
arastirtlmas1 amaciyla androjen yanit1 olusturabilen LNCaP hiicre hattinda
NKX3.1 fonksiyonunun kalict olarak susturulmasi ve bu hiicrelerde
inflamasyon araciliklt migrasyon deneyi yapilarak ortaya cikan degisimleri
aragtirmak amaglanmistir. Bunun i¢in, Oncelikle shRNA teknolojileri
kullanilarak gen susturma denenmis, ancak NKX3.1 tiimor baskilayict geninin
ekspresyon seviyesini degistirmeye yonelik calismalar sonu¢ vermemistir.
Daha sonra bu nedenle calismalarda CRISPR/Cas9 sistemi kullanimina
gidilmistir. Sonuglar daha umut verici olduklarindan, bu hiicreler kullanilarak
migrasyon deneyleri yapilmistir. NKX3.1 ekspresyonu diisiik klonlarin se¢imi
migrasyon tetiklemesi sonrasinda western blot ile ekspresyon paternleri

karsilastirilarak belirlenerek yapildi.

LNCaP hiicrelerinde yapilan migrasyon deneyinden farkli olarak
NKX3.1 geni baskilanan hiicrelerde yapilan bu deneylerde go¢ eden hiicre
sayis1 daha fazla ve farklilasma siiresi daha kisa siirdii. Ug farkli zamanda CM
uygulamasi yapilan (3, 6, 12 saat) hiicrelerde yapilan migrasyon deneyi
sonrasinda her {i¢ guruba ait klonlar elde edildi. LNCaP hiicreleri ile yapilan
onceki deneylerde ii¢ saatlik CM uygulamasi yapilan klonlar zaman igerisinde
kilturde devam edemediler. Ayrica, NKX3.1 fonksiyonu baskilanmis kontrol
hiicreleri de (inflamasyon uyaris1 yapilmayan) migrasyon deneyinde az
miktarda olsa da gd¢ etmelerine ragmen, olusan koloniler biiylimediler. Bu
gozlemler, inflamasyona bagli NKX3.1 kaybinin ardindan ylkselen
migrasyonda NKX3.1’in disinda baska faktorlerin de onemli oldugunu
diistindiirmektedir. Sadece NKX3.1’in susturulmasi hiicre yagsamin1 olumsuz
yonde etkilemektedir. Ancak, CM uygulamas: sonrasinda yapilan ayni
migrasyon deneyinlerde elde edilen klonlarin ise daha agresif olduklar1 ve
olusan klonlarin morfolojilerinin birbirinden farkli olduklar1 gézlendi (sekil

4.18).

EMT’nin negatif markeri olan E-kadherin ve pozitif markeri olan

vimentin ile beraber NKX3.1 seviyesine bakmak icin yapilan western blot
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analizleri kontroliin disinda tiim g6¢ eden hiicre klonlarinda E-kadherinin
baskilandigin1 ve bazi orneklerde vimentin ekspresyonunun kazanildigin
gosterdi. Yapilan NKX3.1 susturmasinin ardindan NKX3.1 fonksiyonu
baskilanmis klonlar1 se¢gmek i¢in NKX3.1 ekspresyon seviyesine bakild1 (sekil
4.19). Western blot analizi sonuglarina gére EMT markeri yliksek ifade edilen
ve NKX3.1 ekspresyonu baskilanan hiicre klonlar1 bir sonraki analizler i¢in

secildi.

5.6. Inflamasyon Varhginda NKX3.1 ekspresyonunun Susturulmasi

ile Artan Proliferasyon Hizi ve Koloni Olusumu

Inflamasyon aracilikli EMT 6zelligi kazanmanin, NKX3.1 susturulmus
hiicrelerin hiicre dongiisii fazlar1 tizerindeki etkisinin arastirilmasi i¢in, hiicre
DNA’s1 propidium iyodiir (PI) ile boyanarak Flow sitometri analizinde yapildi.
Kontrol grubuna karsi go¢ eden hiicre 6rneklerinde mitotik hiicrelerin daha
fazla oldugu tespit edildi (sekil 4.21). Bu durum yiiksek proliferasyonun veya
artan genetik heterojenligin sonucu olarak mitotik yavaslamanin bir gostergesi
olarak yorumlanabilir. Ayrica, S fazindaki hiicrelerin kontrole karsi fazla
olmasi bu hiicrelerde DNA ikilenme siireci ya da DNA hasarindan dolay1 o
fazda tutuklandiklarimin bir belirtisi olabilir. Buradan yola ¢ikarak, ileriki
caligmalarda olas1 genetik degisikliklerin kontrollii degisiklikler mi yoksa
rastgele gergeklesmekte olup hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarina fazlaca
yiik getirmekte, bu nedenle gerceklesen dongii yavaslamasinin temelinin

arastirilmasi gerekmektedir.

Flow sitometri ve western blot sonuglarindan yola ¢ikilarak 3, 6 ve 12
saatlik CM uygulamasina bagli go¢ eden hiicre orneklerinden birer klon
secilerek sonraki validasyon islemlerinde kullanilmak iizere karar verildi. 3
saat CM yapilan 6rneklerde vimentin ekspresyonu yiiksek olan ve NKX3.1
diisiik olan durum farkli klonlarda tespit edildigi i¢in her iki klon da deneylere
dahil edildi.
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Kontrol gurubu ile birlikte secilen CM3h.(2)2, CM3h.(2)?, CM.6h-1,
12h.(2)> ve daha 6nce deneylerde kullanilan CM.6h ve 12h.5(NA) hiicre
klonlarinda koloni olusumunu arastirmak i¢in yapilan deneyler, inflamasyonla
metastatik Ozellik kazanan hiicrelerin hayatta kalma ve koloni olusturma

yeteneklerinin yiiksek oldugunu gosterdi.

Olusan koloni sayisinin kantitatif olarak degerlendirilmesi, inflamatuar
mikrocevrenin kanser hiicreleri koloni olusum miktarin1 belirgin sekilde
etkiledigini  gostermektedir (Sekil 4.23). Burada NKX3.1 protein
ekspresyonunun baskilanmasi da 6nemli faktor olabilir. Ayrica, NKX3.1
baskilanmis ve CM uygulamasi sonras1 degismis klonlarda koloni miktar: ayni
zaman araliginda CM uygulamas1 yapilmig kontrol grubuna gore daha yiiksek
bulunmustur. Sonug¢ olarak, NKX3.1 kaybi kanser hiicre migrasyonunu
tetiklemekle beraber koloni olusumunu da olumlu yonde etkiler, inflamasyona

maruz kalma siireci arttik¢a olusan koloni miktar1 da artar (sekil 4.24).

5.7. inflamasyon Varhginda AR Seviyesindeki Azalmanin Artan
DNMTa ile Tliskisi

Prostat  kanseri  hiicrelerinde  inflamasyona  baglh = NKX3.1
ekspresyonundaki azalmanin AR’daki azalma ile iliskili oldugu gosterilmistir.
Khalili ve arkadaslari tarafindan, farelerde tretal bdlgeye patolojik E.coli
enjekte edilerek in vivo inflamasyon modeli olusturulmus ve inflamatuar atrofi
ve invazif kanser bolgelerinde NKX3.1 ile AR ekspresyon seviyelerinde
azalma kaydetmislerdir. Ayrica, bu hiicrelerde proliferasyon miktarinin arttigi
da rapor edilmistir (Khalili et al.,2010). Tez ¢ergevesinde yapilan deneylerde,
inflamasyon varliginda go¢ eden hiicrelerdeki proliferasyon ile koloni
olusumlarindaki artiglar bir dnceki boliimde gosterilmisti. Mevcut klonlarda
AR seviyesinin arastirilmasi ve son zamanlarda hematolojik ve mide kanseri
gibi birkag kanser tiirlerinde EMT ve malignite ile iligkilendirilmis ve AR ile
ters iliskide olan DNMT3a ekspresyonuna bakmak i¢in yapilan western blot



141

analizinde inflamasyona bagli AR seviyesinde azalma ve DNMT3a

ekspresyonunda onemli bir yiikselis oldugu tespit edilmistir.

Bulgularimizla benzer sekilde, Yue-feng Du ve arkadaslarinin TSU-PR1
hiicre hattinda yaptig1 ¢alismalarda DNMT3 ailesi Uyelerinin konservatif
homoloji bolgesinin siRNA ile hedeflenmesi sonucunda proliferasyon,
invazyon ve migrasyonun etkili bir sekilde baskilandigi gdosterilmistir.
Aragtirmacilar yayinlarinda bu gen ailesinin prostat kanseri hiicrelerinde
o6nemli roliinden yola ¢ikarak, DNMTS3 ile ilgili daha fazla arastirmaya ihtiyag
duyuldugunu belirtmislerdir (Yue-feng Du et. al., 2012).

5.8. inflamasyona Bagh Go¢ Eden Hiicrelerde p-katenin Seviyesinde
Artis

Inflamatuar siirecte artan B-katenin seviyesi, hem hiicrelerarasi baglanti
noktalarindaki aktivite hem de transkripsiyonel aktivite agisindan énemlidir.
Wnat sinyal yolaginin 6nemli molekiillerinden biri olan B-katenin ¢ok islevli bir
proteindir. Bir¢ok caligma, P-katenin sinyalizasyonunun aktive olmasinin
kanser gelisimine katkida bulundugunu gostermistir (o halde referanslar).
Yiiksek seviyeli B-katenin ekspresyonu her zaman tumorijenik o6zellikleri
indiikler ve kanser hiicresi proliferasyonunu tesvik eder, bu kanser hiicrelerinin
hayatta kalmasi ile dogru iligskidedir. Ayrica, B-katenin sinyali, hem normal
hem de kanser kok hiicresi olarak adlandirilan hiicrelerin pluripotent fenotipleri
ve kendi kendini yenilemesi icin olduk¢a Onemlidir. ‘Kanser kok
hiicresi’(KKH) klasik kemoterapi ve radyoterapiye direnclidir. Prostat
kanserinde, bu hiicrelerin androjen ablasyon tedavisi sonrast hayatta
kalabildikleri ve kastrasyon direngli prostat kanserine (CRPC) neden olmalari
miimkiindiir. Artan kanitlar, Wnt/p-katenin sinyalinin KKH'lerde oldukga aktif
oldugunu ve prostat kok hiicresinin  kendini  yenilemesinde rol
oynayabilecegini gostermektedir. Ek olarak, AR ve B-katenin androjenden

bagimsiz biiylime ve ilerlemeyi tesvik etmek i¢in hedef genleri tetiklemekte
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birbirini uyarabilir (Zhuangzhuang Zhang et.al.,2018). KLK ailesi Uyesi olan
diger bir gen KLK-4 androjenler tarafindan kontrol edilir ve prostatta yiiksek
ekspresyona sahiptir. Normal prostat ile karsilagtirildiginda malign prostat

hicrelerinde KLK-4 proteini asir1 eksprese edilir (Klokk TI et.al., 2007).

PI3K/Akt sinyal yolunun aktive olmasi, tiimor hiicresi invazyonuna
katkida bulunur. NKX3.1 gen ekspresyonu mevcut ve baskilanan (+/-) hem de
inflamasyona bagli go¢ eden hiicrelerde AKT aktivitesinin kontrole gore,
Ozellikle NKX3.1 gen ifadesi susturulan hiicrelerde azalmis olmast bu
hicrelerde invazyon 6zelliginin tekrar azaldigi anlamina gelebilir (sekil 4.26).
Deneylerimizde ayni hiicrelerde B-katenin ve KLK-4 protein ekspresyonunun
kontrol ve NKX3.1 ifade edilen ve inflamasyona bagli go¢ eden hiicrelere gore
fazla oldugu tespit edilmisti. Bu durum inflamasyona maruz kalan prostat
hiicrelerinde NKX3.1 ifadesinin azalmasinin veya yoklugunun ardindan zaman
icerisinde ekspresyonunu tekrar kazanabildigini ve NKX3.1 ifade edilen bu
hiicrelerde proliferasyonun ve koloni olusturma yeteneklerinin NKX3.1

yoksun hiicrelere gore daha diisiik oldugunu gostermistir.

5.9. inflamasyona Bagh Go¢ Eden Hiicrelerde NKX3.1 Kaybina ile
HNT1 seviyesinde Artis

Hematolojik ve norolojik ekpsressed 1 (HN1) geninin bir¢cok timérde
ifadesinin yiiksek oldugu gosterilmistir. HN1’in yikiminin, in vivo 'da timor
biiylimesini inhibe ettigi, fakat in vitro’da hiicre proliferasyonunu etkilemedigi
gosterilmistir.  HN1'in asir1 ekspresyonu B-katenin yikimimi arttirarak -
katenin/E-kadherin etkilesimini negatif olarak etkiler. Koloni olusumu ve
migrasyon yetenegi artar (Varisli L et. al., 2015). Inflamasyona bagh go¢ eden
hiicre klonlarinda HN1 seviyesinin yiiksek bulunmas1 bu hiicrelerin metastatik

karaktere sahip olduklarini gostermektedir.
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5.10. inflamasyon Varhginda Go¢ Eden Hiicrelerde Protein

Profilinin Tammmlanmasi Aracihg fle Aradaki Farklarin Bulunmasi

Kiitle spektrometresi (MC) enstriimanlarindaki son gelismeler ve yeni
analitik, biyoinformatik yontemler proteomik ve biiyiik veri bilimi arasindaki
iliskiyi arttirmaktadir. Ek olarak, biyoinformatik analiz yontemleri giderek
daha karmasiklasarak ¢oklu algoritma ve araglari i¢ine kapsamakta biiyiik veri
analizlerine yardimec1 olmaktadir. Son yillarda biyoinformatik yontemler ile
proteomik ve genoma dair biiylik verilerin analizi i¢in ¢ok ¢esitli yontemler ve
yazilim araglar gelistirilmistir. Tez ¢aligma siiresinde inflamasyon varliginda
degismis ve migrasyon deneyinde invazyon membranini gegmesi sonrasinda
elde edilen NKX3.1 pozitif ve negatif hiicre klonlarinda yapilan validasyon
deneyleri sonrasinda degisim oranit yiiksek oldugu diisiiniilen CMo6h,
12h.5(NA), CM3h(2)2, CM3h.(2)?, CM6h-1 ve 12h(2)? hiicre drnekleri protein
profilleme i¢in se¢ilmistir. Bunun i¢in proteinlerin iyon yukine gore kigik
konsantrasyonda bile 6l¢iilmesini saglayan nano-LC-MS/MS (Nano dl¢eginde
caligabilien- High-performance liquid chromatography coupled with tandem
mass spectrometry) analiz yontemi olarak kullanilmistir. Burada proteinler
yiiksek basingli sivi kromatografisinde fizikokimyasal Ozelliklerine gore
ayrilarak ve kiitle detektorii ile analiz edilirler. Ilk filtrede kiitle/yiik oranina
gore molekiiller ayirildiktan sonra Collision Gaz adindaki spesifik bir gaz ile
pargalanmaya tabii tutulur. Ikinci filtrede pargalanma sonrada olusan iyonlar
teshis edilerek miktar tayini yapmak icin kullanilirlar. Bu sekilde analiz edilen
ornekler ‘Human Uniprot’ veri tabanindaki verilere gore degerlendirilerek, her
bir hiicre 6rnegine ait tanimlanmig proteinlerin kapsama yiizdesi, okunan peptit
ve protein sayilart hem de protein i¢in tanimlanmis peptit dizilerinin toplam
sayist (peptit spektrum eslesmeleri - PSM degerleri) belirlenmistir.
Inflamasyona bagl goc eden hiicre drneklerinde karsilastirmali validasyon
islemleri icin PSM degerinin secilmesi uygun bulunmustur.  Kontrol
ornekginde elde edilen peptidlerden ulasilan tanimlanmig protein sayisinin

2088, go¢ eden hiicrelerde 2300 ile 2600 araliginda oldugu bu hiicrelerin
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fenotipik olarak da birbirinden farkli oldugunu gostermistir. Ayrica, go¢ eden
hiicrelerde 6rnege 6zgii eksprese edilen protein sayis1 231-358 araligindayken,

kontrol hiicrede 161 tane olarak belirlenmistir (Tablo 4.1).

5.11. Fonksiyonel Zenginlestirme Analiz Yontemleri ile
Inflamasyona Bagh Géc¢ Eden Hiicrelerde Heterogenisitenin

Belirlenmesi

Fonksiyonel zenginlestirme analizi, biiyiikk bir gen veya protein veri
setinde fazlaca temsil edilen genlerin veya proteinlerin siniflarini tanimlamak
icin uygun bir yontemdir. Hastalik fenotipleriyle olasi iliskiye sahip
proteinlerin  belirlenmesinde  kullanilabilir.  Yontem, Onemli dlglide
zenginlestirilmis veya tilkenmis gen gruplarini tanimlamak igin istatistiksel
yaklagimlar1 kullanir. Tez calismasina iliskin elde edilen her bir 6rnekte tespit
edilen farkli ifade edilen proteinlerde biyoinformatik yontemler ile fonksiyonel
zenginlestirme analizinin yapilmasi i¢in ‘FunRich’ uygulamasi ve DAVID,

PANTHERA veri tabanlarina bagvurulmustur.

FunRich araciligi ile COSMIC —Kanserdeki Somatik Mutasyonlarin
Katalogu verilerine kars1 go¢ eden hiicre Orneklerinde farkli ifade edilen
proteinlerin karsilastirmasi sonrasinda elde edilen her bir klonun birbirinden
farkli oldugu tespit edilmistir. Veri tabaninda mevcut farkli kanser
hastaliklarina ait somatik mutasyonlar ile karsilastirma sonrasinda go¢ eden
altt hiicre 6rneginden sadece 12h.5(NA) klonu p degerine gore (p<0,001)
prostat kanseri hastaligina %68,63 oraninda benzer bulundu (sekil 4.30). Tim
g6¢ eden hiicre klonlar1 benzer seklide, LNCaP hiicre hattinin NKX3.1 varlig
ve yoklugu durumunda inflamasyona belli silirelerde maruz birakilmasi
sonrasinda elde edilmis olmasina ragmen, bu hiicrelerde ortaya ¢ikan
degisikliklerin farkli yolaklarda olmasi klonlarin birbirlerinden de farkli olmak

lizere degisime ugradigini, yani hiicresel heterogenisiteyi gostermistir.
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Venn diyagramina gore tiim go¢ eden hiicre 6rneklerinde ortak eksprese
edilen 99 tane proteinin fonksiyonel zenginlestirme analizi icin DAVID veri
tabani araciligi ile yolak analizi yapilarak KEGG verilerine gore bu proteinlerin
rol oynadig1 ii¢ sinyal yolu tespit edilmistir. Ug sinyal yolundan ikisinin
metabolizma ile iligkili olmas1 bu hiicrelerde daha 6nce tespit edilen yiksek

proliferasyon ile anlamli bulunmaktadir. Ugiincii yolak splisozom yolagidir.

Splisozom, intronlarin ¢ikarilmasint ve ekzonlarin birlestirilmesini
iceren pre-mRNA'nin islenmesiyle olgun mRNAnin olusturulmasinda énemli
bir ara basamagi olusturmaktadir. mRNA islenmesi, Okaryotik hiicrelerde
genetik temele dayali dogru bir fenotipin olusturulabilmesi i¢in gereklidir. Ek
olarak, alternatif ekleme genetik ¢esitlilige biiyiik katki saglar. Splisozom, yiiz
elliden fazla farkl protein igerir (ekleme faktorleri), yapisi ve bilesimi oldukca
dinamiktir. Splisozom’ un ¢ekirdek bilesenleri U1, U2, U4, US ve U6 kiiciik
niikleer riboniikleoprotein (snRNP) parcaciklaridir. Her bir snRNP'nin kiigiik
bir niikleer RNA (snRNA) icerdigi ve splisozomun snRNA'nin iligkili
proteinleri tarafindan yonlendirilen katalitik bir rol oynayan ribozim oldugu
diisiiniilmektedir. /n vitro calismalar Ul snRNP'in 5’ ekleme bolgesi ile
etkilesime girdigini ve U2 snRNP'nin intronik dallanma noktasi ile iligkili
oldugunu gostermektedir. Bu U4/U6.US tri-sSnRNP kompleksinin olusumu ara
basamag ile devam eder. Ul ve U4 snRNP'ler kararsiz hale getirilir ve
splisozom iki transesterifikasyon reaksiyonunu katalize eder. Dallanma
noktasinda 5’ ekleme bolgesi ile bir adenosin arasinda intronun kesilmesine
neden olan bir bag olusturulurken bunu 5’ ve 3’ ekleme yerlerinin ligasyonu
takip eder (Lee SC, Abdel-Wahab O, 2016). Son zamanlarda kanser
tedavisinde splisozomlar1 hedef olarak kullanmaya dair artan bir ilgi vardir.
Splisozom, normal hiicrelerdeki énemi nedeniyle sasirtici bir terapotik hedef
olarak goriinebilir. Bununla birlikte, kanserler, diger hiicrelere gore splisozom

inhibisyonuna kars1 daha duyarli olabilirler.
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KEGG yolak analizi verilerinin dogrulugunu kanitlamak i¢cin PANTHER
veri tabaninda biyolojik islem analizi yapildi ve metabolik siire¢ en yliksek

aktive edilen siire¢ olarak belirlendi (sekil 4.32).

5.12. inflamasyona Bagh Goé¢ Eden Hiicrelerde Ortak Eksprese

Edilen Proteinlerin Birbiri ile liskisinin Biyoinformatik Analizi

Protein-protein  etkilesimleri (PPI'ler), hiicre-hiicre etkilesimleri,
metabolik ve gelisimsel kontrol dahil olmak iizere bircok cesitli biyolojik
islemleri igerir. Protein-protein etkilesimi sistem biyolojisinin temel
hedeflerinden biri haline gelmektedir. Kalint1 yan zincirleri arasindaki kovalent
olmayan baglar, protein katlanmasi, protein montaji PPI i¢in temel olusturur.
Bu baglar, proteinler arasinda cesitli etkilesimleri ve iliskileri uyarir. Zit
yapisal ve fonksiyonel Ozelliklerine bagli olarak PPI'ler cesitli sekillerde
siiflandirilabilir. Tipik olarak proteinler, islevlerini yerine getirirken izole
edilmis tiirler gibi davranmazlar. Proteinlerin %80'den fazlasinin tek basina
calismadig1, ancak komplekslerde oldugu ortaya konmustur (T. Berggard et al.,
2007). Kimligi dogrulanmais proteinlerin analizi, ayn1 hiicresel islemlere katilan

proteinlerin tekrar birbirleriyle etkilesime girdigini ortaya koymaktadir.

Proteinler arasindaki iligkinin O6nemini goz Oniinde bulundurarak,
inflamasyona bagli go¢ eden hiicre 6rneklerinin tiimiinde ekspresyon kazanan
ve baskilanan proteinlerin protein-protein etkilesim analizi STRING veri

taban1 araciligi ile gerceklestirildi.

Inflamatuar ortama maruz birakilmasi sonrasinda gé¢ eden LNCaP hiicre
klonlarinda ekspresyonu baskilanan proteinlerin ¢ogu apoptozu tetikleyen
(ADAMTS-like protein 4), kromozomal stabiliteyi destekleyen, mayoz
sirasinda  homologlarin dogru ve etkili bir sekilde eslestirilmesini, hem
homolog rekombinasyon hem de DNA tek ve ¢ift zincirli kopmalarinin

onariminda rol oynayan (Fanconi anemia group D2 protein) va daha fazla
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transkripsyon faktorl ve onunla iligkili proteinler, bir¢ok kinazlar oldugu
belirlendi. Coklu etkilesim grafiginde bu proteinler kirmizi renk ile

isaretlenmistir.

Dis stres sinyallerine ve DNA hasarina hiicresel tepki, homeostaz,
metabolizma ve hiicre dongiisii ilerlemesi dahil olmak iizere c¢ok sayida
hiicresel islemi diizenleyen ubikuitin ligazlarinin (E3'ler) aktivitesine baglidir.
Ubikitin ligazlart (E3'ler) cesitli mekanizmalarla kanserde deregiilasyona
ugrar, bu da hedef proteinlerinin ekspresyonu ve/veya aktivitesinde degisiklige
yol acar. Dizensiz E3'ler, malign transformasyonu, timor ilerlemesini ve
tedavi direncini yonlendiren kontrolsiiz proliferasyona ve genomik
instabiliteye katkida bulunur. inflamasyona bagli ekspresyonu baskilanmis
protein guruplari arasinda bulunan E3 ubikitin ligazlar sar1 renk ile ayirilmistir.
Onun diginda, histon metilsyonu ve transkripsyon ko-baskilayic1 ve aktive

edici protein gruplari belirlendi.

Coklu etkilesimde olan dort: proteazomal, ribozomal, mitokondriyal
membran solunum zinciri ve splisozom faktorii proteinleri guruplar tespit
edildi (sekil 4.34). Elde edilen veriler ve bir 6nceki fonksiyonel zenginlestirme
analizi sonuglar1, calisilan hiicre orneklerinde metabolizmanin baskin bir

sekilde asir1 aktive oldugunu gostermektedir.

5.13. Go¢ Eden Hiicrelerdeki Proteinlerin log2 Degerine Gore
Biyoportal Analizi

Tez ¢alismasi sirasinda elde edilen, inflamasyona bagli go¢ eden hiicre
orneklerinin nanoLC-MS/MS cihazinda protein profilinin tespit edilmesi
sonrasinda elde edilen total 4715 proteinden log2 kat degisim kisaltmasi 1.5'e
(kat degisim 2.8'e esdeger) gore anlamli bulunan 1773 protein, bugiine kadar

arastirmasi yapilan ve online ulagimi saglanabilen mutasyona ugramis gen
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verileri ile karsilastirmak {iizere secildi. Karsilastirma islemlerini

gerceklestirmek amaciyla birden fazla veri portali kullanild.

‘cBioPortal’da yapilan analizde %289.4 oraninda benzerlik bulundu.
Kanser Genom Atlas1 (TCGA) portalinda mevcut,veriler prostat kanserinde
yiiksek dneme sahip olan 20 genden dort tanesi ile eslesti (tablo 4.3). Eslesmis
proteinler: lamin B2, RAS onkojen aile Uyesi RAN, RNA baglayict 8A motif

proteini ve 330 c¢inko parmak proteinidir.

Laminler, niikleer lamina olarak bilinen iskele olusturan ara filament
proteinleridir. Laminler, normal gen transkripsiyonu ve susturmasi, DNA
replikasyonu ve onarimi, niikleer gézenek komplekslerinin konumlandirilmasi,
kromatinin yeniden sekillenmesi ve boliinme sirasinda niikleer zarflarin
parcalanmast ve yeniden birlestirilmesi i¢in gerekli olan genomun
organizasyonunu diizenlemektedirler. Lamin mutasyonlar1 ayrica artan DNA
hasari ile iliskilidir. Karsilik gelen lamin B2 genindeki (LMNB2) mutasyonlar,
bilateral olarak simetrik bir sekilde ilerleyen subkutan yag kaybiyla karakterize
edilen nadir bir hastalik olan kazanilmis kismi lipodistrofinin gelismesine
yatkinlikla olusturabilir. Ran, RNA ve proteinlerin niikleer gozenek kompleksi
boyunca translokasyonu icin gerekli olan kiicuik bir G proteinidir. Ran proteini
ayrica DNA sentezinin ve hiicre dongiisii ilerlemesinin kontroliine de dahil
edilmistir, ¢linkii Ran'daki mutasyonlarin DNA sentezini bozdugu tespit
edilmistir. RNA baglayict 8A motif proteini spliceosome bileseni olarak
mRNA eklenmesi i¢in gereklidir. 330 ¢inko parmak proteini ise (diger adi ile
niikleolar sistein agisindan zengin protein) ¢ogunlukla niikleolusta ifade edilir,
mitozda sentromerler ile iliskili ve sitokinezde ortada yogunlagsmistir. Sayilan
bu proteinlerin veri portalindaki degisen gen listesi ile eslesmesi ve fonksiyonel
olarak yukarida yapilan analiz sonuglari ile 6rtiismesi, tanimlanmis proteinlerin
teknik dogrulugunu ve prostat kanseriyle ilgisini saglamasi olarak verileri

desteklemektedir.
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5.14. Perseus Yazilimi Kullanarak Gé¢ Eden Hiicre Orneklerine Ait

Proteomik Verilerinin Coklu Analizi

Perseus yazilim platformu, biyolojik ve biyomedikal arastirmacilara
proteinlerin 6lgiimii, etkilesimi ve post-translasyonel modifikasyon verilerini

yorumlamada yardimci olmaktadir.

Log2’ degerine gore anlamli bulunan 1773 protein Perseus platformuna
yuklendi ve proteinlerin dogrulugunu bir kez daha kontrol etmek ve olasi
yanlislardan kurtulmak igin veriler filtrelendi. Binlerce proteinin diferansiyel
ekspresyonunun test edilmesi, c¢oklu hipotez test sorunlari tarafindan
engellenebilir. Bu durum ekspresyonda ciddi bir fark olmadigi halde, bir
proteinin énemli bir isabet (hit) olarak adlandirilmasi olasiliginin artmasina
diizeltme yontemlerinin kullanilmasi gerekmektedir. Uygun dizeltme
yonteminin se¢imi, bir deneycinin kabul etmek istedigi yanlis kabul edilen
isabetler ve yanlis reddedilen isabetler arasindaki dengeye baglidir. Buna
durum goz Oniine alinarak yapilan analizlerde sisteme yiiklenen proteinlerin
gecerlilik degeri en az %70 ve tlizeri olacak sekilde filtrelenmistir. Sekil
4.37°deki histogramda turuncu ile isaretlenmis protein guruplari degeri
%70’tan diisiik olan proteinleri temsil eder. Bundan sonraki yapilan analizlerde

bu gruptaki veriler dislanmistir.

Hiyerarsik kiimeleme metodolojisi, proteomik verilerin ilk kesfi i¢in
giicli bir veri yaklagimidir. Numunelerin veya proteinlerin ekspresyon
profillerine gore kor olarak gruplandirilmasini saglar. Bununla birlikte,
kiimeleme sonuglar1 veri 6n isleme, profiller arasi benzerlik Ol¢iimi ve
dendrogram yapim prosediirii gibi parametrelere baghdir. Perseus’da yapilan
1s1 haritasinin  hiyerarsik kiimeleme analizi genel bir bakisla kontrol
hiicrelerinde diisiik ekspresyon seviyesine sahip olan proteinlerin go¢ eden
hicre oOrneklerinde yukar1 seviyede ekspresyona sahip olduklarini
gostermektedir.
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Temel bilesen analizi (PCA), kantitatif proteomik sonuglardaki kopyalar
ve kosullar arasindaki altta yatan farklar1 arastirmanin bir yoludur. Iki boyutlu
bir dagilim grafigindeki ilk iki ana bilesene bakmak genellikle en yararh
olanmidir. PCA biplotlari, kopyalarin ¢ogaltilabilir olup olmadigin1 ve diger
gruplarla karsilagtirildiginda farklilik gosterip gostermedigini gosterir. Gog
eden hiicre oOrnekleri ile yapilan PCA analizi protein icerigine gore bu
hiicrelerin birbirine ne kadar yakin yada farkli oldugunu belirlemis olur. Sekil
4.38°de gosterilen PCA sonucu 12h.(2)? hiicre klonlarmin kontrol 6rnegine
kars1 en uzak bolgede yer aldigin1 gostermistir. Bu daha 6nce yapilan hiyerarsik
kiimeleme sonuglar1 ile Ortiismektedir. Ayni zamanda, tim goriinti,
inflamasyon zamani1 ve NKX3.1’in var ya da yokluguna bagh olarak, tek bir
hiicre hattindan farklilagsan hiicre klonlarmin farkli yonlerde degisimlere

ugrayabildiklerini gostermektedir.

Dagilim Analizi (scatter plot), iki veri setindeki iliskiyi karsilagtirmak
gerektiginde kullanilir. Dagilim grafikleri, iliskiyi gorsellestirmenin bir
yoludur; veri noktalarini ¢izerek, grafik iizerinde noktalara sacilma elde edilir.
Analiz, eger varsa ne tiir iliskinin oldugunu ve bu kalibin ne anlama geldigini
gosterir. Dagilim diyagramlari, iki tlir veri arasindaki “sebep-sonug” iliskisini
gostermek ve bir stireci anlamak, hakkinda daha faydali bilgiler saglamak i¢in

kullanilir.

Perseus yazilim platformu kullanarak yapilan ¢oklu dagilim analizinde
(sekil 4.39) kontrol dahil olmak iizere go¢ eden hiicre drnekleri birbiri ile
karsilastirilmistir. Elde edilen ¢oklu dagilim grafiginde her bir nokta bir
proteini temsil etmektedir. Perseus’un sagladigi imkanlara gdre normal
dagilimin disina sigrayan proteinlerin diger orneklerde hangi bolgelerde yer
aldigin1 incelemek miimkiin olabilmektedir. Buna gore, Q13885 ve Q8N257
proteinleri farkli sagilim (scatter plot) analizinde farkli bolgede yer almaktadir.
Uniprot veri tabaninda Q13885 olarak isaretlenmis olan tubulin beta-2A zinciri
proteininin fonksiyonu hakinda fazla bilgi bulunmamaktadir. Q8N257 diger
adi ile histon H2B tip 3-B proteinini gostermektedir. Arastirmalarda histon
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H2B hakinda yeterince veri olmasina ragmen tip3-B histon h2B hakkinda
yererince bilgi bulunmamaktadir. Coklu dagilim analizine bagli olarak elde
edilen Pearson korelasyon verileri hiicre 6rneklerinin pozitif iliskide oldugunu

gostermektedir.
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6. SONUC

Bu tez ¢alismasi kapsaminda inflamatuar mikrogevrenin prostat kanseri
metastazi Uzerindeki etkisinin arastirilmasit amaglanmigtir. Buna bagli olarak,
prostat gelisiminde 6nemli etkisi olan ve prostat bezindeki pro-inflamatuar
etkiyi azaltan NKX3.1 geni ekspresyonuna sahip ve mutant LNCaP hicreleri
tizerinde yapilan CM uygulamalar1 sonrasinda elde edilen invazif 6zellige
sahip hiicre klonlari ile ¢aligmalar yapildi. Yapilan ¢aligmada in vitro prostatik
inflamasyon modeli araciligi ile yapilan migrasyon deneyinde go¢ eden
hicreler ilk defa klon olarak bayutildi ve klonlarinin proteomik analizi

gerceklestirildi.

Goc¢ eden hicrelerin hiuicre morfolojisi, apoptoz, proliferasyon ve
invazyon/metastaz yolaklarindaki degisimleri arastirildi. LNCaP hicrelerinin
inflamatuar ortam ile beslenmesi sonrasinda invazif 6zelliklere sahip olduklart,
elde edilen klonlarda E-kaderin, AR ve NKX3.1 proteinlerinin doz ve sireye
bagimli olarak proteozomal degredasyona ugradigi hem de vimentin
ekspresyonunun kazanildigi belirlendi. Ayn1 zamanda, se¢ilmis klonlar kontrol

orneklerine kiyasla yiiksek proliferatif 6zelliklere sahip olmustur.

Belli bir doz ve sirede inflamatuar ortam ile beslenen LNCaP
hicrelerinden elde edilen klonlarin birbirinden farkli olmasi  kanser
hlcrelerindeki heterogenisiteyi gostermektedir ve akut inflamasyona maruz
kalma siiresinin hiicre “kaderi”ni belirlemede o6nemli rol oynadigini
goOstermektedir. 12 saat CM uygulamasi sonrasinda go¢ eden hiicre klonlarinda
kisa bir slre igin N-kaderin ekspresyonu kazanimi ve daha sonra tekrar
kaybolmas1 bu hiicrelerin EMT-MET gecirdiginin belirtisi olarak kabul
edilmektedir. 6 saat CM uygulamasinin ardindan gé¢ eden hiicre klonlarinda
vimentinin baskin olarak ifade edilmesi bu hiicrelerin EMT evresinde oldugunu

gosterdi.
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Vimentin ekspresyonuna sahip hiicre klonlarinda inflamasyona baglh
ekspresyonu baskilanan NKX3.1’in zaman icerisinde tekrar kazanilmasi bu
hlcrelerin kastrasyon direncli NKX3.1 ifade eden prostat kanseri (Castration
Resistant NKX3.1 expressing prostate cancer-CARN) ile benzer Ozellikte
olabildigini gosterdi. Ayni zamanda, inflamasyona bagli go¢ eden, NKX3.1
mutant LNCaP hiicrelerinden elde edilen hiicre klonlarinda, zaman igerisinde
NKX3.1 ifadesi geri kazanilmig hiicre klonlarina gére invazif/ migrasyon ve

proliferasyon 6zelliklerinin daha baskin oldugu belirlendi.

Inflamasyona baglh go¢ eden hiicre klonlarinda farkli ifade edilen
proteinler ve ckspresyonu baskilanan proteinleri belirlemek igin yapilan
protein profilleme analizi, hiicrede DNA hasarinin giderilmesi, apoptozun
tetiklenmesi ve hiicre dénglsiinde éneme sahip olan transkripsyon faktorleri
ve diger dnemli proteinlerinin tiim go¢ eden hiicre klonlarinda baskilandigini

gosterdi.

Farkli veritabanlar1 kullanilarak yapilan biyoinformatik analizler
sonrasinda, go¢ eden hiicre klonlarinda metabolik yolak ve splisozom

proteinlerinin asir1 ifade edildigi gosterildi.

Sonug olarak, bu tez ¢aligmasinda inflamasyona bagli prostat kanseri
progresyonunun derin proteomik analizi gergeklestirildi. Inflamasyona bagl
NKX3.1 proteini fonksiyon kaybinin, bazi hiicre 6rneklerinde geri kazanildigi
in vitro verileri araciligiyla pekistirildi. Proteomik analizde farkl ifade edilen
proteinlerin kansere bagli sinyal yolaklarina ve biyolojik fonksiyonlara dahil
edilmesi, etkilesimli aglarinin anlagilmasina ve potansiyel tiimor biyolojik

belirteclerinin tanimlanmasina katkida bulunacaktir.
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