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OZET

Prostat Kanserinde Endoplazmik Retikulum Aracili Yikim (ERAD) Yolaginin
Vitamin D ve Vitamin D Reseptorii Aracili Regiilasyonunun Arastirilmasi

Prostat kanseri erkeklerde en sik teshis edilen kanser tiirlerinden biridir.
Steroid hormon sinyali, tiimor ilerlemesinde ve prostat kanserinde Endoplazmik
retikulum aracilt yikim (ERAD) ve katlanmamis protein yanitt (UPR) gibi molekiiler
sinyal aglarinin diizenlenmesinde kritik 6neme sahiptir. 1,25(OH), Ds, steroid
hormon olarak siniflandirilan D vitamininin aktif metabolitidir. 1,25(OH); D3'lin anti-
timdr aktivitesi ¢ok sayida calismada rapor edilmistir. Timor gelisimi ile iligkili
mekanizmalar1 inhibe ederek anjiyogenez ve hiicre dongiisii ilerlemesinin
baskilanmasi dahil olmak iizere anti-tiimor etkiler sergiler. Ayrica, prostat kanseri de
dahil olmak tizere bir¢ok kanser tlirlinde giderek azalan VDR ekspresyon seviyeleri
gbzlendigi rapor edilmistir.

Bu caligmada ilk kez 1,25(OH),D3 aracili VDR sinyalinin Hrdl, gp78,
p97/VCP, Ufdl ve Npl4 dahil olmak iizere ERAD bilesenlerinin protein ekspresyon
seviyesini negatif olarak diizenledigini gosterdik. Ayrica 1,25(OH); Ds
uygulamasinin Hrdl1, gp78, p97/VCP, Ufdl, Npl4, Ufd2 ve Derlinl gibi ¢ok sayida
ERAD geninin mRNA ifade diizeylerini negatif olarak diizenledigini, ERAD’mn
endojen inhibitorii olan SVIP mRNA ifadesinin ise pozitif diizenlendigini belirledik.
1,25(0OH);D3 uygulamasinin UPR'nin IREla ve PERK kollarinin farkli sekilde
kontrol ettigini bulduk. Ek olarak, verilerimiz 1,25(OH), Ds'lin etkisinin LNCaP
hiicreleriyle sinirli olmadigim1 gosterdi. Tutarli bir sekilde, diger prostat kanseri
hiicresi olan 22Rvl hiicrelerinde de benzer sonucglar elde edildi. Son olarak
transkripsiyonel ve translasyonel inhibitorler ile gerceklestirdigimiz ¢alisma
bulgular1 1,25(OH), D3’iin ERAD ve UPR bilesenlerini transkripsiyonel diizeyde
diizenledigini gosterdi.

Toplu olarak, sonuclarimiz 1,25(OH), D3 aracili sinyal mekanizmasinin
prostat kanseri hiicrelerinde ERAD ve UPR mekanizmalarii siki bir sekilde
diizenledigini gdstermektedir.

Anahtar kelimeler: 1,25(0OH),D3 D vitamini, D Vitamini Reseptorii (VDR), Prostat
Kanseri, Endoplazmik Retikulum Aracili Yikim (ERAD), Katlanmamis Protein
Yanit1 (UPR)



ABSTRACT

Investigation of Vitamin D And Vitamin D Receptor-Mediated Regulation of
The Endoplasmic Reticulum-Associated Degradation (ERAD) Pathway in
Prostate Cancer

Prostate cancer is one of the most common types of cancer diagnosed in men.
Steroid hormone signaling is critical in tumor progression and regulating molecular
signaling networks such as Endoplasmic reticulum-mediated degradation (ERAD)
and unfolded protein response (UPR) in prostate cancer. 1,25(0OH),D; is the active
metabolite of vitamin D, which is classified as a steroid hormone. The anti-tumor
activity of 1,25(0OH), D3 has been reported in numerous studies. It exhibits anti-
tumor effects by inhibiting mechanisms associated with tumor development such as
suppression of angiogenesis and cell cycle progression. In addition, it has been
reported that gradually decreasing VDR expression levels are observed in many
cancer types, including prostate cancer.

Here we first time showed that 1,25(0OH),D3; mediated VDR signaling
negatively regulates the protein expression level of ERAD components including
Hrdl, gp78, p97/VCP, Ufdl, and Npl4. Also, we determined that 1,25(OH),D3
administration negatively regulated the mRNA expression levels of numerous ERAD
genes such as Hrdl, gp78, p97/VCP, Ufdl, Npl4, Ufd2 and Derlinl, while SVIP
mRNA expression, which is the endogenous inhibitor of ERAD, was positively
regulated. Moreover, we found that 1,25(OH),D3; administration differentially
controls the IRE1la and PERK arms of the UPR. Additionally, our data indicated that
the effect of 1,25(0OH), D3 is not limited to the LNCaP cells. Consistently, 22Rv1
cells, which is other prostate cancer cells, exhibited similar results. Finally, the
findings of our study with transcriptional and translational inhibitors showed that
1,25(0OH),D3 regulates ERAD and UPR components at the transcriptional level.

Collectively, our results suggest that 1,25(0OH), Ds-mediated signaling strictly
regulates ERAD and UPR mechanisms in prostate cancer cells.

Keywords: 1,25(0H),D3, Vitamin D, Vitamin D Receptor (VDR), Prostate cancer,
Endoplasmic-reticulum-associated degradation (ERAD), Unfolded Protein Response
(UPR)
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1. GIRIS

Endoplazmik retikulum (ER), sahip oldugu karmasik agsi yapilarda lokalize
olan proteinler araciligiyla hiicrelerde karbonhidrat metabolizmasi, kalsiyum
homeostazisi, lipit ve steroid sentezi, protein sentezinin gergeklestirilmesi, protein
katlanmas1 ve transportu, protein kalite kontrol siiregleri gibi birgok 6nemli
biyokimyasal siirecleri gerceklestirmektedir (1).

Okaryotlarda yeni sentezlenen biyolojik proteomun yaklasik iigte biri sekretuar
yolaga hedeflenmekte ve salgi yolunun diger organellerine, plazma zar1 veya hiicre
dis1 alana yonlendirilmektedir. Bu siiregte ER’ye bagli ribozomlardan sentezlenen
polipeptit dizileri translokon adi verilen, ER membraninda lokalize olan Sec61 kanal
kompleksi araciligiyla es zamanl olarak ER igerisine aktarilmaktadir (2,3).

ER’de gerceklesen protein katlanmasi, oligomerizasyonu, olgunlagsmasi,
glikozilasyon ve disiilfit bagi olusumunu igeren translasyon sonrasi modifikasyonlar
ile karakteristik yapilarin1 elde eden olgunlastirilan proteinler siirekli olarak ER
kalite kontrol mekanizmas1 araciligiyla ER igerisinde kontrol edilmektedir.
Karakteristik formuna ulasan proteinler ER liimeninden disariya sevk edilirken,
katlanmamis veya hatali katlanmig proteinlerin dogru form ve modifikasyonlara
sahip olmalari i¢in tekrarlayan katlanma siirecine tesvik edilmektedir (4-6).

ER’de meydana gelen Ca®** homeostazindaki bozulmalar, redoks dengesizligi,
degismis protein glikozilasyonu veya protein katlama kusurlar1 gibi gesitli hiicresel
stirecler ER liimeninde katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin birikmesine
neden olmaktadir. Ayrica bu duruma ER’nin protein katlama kapasitesinin gesitli
nedenlerle asilmasi da neden olabilmektedir. Bu siiregte “ER stresi” olarak bilinen
hiicresel stres durumu meydana gelmektedir (7-9). Hiicreleri bu stresten korumak
veya yanit vermek i¢in katlanmamis protein yanit1 (UPR) olarak ifade edilen
hiicrelerin degisen fizyolojik kosullara adaptasyonuna yardimci olan karmasik
mekanizma aktive edilmektedir. Hiicrede bu siirecin uyumlu aktivitesi ile, ER stresi
diizeyine bagli olmak iizere hiicresel homeostazin yeniden olusturulmasi i¢in UPR
sinyalinin aktivasyonu ve ER protein kalite kontrol (ERQC) genlerinin
transkripsiyonel indiiksiyonu, global protein sentezinin segici olarak translasyonel
zayiflamast ya da hiicre Oliim programlarinin aktive edilip edilmeyecegi

belirlenmektedir (6,10).
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Proteinlerde gerceklesen katlanma siirecinin hatasiz olmadigi ve yeni
sentezlenen proteinlerin yaklasik 1/3’tiniin hatali olarak katlandigi bilinmektedir.
Tekrarlayan katlanma siireglerinde de istenilen forma ulasamayan proteinler ER
aracili protein yikimi (ERAD) adi verilen mekanizma ile yikima ugratilmaktadir
(11). ERAD’da meydana gelen bozukluklarin sonucu olarak norodejeneratif
hastaliklar, kistik fibrozis, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve kanser gibi yetmisi
askin hastaligin gelisimine neden oldugu bilinmektedir (12-15).

ERAD mekanizmasi, hiicrelerde yalnizca katlanmamis veya hatali katlanmig
proteinlerin proteozomal yikima yonlendirilmesi ve hiicrenin olasi proteotoksisiteden
korumasindan sorumlu degildir. Bu gorevlerinin yani sira hiicrelerde monooksijenaz
sitokrom p450, Kolesterol metabolizmasi diizenleyici proteini olan HMG-KoA
rediiktaz ve metastaz baskilayici protein olan KAI1 (Kangai 1)/CD82’in,
norodejeneratif hastalik proteinleri siiperoksit dismutaz-1 (SOD1) ve ataksin-3,
insiiline bagl gen-1 ve apolipoprotein B (ApoB) gibi fizyolojik 6neme sahip ¢ok
sayidaki proteinin endojen diizeylerinin kontrolii ve tamamen olgunlasmis
proteinlerin iglev bolgelerine ulagmasi igin de ERAD’1n gerekli oldugu bilinmektedir
(16,17).

Fizyolojik sartlar altinda hiicrelerdeki bircok molekiiller mekanizmanin
hormonal olarak siki sekilde diizenlendigi bilinmektedir. Son zamanlarda ise aslinda
bir sekosteroit hormon olan D vitamininin bir¢ok kanser tiiriiniin olusma riskini
azaltmak i¢in 6nerildigi bilinmektedir. D vitamininin en temel islevi fizyolojik olarak
kalsiyum ve fosfat diizeylerinin korunmasi {izerinedir. Fakat bu temel fonksiyonunun
yaninda, D vitamini beyin gelisimi, hiicre biiyiimesi ve noromiiskiiler fonksiyonlarin
diizenlenmesinde de islev gérmektedir (18-21).

D vitamininin, ergokalsiferol olarak adlandirilan vitamin D, ve kolekalsiferol
olarak adlandirilan vitamin D3 olmak tizere iki 6nemli formu bulunmaktadir. Yapilan
calismalar Kkalsitriol (1,25(0OH), Ds3) ve analoglarinin, otuzdan fazla dokuda
bulundugu bilinen D Vitamini Reseptorii (VDR) araciligi ile insan kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigi gosterilmistir (22,23). Yapilan ¢esitli in vitro

ve in vivo c¢alismalar sonucunda D vitamini eksikliginin kanser, diyabet,
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hipertansiyon, otoimmiin ve kardiyovaskiiler hastalik riskinin artirabildigini

gosterilmistir (24).

Yapilan ¢alismalar sonucunda artan kanitlar, D vitamininin ve D vitamini
reseptOriiniin prostat kanserinin gelisiminde de onemli oldugunu gostermektedir
(25,26). Bu bilgiler 1s1ginda ilerlenen bu tez c¢alismasinda prostat kanseri
hiicrelerinde 1,25(OH), D3 aracii VDR sinyallemesinin ERAD ve UPR
mekanizmalar1 lizerine olan olas1 diizenleyici roliinlin aydinlatilmasi1 ve literatiire

onemli katkilar saglanmasi hedeflenmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Endoplazmik Retikulum (ER)

Endoplazmik Retikulum (ER), hiicrenin hayatta kalmas1 ve normal hiicresel
fonksiyonlar1 igin gerekli olan ¢ok sayidaki gorevi yerine getiren dzellesmis sofistike
bir organelidir. ER hiicre i¢in kalsiyum homeostazisi, lipit sentezi, proteinlerin
islenmesi ve katlanmasi gibi bircok biyokimyasal siiregte dnemli rollere sahiptir ve
bu hiicresel siiregleri, karmasik agsi tiibiiler yapilarinda lokalize olan proteinler
araciligiyla yerine getirmektedir (1,5,27).

ER hiicrenin en biiyiik organeli olmakla birlikte ER membranlar1 tim
hiicresel membranlarin yaklasik yarisini olusturmaktadir. Biiyiik boyutunun yani sira,
ER'nin heterojen ve dinamik morfolojisi bir¢ok farkli islevini yansitmaktadir ve
sahip oldugu bu mikromimarideki degisimler dogrudan hiicresel fizyolojinin bir
yansimasini sergilemektedir (28).

Sitoplazma igerisinde c¢ok kivrimli bir yapida bulunan ER, -elektron
mikroskobuyla incelendiginde baz1 bolgelerde graniilli yapilariin  oldugu
goriilmektedir. Elektron mikroskobu goriintiilerine dayanarak ER graniillii (kaba) ve
graniilsiiz (diiz) olmak {izere 2’ye ayrilmaktadir (28).

Gortntiilerinin farklt oldugu gibi islevleri de farkli olan bu iki yapidan
tabakalar1 diiz ve ribozomlardan yoksun olan piiriizsiiz ER, hiicresel lipit
metabolizmasi ile iliskilidir. Anahtar lipit metabolizmas: enzimlerinin ¢ogu diiz
ER'de bulundugundan, lipit biyosentezi ve tasinmasindaki rolii vazgegilmezdir (3).
Dahasi, ER, hiicre i¢i Ca®* depolamasi i¢in ana bolgedir ve bu nedenle Ca®" aracili
olarak sinyal sergilenmesinde kritik 6neme sahiptir. Tasidigi 40’tan fazla enzim
sayesinde midenin asit, testis-ovaryum ve bobrek istii bezlerinin steroid hormon
salgilamasinda, ¢izgili kas kasilmasinda, barsak epitel hiicrelerinin lipit
metabolizmasi gibi ¢ok ¢esitli fizyolojik gorevi yerine getirebilmektedir (29).

Tabakalar1 ¢ok sayida ribozom igeren graniillii ER ise integral membran veya
sekresyon i¢in tasarlanan proteinlerin biyosentezini ve kalite kontroliinii
gerceklestirmektedir. ER yalnizca protein biyosentezinde degil, ayn1 zamanda

proteinlerin dogru katlanmalarina da yardimce1 olan kompleks protein gruplarinin yer
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aldigr sistemleri icermektedir. ER'min bir baska gorevi ise, dogru katlanmis
proteinlerin uygun hiicresel hedeflerine yonlendirmektedir (30,31).

ER’ de lipit ve protein biyosentezi, protein katlanmasi ve transferi i¢in uygun
kosullar sagladig1 i¢in ER homeostazi hiicrenin sag kalimi i¢in hayati 6neme sahiptir.
Bu nedenle oksidatif stres, hipoksi, hiicre igi Ca®* konsantrasyonlarindaki
degisiklikler, ER nin kapasitesinin asilmasi, patojen istilasi veya inflamasyon gibi dis
veya i¢ uyaranlar ER homeostazini bozabilir ve bu durum ER stresine yol acan
katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin ER liimeninde birikimine neden
olmaktadir (7-9).

ER’de bu stres durumunda fonksiyonunu ve homeostazini korumak igin,
katlanmamus protein yaniti (UPR) olarak adlandirilan evrimsel olarak korunmus olan
oldukga kompleks sinyal aglar ile regiile edilen bir mekanizma gelistirmistir. UPR
genel translasyonun segici olarak inhibisyonu, protein katlanmasi ve hatali katlanmig
proteinlerin yikimi ile iligkili protein gruplarinin hiicre i¢i diizeylerinin arttirilmasi
yoluyla ER homeostazisini tekrar saglamaya calismaktadir. ER homeostazisinin
yeniden kurulamadigi ve uzun siireli ER stresine magruziyet olusan durumlarda ise
programlanmis hiicresel 6liim mekanizmasinin UPR aracili olarak uyarilmasina bagl
hiicreler apoptotik hiicre 6liimiine yonlendirilmektedir (32).

ER’nin hiicresel fonksiyonlarin devamliliginda iistlenmis oldugu proteinlerin
biyosentezi ve kalite kontroli, lipit sentezi, homeostazisin saglanmasi, hiicre 6lim
mekanizmasina yonlendirme gibi kritik gorevler géz oniine alindiginda, hastaliklarin
patogenezinin anlasilmasi ve teshisinde ¢ok onemli oldugu ve ER’deki bu kompleks
sireglerin hastaliklarla olan iligkisi ve olast yeni regiilasyon modellerinin

bilinmezliklerinin ve ER ile baglantilarinin arastirilmasi son derece degerlidir.

2.2. Endoplazmik Retikulum Kalite Kontrol Sistemleri

Yeni sentezlenen proteomun yaklasik ticte biri ER'ye hedeflenmekte ve salgi
yolunun diger organellerine, plazma zar1 veya hiicre dis1 alana yonlendirilmektedir.
ER’ye hedeflenen proteinler ribozomlar iizerinde sentezi siirerken ya translasyon

sirasinda  yer degistirme islemi ile ya da ribozomlar tarafindan sentezin
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tamamlanmasindan sonra ER igine tasiabilmektedirler. ER’ye aktarim yolunda ilk
islem ribozom-mRNA kompleksinin ER’ye tutunmasidir ve bu islem translasyon
sirasinda gergeklesmektedir. ER’ye hedeflenme islemi uzayan polipeptit zincirinin
amino ucunda bulunan hidrofobik aminoasitlerden olusan sinyal dizisinin ER
liimenine aktarimi sirasinda kesilerek uzaklastirilmasi ile gergeklesmektedir (33,34).

ER kalite kontrol sistemi ile salgi proteinlerinin translasyonda ER’ye
hedeflenmesi islemi birka¢ ana basamak iizerinden ger¢eklesmektedir. Cok adimli
islemlerin ilki ise ribozomda sentezlenen sinyal dizisinin sinyal taniyan partikiil
(SRP) tarafindan taninip baglanmasidir. 2. Adim olarak SRP, baglandigi polipeptit
zincirini ER membranina yonlendirmesidir. ER membranina yonlendirilen polipeptit
zinciri SRP reseptoriine baglanir. 3. Adimda, SRP reseptorii serbest hale gelir ve
ribozomun translokona baglanmasiyla sinyal dizisi kanala yerlestirilir ve
translokonun acilmasi saglanir. 4. Adimda translasyon devam eder ve sinyal peptidaz
enzimi tarafindan sinyal dizisi uzaklastirilir. 5. Adim devam etmekte olan
translasyonda uzayan polipeptid zincirinin ER limenine nakledilmesi islemidir. 6. ve
son adimda ise sentezi tamamlanmis olan polipeptit zinciri ER liimeninde
serbestlesmektedir (35).

Hem memelilerde hem mayalarda Sec61 proteinleri adi verilen ii¢
transmembran proteinden olusan SRP, translokasyon isleminde gorev almaktadir.
Sec61 kanal kompleksi proteini ileten translokasyonlarini veya lipit ¢ift tabakasina
yerlestirilmesini  yonlendiren hidrofobik sinyaller igermektedir. Translasyon
sonrasinda ER igerisine alinacak olan polipeptid zincirininin katlanmamis formda
tutulmasi, sitozolde bulunan Hsp70 (heat shock protein 70) ve Hsp40 (heat shock
proteind0) saperonlar ile gergeklesmektedir. Boylece Sec61 kompleksi tarafindan
olusturulan dar bir kanal vasitasiyla bu proteinlerin, ER'ye translokasyonu
gerceklesmektedir (2,3). Ayrica, sinyal dizisi ile birlikte ribozoma da baglanarak
translasyonun daha fazla ilerlemesini durdurur ve ER zarinda bulunan SRP
reseptoriine baglanarak tiim kompleksin (SRP, ribozom ve uzayan polipeptid zinciri)
ER’ye hedeflenmesini gergeklesir.

Translokon igerisine sinyal dizisinin aktarilmasi, kanali kapatan tikag gérevi
istlenen proteinin uzaklastirilmasiyla saglanmaktadir. Ribozomun SRP’den

translokona aktarilmasiyla birlikte baskilanmis olan translasyon kaldigi yerden
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devam eder ve uzayan polipeptid zinciri translokon kanali araciligiyla ER zarindan i¢
bosluga gecer. Translokasyon gerceklestikge sinyal peptidaz enzimi ile sinyal dizisi
kesilir. BiP/GRP78 proteini ise, polipeptid zincirininin translokon kanalindan ER
icine ¢ekilmesi igin gereklidir. Cok sayidaki polipeptit zincirine BiP proteininin
baglanmas1 ve ATP hidrolizi ile polipeptit zincirinin serbestlesmesi igin gerekli

enerjiyi saglar ve boylelikle polipeptid ER limenine aktarilir (36,37).
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Sekil 1. ER Kalite Kontrol Mekanizmasi. Kadowaki ve ark. (2015)’den modifiye
edilmistir (35).

Proteinlerin ER'nin oksitleyici ve kalsiyum agisindan zengin ortaminda,
katlanma, glikozilasyon, disiilfit bagi olusumu ve glikosilfosfatidilinositol (GPI)
ankoraji gibi translasyon ile es zamanli ve sonrasi modifikasyon islemleri de
translokasyon ile senkronize olarak ger¢eklesmektedir. Yeni sentezlenen her protein,
biyolojik olarak islevsel hale gecebilmesi i¢in yeni olusan polipeptit zincirinin
katlanmis ve karakteristik 3 boyutlu yapisina ulasmasi gerekmektedir. Yeni ortaya
cikan polipeptitlerin katlanmasi translokasyon sirasinda baglar ve bu siireg
proteinlerin katlanmasina yardimci olmak i¢in ER liimeninde bulunan cesitli
saperonlar tarafindan desteklenmektedir. Bu katlanma islemi sirasinda, kalnexin

(CNX) veya kalretikulin (CLR) gibi lektin tipi molekiiler saperonlar, HSP70 benzeri
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saperon BiP/GRP78 gibi ¢ok sayida protein ve protein disiilfit izomerazlar1 (PDI)
gibi enzimler es zamanl olarak birlikte ¢aligmaktadir (38). Bu saperonlar, yeni
olusan polipeptit zincirleriyle etkilesime girerek protein  katlanmasini,
oligomerizasyonunu, olgunlasmasini ve glikozilasyon ve disiilfit bagi olusumunu
icerebilen translasyon sonrasi modifikasyonlar1 kolaylastirmaktadir. Katlanarak
karakteristik yapilarin1 elde eden proteinler ER saperonlarindan salinir. Nihai
formuna ulasan proteinler ER liimeninden disariya sevk edilirken katlanmamis veya
hatali1 katlanmig proteinlerin dogru form ve modifikasyonlara sahip olmalar1 bu
stirecte tesvik edilmektedir (4—6).

Protein katlanmasi hatasiz isleyen bir siire¢ olmadigi ve yeni sentezlenmis
olan proteinlerin yaklasik ticte birlik boliimiiniin hatali katlandigi bilinmektedir.
Tekrarlayan katlanma siireglerinde de nihai formuna ulasamayan proteinler, ER
aracili yikim (ERAD) adi verilen mekanizma ile proteozomal yikima
hedeflenmektedir (11).

22.1. ER Aracah Yikim (ER associated degradation, ERAD)

Mekanizmasi

Hiicrede hatali katlanmis proteinlerin ER liimeninde birikimiyle, “ER stresi”
olarak ifade edilen siire¢ tetiklenmektedir. Hiicrenin ER stres durumuyla basa
cikabilmesi, ER protein katlama kapasitesinin gelistirilebilmesi veya hatali katlanan
proteinlerin hizli bir sekilde protein yikim siirecine yonlendirilerek etkisiz hale
getirilmesi ile miimkiin olmaktadir. Hidrofobik kalintilar1 gizlenmemis agrege
olmaya yatkin katlanma problemli olan proteinler ERAD adi verilen mekanizmayla
taninir ve igaretlenerek proteazomal yikima hedeflenir (4,11,39).

Cok sayida karmasik basamaktan olusan ERAD mekanizmasi, hiicre
igerisindeki istenmeyen proteinlerin taninmasi ve integral membran E3 ligazlar
tarafindan ubikitinasyonunu takiben hiicrenin sitoplazmasina retrotranslokasyonu,
dislokasyonu, substrat deglikozilasyonu ve proteozoma transferi ve yikimi ile
sonlanmaktadir. Bu adimlar ¢ok sayidaki protein iiyesinin senkronize bir sekilde

calismasiyla gerceklesmektedir.
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Hedeflenen substrat molekiiliine bagli olarak yikimda gorevli olan protein
tiyeleri gesitlilik gostermektedir. Bununla birlikte ERAD substratlar1 dncelikli olarak,
ER liimeninde yer alan hem protein katlanmasi hem de protein yikiminda gorev alan
molekiiler saperon sistemi tarafindan taninmakta ve ER membraninda bulunan

multiprotein kompleksinden olusan ERAD kompleksine sevk edilmektedir (17,40).
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Proteinlerin kaderini ve islevini degistirerek hemen hemen tiim hiicresel
siireclerde diizenleyici bir role sahip olan protein ubikitinasyonu, ¢ok enzimli bir
stiregtir ve bu siiregten E1-ubikitin aktive edici enzim, E2-ubikitin konjuge edici
enzim ve E3-ubikitin ligaz olmak iizere {i¢ enzim sorumludur. Hiicrede protein kalite
kontrolii, hiicre dongiisii, endositoz, hiicre sinyalizasyonu, otofaji, transkripsiyonel
regiilasyon ve DNA hasar cevaplarinin diizenlenmesi gibi bir¢ok hiicresel siirecin
ayarlanmasinda gorev almakta olan ubikitinasyonun en iyi bilinen rollerinden birisi
ERAD substratlarin1 26S proteazom tarafindan pargalanmak iizere hedeflemektir.
Proteinleri proteazoma hedeflemenin en etkili yolu ise, onlart ubikitin zincirleri ile

etiketlemektir (42).
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Proteozom tarafindan ubikitin bagimli bozunma iglemi bir dizi enzimatik
reaksiyon ile gergeklesmektedir. Bu reaksiyonlardan ilki, ubikitin aktive edici enzim
olan E1’in ATP'yi hidrolize edip aktif bolgesindeki bir sistein kalintisi ile ubikitinin
C-terminali arasinda yiiksek enerjili bir tioester bagi olusturdugunda gergeklesir.
Daha sonra elde edilen aktive edilmis ubikitin, ubikitin-konjuge edici bir enzim olan
E2'ye gegirilir. Daha spesifik olarak bagka bir enzim grubu olan E3 adi verilen
ubikitin protein ligazlari, yanlis katlanmis proteine baglanarak proteini ve E2'yi
hizalamakta, boylece ubikitinin yanlis katlanmis proteinin lizin kalintilarina
baglanmasii kolaylastirmaktadir. Onceden baglanmis ubikitinin lizin kalintilarina
art arda ubikitin molekiillerinin eklenmesiyle, bir poliubikitin zinciri olusur. Bu
protein 26S proteozomun 19S komplekslerindeki spesifik alt birimleri tarafindan
taninir. Bundan sonra polipeptit zinciri, proteolitik olarak aktif bolgeleri iceren 20S
cekirdek bolgesinin merkezi bolmesine beslenir (43).

ERAD mekanizmasi hem ubikitinasyon hem de proteazomal degradasyon ile
siki bir sekilde birlestirilmektedir (44,45). Cogu durumda ise, ubikitinasyonun inhibe
edilmesi hem bozulmayi hem de ER substratlarinin ER liimeni i¢indeki baslangictaki
konumlarindan veya ER zarina gomiilii olarak bulundugu konumlarindan sitoplazmik
yikim alanlarina hareket etme islemini (retrotranslokasyonu) 6nlemektedir (5).

Proteinlerin dogru katlanmasi kalite kontrolii biiyiik 6l¢iide ER’de, miimkiin
olan en erken asamada ve erken katlanan ara {riinlerin terminal olarak yanlis
katlanmus tiirlerle karistig1 bir ortamda gergeklesmektedir. ER’de yer alan molekiiler
saperon ve lektin proteinleri araciligi ile taninan hatali katlanmis proteinler ER’den
sitozole retrotranslokasyon yoluyla eliminasyona tesvik edilmektedir ve bu siire¢ ER
stresinin asilmasinda fizyolojik olarak 6nemli bir adaptasyon mekanizmasidir (46).

Bu islem sirasinda ER liimeninde yer alan retrotranslokasyon kompleksi ve
sitozolik yiizde yer alan bir tip 11 AAA+ (ATPases associated with diverse cellular
activities) ATPaz proteini olan p97/VCP (valosin-containing protein) aracili olarak
hedef proteinler ER liimeninden sitozolik yiize ATP enerjisi harcanarak
cekilmektedir (47).

Retrotranslokasyon sirasinda kanal olusumuna destek veren Derlinl, Derlin 2
ve Derlin 3, ERAD sirasinda yanlis katlanmis proteinlerin retrotranslokasyonu igin

gerekli olan p97/VCP ve UbxD2 (UBX domain-containing protein 2), UbxD8 (ER-
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tethered ubiquitin-X domain adaptor 8), VIMP (VCP-Interacting Membrane
Selenoprotein), Ufd1l (Ubiquitin fusion degradation protein 1) ve Npl4 (Nuclear
protein localization protein 4 homolog) gibi p97/VCP adaptor proteinleri ve N-glikan
zincirinin uzaklastirilmasindan sorumlu N-Glikanaz enzimi 1 (NGlyl) gibi bir¢ok
protein mekanik olarak es glidiimlii olarak calismaktadir (48-50). Ek olarak bu
mekanizma igerisinde SVIP (Small VCP/p97-interacting protein) proteinin iyi
bilinen bir E3 ligaz olan gp78 (Glycoprotein 78)’in yer aldig1 gp78-p97/VCP-Derlinl
kompleksinin etkilesimini diizenleyerek ERAD’1 negatif regiile eden endojen bir
ERAD inhibitorii olarak islev gordiigii bilinmektedir (51,52).

26S proteozom kompleksi ile yikima ugratilmadan Once polipeptit zinciri
tizerindeki ubikitin molekiilleri, 19S alt birimi ile etkilesim halindeki izopeptidaz adi
verilen deubikitinleyici enzimler araciligiyla uzaklastirilmaktadir. Deubikitinasyon

islemi sonrasi hedef proteinlerin yikima ugratilmasi gergeklestirilmektedir (48).

2.2.1.1. ERAD Komponentleri

2.2.1.1.1. Hrd1 (HMG-KoA reductase degradation protein 1)

Synovial apoptosis inhibitor 1 (SYVNI) olarak da adlandirilan Hrd1 (HMG-
KoA reductase degradation protein 1), bir RING parmak motifi ile bir ubikitin ligaz
(E3) gorevi goren, ER stresi ile indiiklenebilen ERAD substratlarinin taginmasina
aracilik eden bir ER membran proteinidir (53). Cogu kanit, Hrdl E3 ubikitin
ligazinin, ERAD substratlarini sitozole tagimak i¢in bir retrotranslokon veya dislokon
olarak islev gorebilecegini ve ERAD"1 yliriitmek icin diger proteinlerle bir kompleks
olusturdugunu gostermektedir (50).

Memeli Hrdl proteini, ER lipid ¢ift katmanim1 kapsayan en az alti
transmembran alan1 (TMD'ler), Hrd1'in sitoplazmik C-terminali, bir veya daha fazla
E2 ubikitin-konjuge edici enzim baglanma alan1 ve substratlara ubikitin transferini
kolaylagtiran bir RING alan1 igermektedir. Biiyiik bir ER liimen alani tagiyan tek bir
membran gegisli glikoprotein olan kofaktorii SEL1L (mayada Hrd3p) proteini ile
islevsel olarak korunmus 1:1 stokiyometrik ERAD kompleksinin ¢ekirdegini
olusturmaktadir (54,55). SEL1L (Suppressor/Enhancer of Lin-12-like), ER lektinleri
0S-9 (Osteosarcoma amplified 9), XTP3-B/Erlecl (XTP3-transactivated gene B
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precursor) ve EDEM1 (ER Degradation Enhancing Alpha-Mannosidase Like Protein
1) dahil olmak iizere hatali katlanmis liimen ve membran proteinlerini taniyan,
yakalayan ve Hrdl'e yonlendiren yardimci faktorleri olusturmakta olup Hrd1-SEL1L
kompleksi, ERAD igin gerekli olan maya Hrdlp-Hrd3p (HMG-KoA reductase
degradation protein 3) HRD ligaz kompleksinin memeli homologudur (54). Hrdl
ayrica, daha yiiksek dereceli ERAD komplekslerini birlestirmek igin iki entegre
membran proteini  kofaktorii olan HERPUD1 (Homocysteine Inducible
ER Protein With Ubiquitin Like Domain 1) ve FAM8AL (Family With Sequence
Similarity 8 Member Al) ile benzersiz etkilesimler olusturur (55).

Hrd1'in 6nemi nedeniyle, c¢esitli kanser tiirleri iizerinde Hrd1’in islevi
hakkinda daha fazla arastirma yapilmistir. E3 ubikitin ligaz olarak islev goren
Hrd1’in prostat kanseri dokularinda yukar regiile oldugu ve Hrd1’in ekspresyonunun
gecici olarak susturulmasinin ise LNCaP hiicrelerinin hiicre biiylime hizinda 6nemli
bir azalmaya neden oldugunu gostermistir (16).

Insan kolon kanserinde (CC) Hrd1'in ekspresyon paternini ve fonksiyonlarini
arastirmak i¢in yapilan bir ¢alisma sonucunda Hrdl ekspresyonunun insan CC
dokularinda 6nemli dlciide arttigini ve asirt ekspresyonunun evreleme sistemlerinden
en yaygin olarak kullanilan evreleme sistemi olan TNM evresine gore, timor
farklilasmasi, tiimor invaziv derinligi ve wuzak metastaz ile iliskili oldugu
bulunmustur. Ayrica Hrd1'in susturulmasi, CC hiicre gogii ve istilasi igin kritik olan
MMP-2 (Matrix metalloproteinases-2) ve MMP-9 (Matrix metalloproteinases-9)'un
ifadesini azaltmigtir (56).

Meme kanserinde ise Hrdl, IGF-IR (Insulin-like growth factor 1 receptor) ile
etkilesime girerek ubikitinasyonuna ve bozulmaya yol agtigi bdylece meme
kanserinde Hrd1'in azalmis ekspresyonunun meme kanseri hastalarinda ilerleme ve
kotli sagkalima eslik ettigi belirlenmistir (57). Ayrica Hrd1’in tiglii negatif meme
kanserinde (TNBC) asag regiile edilen, timorigenez ve metastaza yol agan uzun
kodlamayan RNA'larin (IncRNA'lar) bir tiirli olan circNR3C2'nin asir1 ekspresyonun
Hrd1l'in yukari regiilasyonuna neden oldugu bdylece Hrd1’in, meme kanserinde
timor hiicrelerinin istilasin1 ve metastazini kisitlayan Vimentin'i hedefleyerek bir

timor baskilayict gorevi gordiigii belirlenmistir (57).
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2.2.1.1.2. gp78 (Glycoprotein 78)

AMFR (autocrine motility factor receptor) olarak da adlandirilan gp78
(glikoprotein 78) geni, 16. kromozomun g kolunun, 12.2 pozisyonunda lokalizedir.
14 ekzonik bolge tarafindan kodlanan gp78, 643 aminoasitten olusmakta ve
molekiiler agirligi yaklasik olarak 73 kDa’ dur. gp78, ER'de lokalize olan politopik
bir RING parmak proteinidir. Hem ubikitinasyon hem de retrotranslokasyon
komplekslerinin bilesenleri ile dogrudan etkilesime giren ¢oklu korunmus alanlara
sahiptir. Bu nedenle bilinen tim ERAD ubikitin ligazlar1 arasinda benzersizdir.
Hiicre icerisinde mitokondri iligkili diiz ER membranlarinda lokalizasyon gdsteren
gp78’in, tahmin edilen bes transmembran alani bulunmaktadir. Ubikitin ligaz
fonksiyonu igin gerekli olan bir RING finger domaini, bir oligomerizasyon bolgesi
(OS), bir ubikitin baglanmasindan sorumlu CUE alanina, bir UBE2G2 baglayici
bolge (G2BR) ve bir p97/VCP etkilesimli motif (VIM) domaini icermektedir (58).

ERAD mekanizmasinin en iyi karakterize edilen ubikitin ligaz enzimlerinden
biri olan gp78 hedef proteinlerin taninmasi, ubikitinasyonu, sitoplazmaya
retrotranslokasyonu ve proteozom sistemine hedeflenmesi icin gerekli olan anahtar
bir proteindir. Hatali katlanan proteinlerin retrotranslokasyonu igin gp78-p97/VCP
etkilesimi olduk¢a onemlidir. Kanitlar, gp78-p97/VCP etkilesiminin, ubikitinasyonu
retrotranslokasyonla  birlestirmek icin  kritik rollere sahip olabilecegini
gostermektedir (59). gp78, iyi bilinen p97/VCP-Ufd1-Npl4 kompleksi yerine
retrotranslokasyon ig¢in p97/VCP-Npl4 kompleksini kullanmaktadir (59,60).

Ayrica proteazomal tarafindan bozunmayi hedefleyen gp78, hizla artan ER
stresi  altinda  otoubikitinasyonu  bastirilarak  stabilize olarak ERAD’1
giiclendirmektedir. E3 ligaz enzimlerinin otoubikitinasyonunun inhibisyonu
hiicrelerin ER'de yanlis katlanmis proteinlerin birikimine hizla yanit verdigi genel bir
mekanizma olabilmektedir (59). ERAD genlerinin prostat kanseri dokularinda yukari
diizenlendigi bilinmektedir ve gp78, Hrdl ve ERAD yolu inhibitorii olan SVIP'in
susturulmasimin LNCaP hiicrelerinin in vitro hiicre gogiinii ve malign doniistimiinii
azalttig1 rapor edilmistir (16).

gp78 proteininin, meme kanserlerinde 6nemli 6l¢iide yukari regiile edildigi ve

ek olarak Afrika kokenli Amerikali kadinlarin tiimorlerinde Avrupa kdkenli olanlara
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kiyasla gp78 ekspresyonunun onemli Olgiide daha yiiksek oldugunu belirlenen
calismada, gp78 ekspresyonunun daha agresif meme kanseri alt tiplerinde daha
yiiksek oldugunu ve kotii prognoz sergileyerek meme kanseri hastalarinin sag
kalimim disiirdiigti 6nerilmistir (61).

Bununla birlikte gp78’in normal prostat dokularinda diisiik diizeyde ifade
edildigi ancak 6zellikle prostatin tiimdr dokularinda yiiksek diizeylerde ifade edildigi
bilinen gp78’in, timorin farkli evrelerinde ifade diizeylerinin degistigi, evre |
tiimdrlerde (%66,7) ve evre Il tiimorlerde (9%69,2) nispeten daha yiiksek eksprese
edildigini belirlenmistir. Evre III ve evre IV tiimorlerde ise, evre 1 ve evre II
tiimodrlerden ¢ok daha diisiik olan gp78 pozitif belirlenmistir. Bu sonuglar, gp78'in
timdr ilerlemesinin nispeten erken evresinde islev gorebilecegini ve bu nedenle
agresif prostat kanserinin erken bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini gdstermistir
(62).

gp78'in, metastazi tesvik etmek de dahil olmak iizere kanser ilerlemesinde
onemli bir rollere sahip olan 1s1 sok proteini 5 (HSPA5)’in C-terminal bolgesi ile
etkilesime girdigini, ubikitinasyon ve degradasyonuna aracilik ettigi rapor edilmistir.
Ayrica gp78'in diizeylerindeki diistisin HSPAS5 ekspresyonunu onemli 6lglide
arttirdiZt ve meme kanseri hiicrelerinin go¢/invaziv kabiliyetini arttirdig

gozlemlenmistir (63).

2.2.1.1.3. UFDI1L (Ubiquitin Fusion Degradation 1 Like)

22. kromozomun q kolunun 11.21 pozisyonunda organize olan Ubikitin
flizyon bozunma 1 (Ufd1) proteini, 12 ekzon tarafindan kodlanan 307 aminoasitlik
bir peptit dizisinden olugsmaktadir ve yaklasik 44 kDa’luk molekiiler agirliga sahiptir
(64).

E2 bileseni olarak ERAD kompleksinin temel bilesenlerinden biridir ve yanlis
katlanmig/katlanmamis proteinlerin ER'den elimine edilmesinde anahtar bir rol
oynamaktadir (65). Yanlis katlanmis proteinlerin ERAD yoluyla temizlenmesini
kolaylastirdig1 ve uzun siireli ER stresinin, ERAD’a katkida bulunan hiicre dongiisii
gecikmesini tetiklemek i¢in Ufd1l ekspresyonunu baskiladig:i bilinmektedir. Ufdl,
Npl4 ile birlikte, ERAD'da AAA+ ATPaz Cdc48 (p97/VCP maya formu)
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/p97/VCP'ye 6zgii aktivite saglayan bir adaptor proteini olarak karakterize edilmistir.
Yanlis katlanmis proteinleri, ubikitin-proteazom sistemi bagimli bozunma igin
ER'den sitozole aktarmada yapisal olarak islev goren bir bilesendir (66).

Esas olarak mayada siirdiiriilen ERAD analizleri, Ufd1-Npl4-p97 kompleksi
icin, yanlis katlanmis poliubikitin proteinlerin ER’den ¢ikarilmasinda rol iistlendigini
gostermistir. Fakat memeli hiicrelerinde ilging bir sekilde, Ufd1’in, p97 ve Npl4'ten
bagimsiz olarak gp78'in aktivitesini dogrudan arttirabildigi belirlenmistir. Yapilan
bazi c¢alismalar sonucunda Ufd1’den yoksun olan hiicrelerde bozulmus ERAD
mekanizmasi belirlenmistir (66—68). Ufd1’in ERAD’daki roliiniin disinda nukleusa
protein lokalizasyonunda pozitif regiilator olarak gorev aldigi, telomeraz aktivitesinin
negatif yonde regililasyonunda ve islevsiz rRNA’larin yikiminda gorev lstlendigi
bildirilmistir (69).

Yapilan bir ¢alismada mide kanseri dokularinda Ufd1 ekspresyon seviyesinin
onemli Ol¢iide artmis oldugu ve hastaligin ilerlemesi ile iliskili oldugu rapor
edilmistir (70).

Ufd1’in ifadesinin baskilanmasimin hidroksikamptotesine (HCPT) direngli
kolon kanseri hiicre hattt SW1116/HCPT'yi HCPT'nin sitotoksik etkisine duyarli hale
getirip getiremeyecegini arastirildigi ¢alismada, Ufd1’in SW1116/HCPT'nin HCPT
direncinde Kkilit bir rol oynadigi ve Ufdl'in baskilanmasimin kaspaz-3 yolunun
aktivasyonunu giiclendirerek ve ER fonksiyonlarmi bozarak SW1116/HCPT'yi
HCPT'nin sitotoksik etkisine duyarli hale getirebildigi belirlenmistir (71).

Insan hasta numunelerinin genomik ve biyokimyasal analizlerinin
gerceklestirildigi bir ¢alisma sonucunda ise, Ufdl'in T-hiicreli akut lenfoblastik
losemi (T-ALL)'de o6nemli Olgiide yukari regiile edilen MYC (MYC Proto-
Oncogene) ile aktive olan bir protein oldugu belirlenmis ve Ufd1’in, islevinin
bozulmasinin in vivo olarak MYC kaynakli 16semi ilerlemesini baskiladigi ve insan
MYC'ye bagimli T-ALL hiicrelerini in vitro olarak 6ldiirdiigii belirlenmistir. Bu
¢alisma sonucunda Ufd1l, MYC giidiimlii T-ALL ilerlemesinin kilit bir aracist olarak

tanimlanmustir (65).
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2.2.1.1.4. Npl4 (Nuclear Protein Localization 4 Homolog)

NPLOC4 ve nuclear protein localization 4 homolog isimleri ile de bilinmekte
olan Npl4, 17. kromozomun g kolonun 25.3 pozisyonunda lokalizasyon
gostermektedir. Npl4, 21 ekzonun kodladigr 608 aminoasitten olusan yaklasik olarak
68 kDa’luk molekiiler agirliga sahip bir proteindir (72).

Npl4, substrat molekiiliine bagli ubikitin zincirinin taninmasindan sorumludur
ve bu nedenle ubikitin zinciriyle iliskili reaksiyon adimina aracilik etmektedir.
Npl4'in, mayada proteazomal bozunma yolundaki Lys48 (Lysine 48)'¢ bagh
poliubikitinlenmis  substratlar1 taniyan en yukar1 akis faktorii oldugu
bilinmektedir. Npl4, Ufdl ile birlikte bir heterodimer (UN) olusturur ve Cdc48
ATPaz/p97/V/CP i¢in bir kofaktor olarak islev gormektedir (73).

Memeli Npl4 proteini p97/VCP ile etkilesimini saglayan ubikitin-benzeri
Domain (UBXL) alani, ¢inko-parmak alani, Mpr1/Padl N-terminali (MPN) alani, C-
terminali alanindan (CTD) ve C-terminalinde ubikitin ile etiketlenen hedef
proteinlere baglanmadan sorumlu korunmus ¢inko parmak motifi (NZF) alanindan
olusmaktadir (73). Cdc48-Ufd1-Npl4 kompleksi, birkag poliubikitin etiketli
proteinin taninmasinda islev goriir ve bozunma veya daha spesifik isleme igin
substrat molekiiliiniin 26S proteazoma aktarimini kolaylastirir (74,75).

Npl4, cesitli hastaliklarda Onemli roller oynamaktadir. Mesane kanseri
dokusunda yapilan bir ¢aligmada Npl4’tin yukari regiile edilmesi kotii prognoz ile
korelasyon gosterdigi belirlenmis ve Npl4'in yukar1 regiilasyonu ise hiicre
¢ogalmasini tesvik ederken, Npl4'in baskilanmas1 mesane kanseri hiicre ¢cogalmasini
azaltmistir (76).

60 yili askin siiredir klinikte anti-alkolizm i¢in kullanilan bir ilag olan ve
ayrica kanser kok hiicre benzeri 6zelliklere sahip kanser hiicrelerini hedefleyebildigi
bilinen disiilfiram (DSF), Npl4 aracili olarak ubikitin-proteazom yoluyla antikanser

etkileri gosterdigi yapilan bir¢ok ¢alismayla belirlenmistir (77-79).
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2.2.1.1.5. p97/VCP (Valosin Containing Protein)

9. kromozomun p kolunun 13.3 pozisyonunda yer almakta olan p97 (valosin
igeren protein / mayada Cdc48), 17 ekzonun kodladigr 806 aminoasitten olusmakta
ve yaklasik 97 kDa’luk molekiiler agirliga sahiptir.

p97/VCP tip Il AAA+ ATPaz ailesinin 6nemli bir iiyesidir ve bir N-terminal
alani, ikili olarak paketlenmis heksamerik halkalar olusturan iki ATPaz alan1 (D1 ve
D2), kisa bir C-terminal kuyruk boélgesi igermektedir (80). Toplam hiicresel proteinin
~%1'ini temsil eden en bol hiicresel proteinler arasinda yer alan p97, ER ile iliskili
degradasyon, hiicre dongiisii regiilasyonu, apoptozis, DNA hasar yaniti,
mitokondriyel kalite kontrol mekanizmasi ve otofaji gibi gesitli hiicresel siireglerde
yer almakta ve farkli adaptér proteinlerle etkilesim yoluyla substratlari ER’den
ATPaz aktivitesi ile sitoplazmaya tasinmasinda gorev aldigi Dbilinmektedir
(59,80,81). p97/VCP i¢in en iyi karakterize edilen iki adaptor, p97'yi membran
flizyon olaylarma yonlendiren- protein yikiminda rol oynadigi gosterilen p47 ve
Ufd1-Npl4 (niikleer protein lokalizasyonu 4) kompleksidir (81).

p97/\VVCP ile kompleks olusturan Ufd1 yapisindaki UBX domaini ile, Npl4 ise
UBD domaini araciligiyla ile etkilesmektedir. p97/VCP-Ufd1-Npl4 kompleksinin
mitoz boliinme esnasinda ig ipliklerinin ayrigmasinin diizenlenmesinde rol aldigi,
niiklear kilifin yapilanmasinda ve ERAD mekanizmasiin retrotranslokasyon
basamaginda gérev aldigi bilinmektedir (82,83).

p97/VCP, ERAD substratinin ¢ikarilmasi i¢in ana itici giicii saglamaktadir.
p97/VCP; gp78, Derlin, VIMP (VCP-interacting membrane protein), ubx2 (UBX
domain-containing protein 2), Hrdl ve UBXD8 (ER-tethered ubiquitin-X domain
adaptor 8) gibi ER-lokalize proteinlerle etkilesimler saglayarak ERAD
mekanizmasinin diizenlenmesine katki saglar. Substrat molekiiliiniin ER liimeninden
ekstraksiyonu sirasinda, hatali katlanmig proteinler ubikitin ligaz enzimleri tarafindan
poliubikitin zinciri ile etiketlenir. Substrat molekiillerinin tizerine aktarilan ubikitin
zincirinin uzunlugu, p97/VCP'ye baglanarak ERAD kompleksine alinan Ufd2
(ubiquitin fusion degradation-2) tarafindan diizenlenir. Ufd2, her ikisi de ubikitin ile
iliskili (UBA) ve ubikitin benzeri (UBL) alanlar1 igeren Dsk2 (ubiquitin domain-

containing protein DSK2) olmak iizere ek faktorii baglar. Bu ek faktor, ubikitine
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edilmis substratin proteazoma degradasyon i¢in transferinde rol oynayan mekik
faktori olarak islev gormektedir (84).

p97/VCP insan kanserlerinde metastaz ve prognoz ile iligkili oldugu
bilinmektedir ve kanser hiicrelerinde p97/VCP ekspresyon seviyesinin hepatoseliiler
karsinom ve mide karsinomasi olan hastalarin niiks orani ve prognozu ile korele
oldugu yapilan g¢alismalar sonucunda gosterilmistir. Konservatif tedavi uygulanan
prostat kanserli hastalarda p97/VCP 'nin niiks ve prognoz ile iliskisinin incelendigi
calismada, PSA seviyesi, Gleason skoru ve artmis kanser hacminin p97/VCP
ekspresyon seviyesi ile anlamli bir korelasyon gosterdigi ortaya koyulmustur (85).

p97/VCP’nin meme kanseri kok hiicrelerinde, artmis ifade profili sergiledigi
ve UPR yoluyla kismen kanser kokiini kontrol ettigi gosterilmistir (86). Bunun yani
sira, kolorektal kanser, kolon kanseri, pankreas kanseri, karaciger kanseri, mide ve
0zofagus kanseri, akciger kanseri olmak iizere birgok kanser tiirtinde p97/VCP’nin

yiiksek ifade diizeylerine sahip oldugu belirlenmistir (87-92).

2.3. Katlanmams Protein Yamti (UPR)

ER’de meydana gelen Ca®* homeostazindaki bozulmalar , redoks
dengesizligi, degismis protein glikozilasyonu veya protein katlama kusurlari gibi
cesitli hiicresel stresler ER liimeninde katlanmamis veya yanlis katlanmis
proteinlerin birikmesine neden olmaktadir. Hatali katlanan proteinlerin ER
liimeninde birikimi sonucu ER’nin protein katlama kapasitesi asilarak “ER stresi”
olarak bilinen hiicresel stres durumu tetiklenmektedir (7-9).

Bu hiicresel stresten hiicreleri korunmak veya hiicre homeostazisini yeniden
insa etmek i¢in UPR olarak ifade edilen hiicrelerin degisen fizyolojik kosullara
adaptasyonuna yardimci olan gelismis bir mekanizma aktive edilmektedir. Hiicrede
bu siirecin uyumlu aktivitesi ile ER stresinin diizeyine bagli olarak hiicreler yeniden
programlanarak UPR genlerinin transkripsiyonel indiiksiyonunu, global protein
sentezinin translasyonel olarak zayiflatilarak ER’deki yiikiin azaltilmasi, ERAD
genlerinin ifadesinin uyarilmast ya da uzun siireli ER stresi siirecine ya da
asillamayan stres durumlarmma cevaben hiicre 6liim programlarinin aktivasyonuna

karar verilmektedir (6,10).
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UPR mekanizmasinda ER saperonu olan BiP/GRP78, ii¢ proksimal ER stres
sensOriiniin  aktivasyonunun ana diizenleyicisi olarak gorev yapmaktadir. ER
membraninda lokalize bu stres sensor proteinleri; Protein kinaz R (PKR) benzeri
endoplazmik retikulum kinaz (PERK/ Protein Kinase RNA-Like ER Kinase), aktive
edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6/ activating transcription factor 6) ve inositol
gerektiren enzim 1a (IRElo/inositol-requiring enzyme 1)’dir (10). Bu 3
transmembran proteini, BiP/GRP78 (Binding immunoglobulin protein) ile etkilesime
giren bir liimen alanina sahiptir ve bu proteinlerin inaktif tutulmasindan sorumludur.
Fizyolojik kosullar altinda BiP/GRP78 IREla, PERK ve ATF6’nin aktivasyonunun
negatif diizenleyicisi olarak gorev yapmaktadir. Ancak hiicrelerde ER stresinin
indiiksiyonuna bagli olarak ER liimeninde yanlis katlanmis proteinlere baglanan
saperonlar ER’deki serbest saperon diizeylerinin diismesine neden olur takiben bu 3
transmembran proteinini stabilize eden ve inaktif formda tutan BiP/GRP78’lerin
ayrisarak ER liimeninde katlanmamis proteinlerin varligimi algilamasi sensor
proteinlerinin sonraki aktivasyonlarma izin vererek UPR’nin aktivasyonuna yol
agmaktadir (10,93,94).

PERK, ER membraninda yerlesik bir transmembran proteinidir.
BiP/GRP78’in PERK sinyal sensoriinden ayrilmasi sonrasinda homodimerleserek
oto-fosforilasyon yolu ile aktive olmaktadir. Aktive olan PERK, 6karyotik baslatma
faktorii 2o (elF20/ eukaryotic initiation factor 2)'y1 serin 51 pozisyonundan fosforile
etmektedir. Bu tersine g¢evrilebilir kovalent modifikasyon, mevcut mRNA’larin
ribozomal translasyonunu inhibe ederek ER’nin protein katlama yiikiini
siirlamaktadir (95). Eszamanli olarak, fosforile edilmis elF2a, 5' g¢evrilmemis
bolgelerinde bir veya daha fazla yukari akis agik okuma ¢ergevesini barindiran bir
dizi 6zellesmis mRNA'nin translasyonuna izin vermektedir. Bunlardan biri redoks
homeostazi, amino asit metabolizmasi, protein sentezi, apoptoz ve otofajide yer alan
genlerin ekspresyonunu gibi 6nemli diizenleyici gorevleri olan bir transkripsiyon
faktorii olan ATF4 (Activating transcription factor 4) proteinidir. Bu segici
translasyon hiicresel homeostazisinin yeniden kurulmasi i¢in gerekli protein
tiyelerinin sentezine izin vermektedir. Bu siirece eslik eden ATF4, bircok hiicre
tipinde yiiksek diizeyde ifade edilmekte fakat etkili bir sekilde translasyonunun
gerceklesmesi i¢in elF2a’nin fosforile olmasi gerekmektedir. Bu nedenle PERK
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sinyali aracili olarak gii¢lii sekilde uyarilan ve bir transkripsiyon faktorii olarak gorev
yapan ATF4 UPR cevap genlerini yukar regiile ederek hatali katlanan proteinlerin
ER’deki birikiminin oniine gegilmesi ig¢in gerekli proteinlerin transkripsiyonlarini
diizenler (96). Bununla birlikte ATF4, protein fosfataz 1 (PP1) diizenleyici alt birimi
GADD34 (Growth arrest and DNA damage-inducible gene 34) 'in yukari
regiilasyonu yoluyla elF2a'y1 defosforile etmek i¢in bir geri besleme dongiisiine
katilir (97,98).

ATF4 tarafindan transkripsiyonel olarak aktive edilen bir diger transkripsiyon
faktorti ise, CHOP (C/EBP Homologous Protein) proteinidir. CHOP, ER aracili
apoptozisi giiglendiren proapoptotik bir transkripsiyon faktoriidiir. ER stresine yanit
olarak giicli bir sekilde uyarilir ve uzun siireli ER stresinde artan diizeyleri
hiicrelerin  proliferasyonunda duraklamaya ve apoptotik hiicre Oliimiiniin
tetiklenmesine neden olmaktadir (99).

Tip 1 ER transmembran protein kinaz/endoriboniikleaz olan IREla, PERK
sinyal sensorii ile benzer sekilde caligmaktadir. Normal sartlar altinda BiP/GRP78 ile
entegre halde inaktif durumda bulunan IREla, ER stresi esnasinda BiP/GRP78’in
ER liimenine salinimi ile RNaz aktivitesini ortaya ¢ikarmak i¢in otofosforile yoluyla
aktiflesir. IRELla’nin aktivasyonu iizerine mayada HAC1 (ATF/CREBL1'e homolog)
ve Okaryotlarda XBP1 (X-Box Binding Protein 1) olarak bilinen proteini kodlayan
MRNA’lar kanonik olmayan bir sekilde, 26-niikleotidlik kii¢iik bir intronun
c¢ikarilmas1 ER protein translokasyonu, katlanmasi ve salgilanmasinda rol oynayan
genleri yukari regiile eden aktif bir XBP1 transkripsiyon faktorii olan XBP-1 splicing
(XBP1s) ekspresyonu ile sonuglanmaktadir. XBP-1s; BiP/GRP78 ve GRP94
(Glucose-regulated protein  94) gibi ER saperonlar1 gibi protein katlama
yardimcilarint kodlayan birgok geni yukar: regiile eder ve ER katlama kapasitesini
yiikselterek ER stresine kars1 hiicreyi yeniden programlamaya caligir (98-100).

Ek olarak IREla, diizenlenmis IREI bagimli bozunma (RIDD, regulated
IRE1-dependent mRNA decay) olarak bilinen bir siiregte kiigiik bir mRNA setini
veya Oncii mikroRNA'lart (miRNA'lar) sahip oldugu RNaz aktivitesi ile

parcalayabilmekte ve bunlarin bozulmasina neden olabilmektedir (100).
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Sekil 3. Katlanmamuisg protein yaniti (UPR) sinyal yoluna genel bakis. Adams ve ark.
(2019)’dan modifiye edilmistir (6).

UPR’ da gorev alan bir diger sinyal sensorii olan ATF6 ise, tip2
transmembran proteinidir. ER’de katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin
birikmesiyle meydana gelen ER stresi kosullari altinda ER'den Golgi aygitina tasinir.
Golgi’ de yerlesik proteazlar tarafindan once S1P (site 1 proteaz) ve ardindan bir
intramembran bolgesinde S2P (site 2 proteaz) tarafindan proteolitik boliinmeye
ugramaktadir. Sitozolik DNA baglayici kismi ¢ekirdege hareket ederek aktif bir
transkripsiyon faktorii olarak calisir ve ER saperon diizeylerini arttirmak igin hedef
genlerin transkripsiyonlarini diizenler (98,99,101).

Hiicrelerde meydana gelen ER stres durumunun asilmasinda gorev alan
UPR’nin iki temel islevi vardir: 1) Protein translasyonunu durdurmak ve protein
katlanmasinda rol oynayan molekiiler saperonlarin artan iiretimine yol agan sinyal
yollarini aktive ederek hiicrenin normal islevini eski haline getirmektir. 2) Belirli bir
zaman aralig1 i¢inde ilk hedeflere ulagilamadiginda veya bozulma uzadiginda stresli
hiicreleri uzaklastirmak igin pro-apoptotik CHOP proteini aracili hedef genlerin

transkripsiyonlarini yukari regiile ederek hiicre 6liimiinii gergeklestirmektedir (6,93).
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Genellikle koken aldigr hiicrelerden daha hizli biiyliyen ve artmis glikolitik
aktiviteye sahip olan kanser hiicreleri glikoz kaybi, asidoz ve kanser progresyonuna
katkida bulundugu bilinen hipoksi durumuyla da iliskilendirilen, tiimoriin etkilesim
igerisinde oldugu hiicresel bir mikrogevre olustururlar. ER stresine neden oldugu i¢in
bu mikro ortamin kanser hiicreleri i¢in olumsuz oldugu bilinmektedir. Hem i¢ hem
de dis faktorlerle ER stresine maruz kalan tiimor hiicreleri bu hipoksik strese uyum
saglamak ve listesinden gelmek i¢in hiicresel adaptasyonu diizenleyen ve hiicrenin
hayatta kalmasinda diizenleyici rol oynayan UPR’yi aktive etmektedirler.

UPR’ de degisiklik olusturabilmelerinden dolay1 birgok kanser tiiriiniin kronik
strese uyum saglayabildigi ve hiicre Oliimiinden kaginabildigi bilinmektedir. Bu
nedenle UPR kanser hiicrelerinin hayatta kalmasinda bir avantaj saglamakta ve
geleneksel kemoterapiye direnci arttirmaktadir (102-104).

Bu nedenle, UPR bilesenlerinin kanser tedavilerinde bir terapotik hedef haline

gelebilecegi one siiriilmektedir.

2.4. D Vitamini

D vitamini; yagda eriyen vitaminler arasinda yer alan, viicutta ¢ok sayida
fonksiyonu bulunan ve uygun biyolojik ortamda sentezlenebildikleri i¢in de hormon
ve hormon 6nciileri olan bir grup steroldiir (105).

Temel olarak D vitamini, bagirsak epitel hiicrelerinde kalsiyum baglayici
proteinlerin artmasini saglamakta ve kalsiyum emilimini arttirmaktadir. Bu nedenle
mineral dengesinin korunmasinda da 6nemli roller Ustlenmektedir. Bebeklerin ve
biiylime ¢aginda olan ¢ocuklarin, dislerinin ve kemik gelisiminin saglikli bir sekilde
gelismesini saglamaktadir. Alinan D vitamini kaslarin giiclenmesini saglar ve diisme
sonucu olusacak olan kirilmalar1 azaltmasi ve kemik sagligini korumas: agisindan
yaslilar i¢in 6zellikle 6nemlidir (106). Ayrica enfeksiyonlara kars1 viicudu koruyarak,
direncini artirir. Yeni deri hiicrelerinin olusmasimi ve kalp kasmnin giiglenmesini
saglar. Tiroid bezi fonksiyonlar1 ve kan pihtilagmasi i¢in de olduk¢a 6nemlidir (107—
109).

D vitamininin dolasimdaki diizeyi 25-hidroksivitamin D [25(OH)D]
diizeyleriyle 6l¢iilmektedir. Bu diizeylerin 20 ng/mL’den diisiikk olmas1 D vitamini

eksikligi, 21 ile 29 ng/mL arasinda olmasi1 D vitamini yetersizligi, 30 ng/mL’den
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yiikksek olmasi yeterli diizey ve 150-200 ng/mL’den yiiksek olmasi ise D vitamini
intoksikasyonu olarak kabul edilmektedir (105,110).

Vitaminlerin uzun siire yetersiz diizeyde alinmasi sonucunda, spesifik
olmayan baz1 belirtiler goriilmekte ve bu durum hipovitaminoz olarak
adlandirilmaktadir. D hipovitaminozu durumu ise dnemli bir halk sagligi sorunu
olarak kabul edilmektedir. Bu saglik sorunlari arasinda kronik yorgunluk, depresyon,
otoimmiin hastaliklar, solunum yolu enfeksiyonlari, tip 1 ve tip 2 Diyabetes Mellitus,
hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastalik, néromiiskiiler bozukluklar ve kanser gibi
cesitli hastaliklar bulunmaktadir (24,111). Iliskili oldugu bilinen bu hastaliklar
distintildiigiinde, D hipovitaminozundan korunmanin ne kadar énemli oldugu agikca
goriilmektedir. D hipovitaminozundan korunmak icin ise, tim yas gruplarinin
haftada iki kez olmak {izere saat 10.00-15.00 arasinda 5 ila 30 dakika arasinda giines
1s18ina maruz kalmalarinin yeterli oldugu belirlenmektedir. Viicutta D vitamininin
sentezlenebilmesi amaciyla glineslenirken, gilines 1s1gina fazla maruz kalmanin da cilt
kanseri riskini meydana getirdigi géz oniinde bulundurmak 6nemlidir. Bu nedenle
glinesten kagimilmasi gerektigi belirtilen zaman dilimlerinde ise, glineslenmek yerine
viicut i¢in gerekli olan D vitamininin besin ve diyet takviyeleri yolu ile alinmasi
gerektigi onerilmektedir (111). D vitamini kaynaklarinin arasinda gilines 1sinlari en
bilineni olsa da sigir karacigeri, yumurta sarisi, karides, tavuk, kirmizi et, ¢esitli yagl
baliklar ve dogada giines géren mantarlar (shiitake) gibi D vitamini agisindan zengin

gidalar ve D vitamini takviyeleri de kullanilabilmektedir (112).

2.4.1. Kalsitriol (1,25-dihidroksivitamin D3)

D vitamini, diyetle veya kolesterol benzeri bir Oncii olan 7-
dehidrokolesterolden elde edilmektedir. Insanlar igin 6nemli olan iki ana D vitamini
formu bulunmaktadir. Bunlar; besinlerle alinan vitamin D, (ergokalsiferol) ve deride
sentezlenen vitamin D3 (Kolekalsiferol)’diir (23). Her iki D vitamini formu da ayni
yolla metabolize olduklari igin her ikisi de D vitamini olarak adlandirilmaktadir.
Normal sartlarda giines 1sinlarinin etkisi ile %90-95’1 deride sentezlenmekte olan D
vitamini, insan derisinin giines 1s1§1ina maruz kalmasiyla UV-B fotonlarinin (290-315

nm arasinda) fotokimyasal olarak 7-dehidrokolesterol ile etkilesime girmesiyle
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gerceklesmektedir. 7-dehidrokolesterol’iin fotolize ve steroid yapisinin B halkasinin
boliinmesine neden olmasiyla termoizomerizasyon iizerine bir sekosteroide

doniismektedir (113-115).

Sekil 4. Kalsitriol molekiiler 3D yapisi

D vitamini ister endojen olarak viicutta sentezlensin isterse de diyet ile alinsin
biyolojik olarak aktif degildirler. Bu nedenle bagirsaklardan emildikten sonra D, ve
D3 vitamini, D vitamini baglayici proteinler (DVBP) araciligiyla dolasima
gecmektedir (116). Baglayici proteinler ile karacigere tasinan D vitamininin aktif
olabilmesi i¢in ilk olarak, karacigerde D vitamini sentezindeki en énemli enzim olan
25-hidroksilaz (CYP27A1) enzimi araciligiyla 25- hidroksi vitamin D’ye [25(OH)D]
donistiiriilmesi gerekmektedir. 25-hidroksi vitamin D karaciger, iskelet kast ve yag
dokusunda en fazla depolanan form oldugu icin viicuttaki vitamin deposu sekli
olarak da bilinmektedir (115).

Ikinci asamada ise bobreklerde 1a-hidroksilaz (CYP27B1) enzimi araciligiyla
D vitamininin aktif formu olan Kalsitriol olarak da adlandirilan 1,25
dihidroksikolekalsiferol’e [1,25(OH), D] donlismesi gerekmektedir (117-119).

D vitamini sentezinde, 25-hidroksi vitamin D’nin aktif D vitamini olan
kalsitriol’e donlismesinde anahtar enzim olarak rol oynayan 1-o hidroksilaz
enziminin diizenlenmesinde parathormon (PTH), kalsiyum (Ca), fosfor ve FGF 23
(Fibroblast growth factor) rol oynamaktadir (105).
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Sekil 5. Vitamin D Metabolizmasi

Steroid hormonlar sentezlendikleri yerlerden kan yoluyla hedef organlarina
tagian, sitoplazmada veya nukleusta bulunan spesifik reseptorlerine baglanarak gen
transkripsiyonunu diizenlemek {izere reseptorleri araciligityla DNA’ya baglanan
hormon grubudur. D vitamini bu ozelliklere sahip oldugu ve cildin ultraviyole
1sinlara maruz kalmasiyla endojen olarak sentezlenebildigi icin aslinda gercek bir
vitamin olmanin 6tesinde hormon olarak islev gormektedir (120,121).

D vitamininin hormonal olarak aktif formu olan [1,25(OH), Ds], ince barsak,
bobrek ve diger dokularda bulunan ve oncelikle proto-onkogenler ve tiimor
baskilayict genler dahil olmak iizere ¢ok sayida genin transkripsiyonunu diizenleyen
niikleer D vitamini reseptoriine (VDR) baglanarak etkisini gostermektedir. Ayrica
1,25(0OH); Ds'iin genomik etkileri VDR ile etkilesime giren proteinlerin endojen
diizeylerine ve aktivitesine de olduk¢a baghdir (105,122). D vitamini kalsiyum
homeostazinin ana diizenleyicisidir ve bu nedenle kemik olusumunda oldukca

kritiktir. VDR nakavt farelerde yapilan ¢alisma sonucunda rasitizm benzeri fenotip
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gozlemlenmis ve VDR'nin D vitamini etkisinin ana aracist oldugu da gosterilmistir

(123,124).

2.4.2. Vitamin D Reseptorii (VDR) ve Sinyal Mekanizmasi

VDR; steroidler, retinoik asit ve tiroid hormon 11 reseptdrlerini kapsayan
transkripsiyon diizenleyici faktorleri ve gen promotorlerindeki yanit elemanlar ile
etkilesime girerek hedef genlerin transkripsiyonunu diizenleyen niikleer steroid
hormon reseptdrii ailesinin iiyesidir. VDR, D vitamininin biyolojik eylemleri igin
merkezi bir rol dstlenmektedir (116,125). 30'dan fazla doku ve organda VDR
bulunmasinin ve yakin zamanda yiizlerce geni kontrol ettigi bilinen VDR baglama
bolgesinin kesfiyle, D vitamini ve D vitamininin biyolojik siiregler {izerinde meydana
getirdigi etkileri ilgi odagi olmustur (22).

Yapilan calismalarda VDR'nin insiilin benzeri biliylime faktorii (IGF)
sinyallesmesinde, inflamasyon ve Ostrojenle iliskili yolaklarda, D vitamini-
kalsiyumun aktivasyonunda ve diizenlenmesinde rol oynadigi gosterilmistir (22,126).
VDR’nin kofaktor etkilesimi i¢in 6nemli olan reseptoriin DNA’ya baglanmasini
saglayan yiiksek oranda korunmus NHj-terminal DNA baglama alan1 (DBD), daha
degisken olan COOH terminali ligand baglama alan1 (LBD) ve bunlar1 birbirine
baglaylp kararli halde tutan birer ¢inko atomu olmak iizere 3 yapisal alani
bulunmaktadir. DBD ve LBD béliimleri bir mentese bolgesi (Hinge) araciligiyla
birbirine baglanmaktadir (127).
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Sekil 6. Hedef DNA's1 ile tam insan RXR/VDR niikleer reseptor heterodimerik
kompleksinin yapis1 (128).

Aktif D vitamini olan kalsitriol, hedef hiicre membranim1 kat ettikten sonra
VDR’nin hormon baglayict domainine baglanarak hedef genlerin transkripsiyonu
icin gerekli olan retinoik asit X reseptori (RXR) ve c¢ekirdek diizenleyici
kompleksler ile etkilesimi kolaylastiran bir seri konformasyonel degisikligi indiikler.
VDR'nin LBD'sindeki diger ortak aktiflestirici ara yiizleri tanimlanmis olmasina
ragmen, 1,25(OH), D3 baglanmasindan sonra VDR C-terminal aktivasyon sarmalinin
(H12 veya aktivasyon fonksiyonu 2 alani) yeniden konumlandirilmasinin,
koaktivator protein alimi i¢in kritik oldugu rapor edilmistir (128).

VDR’nin hedef genlerin ifadesini diizenleyebilmesi i¢cin RXR ile bir
heterodimer olusturmasi gerekmektedir. Aktif D vitamininin de iginde bulundugu bu
kompleks, DNA {izerinde bulunan D vitamini cevap elemani (vitamin D responsive
element, VDRE) olarak bilinen bdlgeye baglanir. RXR'nin yoklugunda ise VDR nin,
D vitamini hedef genlerindeki ¢cogu VDRE'ye baglanamadigi bildirilmistir (129).
DNA'ya baglanan VDR, RXR’nin yan1 sira, GRIP1 (Glutamate Receptor Interacting
Protein 1), SRC-1 (steroid receptor coactivator 1), TIF-1 (transcriptional
intermediary factor 1), ACTR (Nuclear Receptor Coactivator) gibi ¢esitli yardimci
aktivatorler veya yardimcei baskilayicilarla da etkilesime girmektedir. Bu diizenleyici
kompleksler, VDR-RXR heterodimerinin gen transkripsiyonunu uyarmasi veya
baskilamas1 icin gereklidir. Ko-aktivatorlerin ¢ogu, VDR'ye baglanarak VDR'ye

bagl transkripsiyonel aktivasyonu kolaylastirsa da digerlerinin transkripsiyonu
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etkinlestirmek i¢cin VDR'den salindig1 gosterilmistir. Genlerin VDR susturulmasinda
rol oynayan niikleer reseptor ko-baskilayici-1 (nuclear receptor co-repressor-1,
NcoR-1), niikleer reseptor ko-baskilayici-2 (nuclear receptor co-repressor-2, NCOR-
2) ve Hairless gibi ko-baskilayici proteinler histon deasetilaz aktivitesi yolu ile
kromatin sikismasina neden olarak hedef genlerin ifadesinin baskilanmasina neden
olabilmektedir (130). VDR'nin transkripsiyonel kontroliine ek olarak, VDR'nin
bozulmasini arttirmak yolu ile VDR diizeylerini modiile edebilen es diizenleyici
proteinlerde bulunmaktadir. Baz1 hiicresel sinyal olaylarinin, VDR-1,25(OH),D3'iin
ubikitinasyon ve ardindan VDR'yi hedef alan proteoliz i¢in proteazom kompleksinin
SUG1 (suppressor of gal 1) ile fiziksel etkilesimini uyardigi, bu nedenle RXR ve
diger ko-diizenleyicilerin ifade diizeylerinin diizenlenmesinin VDR'nin aktivitesini
modiile etmek i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir (122).

Sonu¢ olarak; 1,25(OH);D3-VDR-RXR-VDRE etkilesimi sonucunda D
vitamininin geleneksel genomik fonksiyonlarini ortaya ¢ikaran proteinleri kodlayan
genlerin transkripsiyonunu modiile eder (116,126,131). VDR’nin, ¢ok c¢esitli islevleri
yerine getiren proteinleri kodlayan bu genlerin transkripsiyonunu uyarmasi veya
baskilamasi i¢in hedef genlerin promotor bolgesinde bulunan dogrudan tekrar yanit
elemanlar: olarak ifade edilen DR-3 bolgesine baglanmasi gerekmektedir. VDR'nin
bir DR-3 bolgesine baglanmasi, RXR reseptorleri grubunun varligini
gerektirmektedir. RXR yanit elemanmin 5' koluna baglanirken, VDR ise yanit
elemaninin 3' kolu ile etkilesmektedir. EK olarak, RXR'nin baglanmasindan sonra, D
vitamini sinyal iletim zincirinde bir sonraki hedefin bazal transkripsiyon faktori 11B
(Transcription Factor 1B, TFIIB)’nin oldugu ve VDR'yi bagladigi gosterilmistir
(132).
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Sekil 7. D vitamininin etki mekanizmasi. Ozkan ve ark. (2011)’den modifiye

edilmistir (104).

VDR'deki ortak genetik varyantlarin prostat kanseri riski ile de
iligkilendirilmesi yapilan bir¢ok ¢alismada gosterilmistir ve yapilan bu caligmalarda
temel olarak bes polimorfizme odaklanilmigtir. Bunlar; Fokl (ekson 2'de
rs10735810), Bsml (intron 8'de rs1544410), Apal (intron 8'de rs7975232) ve Taql
(ekson 9'da 1rs731236) kisitlama bolgeleri ve poli-a mikrosatellittir. Farkli
polimorfizmler, sahip oldugu konumuna bagli olarak farkli islevlere sahip
olabilmektedir. Fokl polimorfizmi, genin DNA baglama alani igindeki 5'-UTR
bolgesine yakinken, diger polimorfizmler 3’-UTR bolgesine ve ligand baglama
alanina yakin konumlarda bulunmakta ve sahip olduklari lokasyonlara bagli olarak
Fokl'den farkli islevlere sahip olabilmektedir. Genin 3'-UTR bdlgesi yakininda
incelenen polimorfizmlerin  baglantt  dengesizligi i¢inde oldugu ve bu
polimorfizmlerin allel frekanslarinin irka gore degistigi belirlenmistir (22).

1,25(0OH), Ds'iin kanserdeki roliinii incelerken, 1,25(OH), Ds'iin lokal doku
seviyelerini kontrol eden potansiyel yollar1 incelemek de zorunludur. Bunlar

dogrudan D vitamini metabolizmasinda rol oynayan 1-a hidroksilaz1 kodlayan

CYP27B1 geni ve 24-hidroksilazi kodlayan CYP24A1 genleridir (22,133). Ayrica,
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VDR potansiyel olarak bir¢ok yolakta yer aldigindan VDR ile diger diyet, yasam
tarz1 ve c¢evresel faktorler arasindaki iliskileri kanserle ilgili olarak degerlendirmek
onemlidir. Gelecekteki arastirmalarin 6nemli bir unsuru, VDR geninin islevselliginin
daha 1yi anlasilmasi oldugu diisiiniilmektedir.

In vitro g¢aligmalar sonucu, D vitamininin meme bezleri dahil olmak iizere
kiiltirde kanser hiicrelerinin farklilagmasin1 ve apoptozunu arttirdigini ortaya
koymus ve daha fazla VDR ifade eden meme tiimorlerinin daha iyi prognoza sahip
oldugu gosterilmistir (22,133). Ingles ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, poli(A)
genotipinin 20'den fazla tekrar1 olan erkeklerde prostat kanseri riskinin 4 kattan fazla
arttig1 belirlenmistir (134). Mittal ve arkadaslarinin Hintli bir popiilasyonda yaptigi
calismada, FF genotipini tasiyan kisilerde mesane kanseri riskinin 2 kat arttigina
iliskin veriler elde etmistir (135). Li ve arkadaslari, VDR’de meydana gelen genetik
Taqgl polimorfizminin t koruyucu aleli olan bireylerde melanom riskinin 6nemli
Olgiide azaldigint ve Fokl polimorfizminin f risk alelini tasiyan bireylerde ise
melanoma riskinin arttigini gézlemlemistir (136).

Genetik polimorfizmlerin yani sira kalsiyum, D vitamini ve toplam enerji
aliminin da VDR ve kanser arasinda 6nemli bir etkilesim icerisinde oldugu ve diisiik
kalsiyum ve diisik yag alimi varlifinda meydana gelen Fokl polimorfizmi ile
kolorektal kanser arasinda daha giiclii bir iligki oldugu gézlemlenmistir (137).

Literatiirden vitamin D ve VDR’nin kanser hiicreleri iizerindeki etkilerine
odaklanan ¢ok sayida veriye ulasilabilmektedir. Agikca goriilmektedir ki VDR
sinyalinin kanser progresyonu iizerinde dnemli diizenleyici rolleri bulunmaktadir.
Buradan hareketle ¢aligmalarimizda 1,25(OH), D3 ve VDR sinyalinin prostat kanseri
hiicrelerinde ERAD ve UPR iizerindeki olasi diizenleyici rollerinin tanimlanmasi

amagclanmistir.

2.5. Prostat Kanseri

Prostat kanseri (PCa) erkek bireylerde 65 yas iistli her dokuz erkekten birini
etkileyen, cilt kanserinden sonra en sik rastlanan ve kansere bagl 6liimle sonuglanan
ikinci kanser tiriidiir (138). Prostat kanserinin diinya ¢apindaki insidans ve
mortalitesine bagli olarak, tan1 anindaki ortalama yas>65’tir. 50 yasin altindaki

erkeklerde prostat kanseri tanis1 nispeten nadirdir, ancak bu yastan sonra insidans ve
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mortalite oranlari katlanarak artmaktadir. Ilerleyen yasa ek olarak prostat kanseri
gelistirme riski, pozitif aile Oykiisii, Afrika-Amerikali etnik kdken, diyet ve diger
faktorlerden de etkilenebilmektedir. Afrikali-Amerikal1 erkekler igin insidans
oranlarinin beyaz erkeklere kiyasla daha yiiksek oldugu bilinmekte ve bu esitsizligin
nedenlerinin sosyal, cevresel ve genetik faktorlerdeki farkliliklardan meydana
gelebilecegi ileri siiriilmektedir (139).

Baba ve erkek kardesin prostat kanserine yakalanmasi, erkek bireylerde
prostat kanserine yakalanma riskinin 2 kat artisina neden olmaktadir. Bu oran birden
fazla birinci dereceden akrabalarin prostat kanseri olmasi risk faktoriine bagl olarak
artmaktadir. Kansere yatkinlik geninin bulunmasi prostat kanseri aile kiimelenmesini
meydana getirebilmektedir. Fakat yaygin gevresel faktorlere maruz kalinmasi, bu
malignitenin yliksek insidans1 veya heniiz bilinmeyen sebeplerden dolayr da
kaynaklanabilmektedir (140).

Prostat kanserinde goriilen belirtiler, hastaligin ilerleme durumuna bagh
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle prostat kanseri erken evrede asemptomatik
olabilmekte ve genellikle sadece aktif gozetim gerektirebilecek sakin bir seyir
gosterebilmektedir. Prostat kanseri belirtilerinde en sik rastlanan sikayetler idrara
cikmada giicliikk, idrar akisinda kuvvet azalmasi ve noktiiridir. Bunun yani sira
menide ya da idrarda kan goriilmesi, kasik bolgesinde rahatsizlik hissi, ileri evrelerde
kemik metastazlari ve buna bagli olarak kemik agrilar1 gibi ¢esitli belirtilerde
goriilebilmektedir. Ancak tiim bu belirtiler halk diliyle iyi huylu prostat biiyiimesi
olarak bilinen benign prostat hipertrofisinden kaynaklanabilmektedir. Diizenli olarak
yapilan doktor kontrolleri hastaligin erken tedavisi i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Erken tani i¢in tarama, herhangi bir semptom veya belirti olmadan once
kanseri tespit etmek i¢in yapilan testlerdir. Dijital rektal muayeneyi (DRE), prostata
Ozgli antijen (PSA) kan testini ve transrektal ultrason (TRUS) kilavuzlugunda
biyopsi tespit i¢in kullanilan testlerdir (141).

Dijital rektal muayene prostat kanseri tespiti i¢in prostatin makattan parmakla
muayenesidir. Prostat organi parmak mesafesinde hissedilebilen bir organdir ve
prostatin sertlii ve prostatin yiizeyinin piiriizlii olmas1 prostat kanseri i¢in énemli

muayene bulgularindandir.
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Hedefe yonelik prostat MR-TRUS fiizyon biyopsisi hastada var olan bening
prostatik hiperplazi (BPH), kanser veya diger medikal problemlerin belirlenmesi igin
ileri teknoloji olan cihaz ve yazilimla, milimetrik hassasiyetle biyopsi yapilmasini
saglayan standart bir yOontemdir. Biyopsi sirasinda, igne yardimiyla rektumdan
girilmesi prostat dokusundan birka¢g ufak biyopsi Ornegi alinmasi ve bu doku
orneklerin mikroskop altinda incelenerek kanser hiicrelerinin tespit edilmesine
dayanmaktadir (142). Fakat hastalik siiphesinin, prostat bezine yapilan birden fazla
biyopsi sonucu ile onaylanmasi gerekmektedir.

Prostat androjene bagimli bir organdir ve bu nedenle prostat kanseri ise
androjene bagimli bir hastaliktir. Androjen etkisi, steroid ve peptit hormonlar
tarafindan diizenlenen bir transkripsiyon faktorii olan androjen reseptorii (AR)
araciligiyla ger¢eklesmektedir. Primer prostat kanserinde ve metastazlarda eksprese
edilen AR, coklu hiicresel olaylari, ¢ogalmayi, apoptozu, goci, istilayr ve
farklilasmay1 diizenlemektedir (143,144).

Prostat kanseri vakalarinin ilk tani aninda yaklasik %80-90'min androjenlere
bagimli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, metastatik prostat kanseri igin birincil
tedavi olarak serum androjenlerinde azalmaya ve AR inhibisyonuna yonelik androjen
ablasyon tedavisi (ADT) kullanilmaktadir. Tiimdrler ¢ogunlukla ADT'ye yanit
vermektedir, fakat prostat kanseri vakalarinin %20-30'u iki y1l igerisinde kastrasyona
direngli prostat kanseri (CRPC) hale geldigi bilinmektedir (144,145)

Bu tiir erken tarama testlerinin, kanserleri erken ve tedavi edilebilir bir
asamada tanimlamay1 ve dolayisiyla basarili tedavi sansini artirmayi, ayn1 zamanda
hastanin gelecekteki yasam kalitesini iyilestirmeyi amaglamaktadir (141).

Prostat kanseri tanist koymak icin kan Ornegiyle yapilan bir tarama cesidi
olan PSA (prostat spesifik antijen) Kan Testi, Prostat kanserinin erken teshisi, tedavi
olanaklarinin artmasi, cerrahi miidahale ve radyasyon tedavisi i¢in gelistirilmis
prosediirler ve 6liim sayisinin azalmasi agisindan oldukg¢a 6nemlidir (138).

Prostat kanseri tanisinda, evrelemesinde ve hastalarin izleminde kullanilan en
onemli tiimor belirleyicisi olan PSA, prostatta bulunan hiicreler tarafindan tiretilen ve
33 kDa agirliginda, kallikrein gen ailesinden olan bir serin proteazdir (146,147).
Kandaki PSA diizeyinin artmasinin prostat kanseri ilerlemesi ile baglantili oldugu ve

PSA’nin 1rka ve prostat hacmine gore de degisebilmekte oldugu bilinmektedir.
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Ayrica ayni yas grubunda bulunan siyahi erkeklerin, beyaz erkeklere gore daha
yiiksek PSA degerlerine sahip oldugu bilinmektedir (148).

Kandaki PSA seviyesi, kanser gelisiminin disinda BPH (benign prostat
hiperplazisi), prostatit (prostat iltihabi), idrar yolu enfeksiyonu, cinsel iligski sonrasi,
rektal muayene sonrasi, biyopsi sonrasi, idrar yolu girisimleri (sonda takmak) ve
ameliyatlar1 sonrasi yiiksek ¢ikabilir. PSA prostat dokusuna spesifiktir fakat prostat
kanseri i¢in spesifik degildir. Bu nedenle kanda bulunan yiiksek PSA seviyesinin
kanserle iliskili oldugu anlamina gelmezken, disiikliigii de kanseri ekarte etmek i¢in
yetersiz kalabilmektedir. Prostat kanseri tarama ve teshisinde PSA testine ek olarak
prostat muayenesi de yapilabilmektedir (146).

PSA i¢in yaygin taramalarin baglatilmasindan ardindan prostat kanseri
insidansinda 6nemli bir artis gergeklesmistir. Ancak PSA taramasinin, erken evre
hastalik teshisi ve verilen tedavi siirecinin takibinde yardimci oldugu bilinmektedir
(140,149).

Diger kanserlerde oldugu gibi prostat kanserinin de nasil gelistigine iliskin
kesin bir bilgi yoktur. Prostatta olusan kontrolsiiz hiicre bilyiimesi ve ¢ogalmasi
sonucunda prostat kanseri meydana gelmektedir. DNA'daki hatalar1 onaran, hiicre
biliylimesini kontrol eden, hiicrelerin dogru zamanda 6lmesine neden olan timor
baskilayici genlerde veya hiicrelerin biiyiimesi, boliinmesi ve hayatta kalmasina
yardime1 olan bazi onkojenik genlerde meydana gelen DNA mutasyonlariin prostat
kanseri gelismesine neden oldugu diisiiniilmektedir. Prostat kanserlerinin yaklagik
%210'unun ise bu tiir meydana gelen kalitsal gen degisikliklerinden meydana geldigi
bilinmektedir (150,151).

BRCAL (Breast cancer type 1 susceptibility protein) ve BRCA2 (Breast
cancer type 2 susceptibility protein) gibi tiimér baskilayici gen grubunda ve CHEK2
(Serine/threonine-protein kinase Chk2), ATM (Serine-protein kinase ATM), PALB2
(Partner And Localizer Of BRCA2) ve RAD51D (RAD51 Paralog D) gibi diger
timor baskilayict DNA onarim genlerinde meydana gelen mutasyonlar, bazi kalitsal
prostat kanserlerinden de sorumlu olabilmektedir. Bir hiicrenin 2 yeni hiicreye
boliinmeye hazirlanmasi sirasinda DNA’da meydana gelen hatalar1 (uyumsuzluklarr)
diizeltmeye yardimci olan MSH2 (MutS Homolog 2), MSH6 (MutS Homolog 6),
MLH1 (MutL homolog 1) ve PMS2 (PMS1 Homolog 2) gibi DNA uyusmazligi
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onarim genlerinden birinde meydana gelen kalitsal mutasyonlara sahip erkeklerde,
prostat ve diger bazi kanserlerin riskinde artisa neden oldugu bilinmektedir (150).

Timor baskilayict genlerden olan RNASEL (Ribonuclease L, eski adiyla
HPC1)’ de meydana gelen kalitsal mutasyonlar, prostat kanseri riskinin artmasina
neden olabilmektedir (152,153). Prostat bezinin gelisiminde énemli olan HOXB13
(Homeobox B13) geninde nadir olarak meydana gelen mutasyon erken baslangigli
prostat kanseri ile iligskilendirilmektedir. Ayrica prostat kanserini meydana getiren
mutasyonlarin genellikle kisinin yasami sirasinda meydana gelen edinilmis gen
mutasyonlart oldugu belirlenmis ve bu edinsel mutasyonlarin ne siklikla meydana
geldigi, hangi faktorlerden etkilendigi tam olarak bilinmemektedir. Fakat prostat
hiicrelerinin hizli1 biiyiiylip boliinme hizina goére meydana gelebilecek mutasyon
oranlart da o hizda artmaktadir. Bu nedenle prostat hiicresi biiytimesini destekleyen
testosteron gibi androjen seviyesinin asir1 yiiksekligi, insiilin benzeri biiyiime
faktorii-1 (Insulin-like Growth Factor 1, IGF-1) gibi hormona sahip olma, prostattaki
iltihaplanma yoluyla normal hiicrenin kanser hiicresine doniismesine katki saglamasi
gibi cesitli faktorlerin kanser olusum siirecini hizlandirdigi ve erkeklerin prostat
kanserine yakalanma olasiligini artirdig bilinmektedir.

Prostat biyopsisi sonucu adenokanser saptandiginda hastalik saldirganlik
derecesine gore siiflandirilmaktadir. Bu siniflandirma Gleason skoru adi verilen bir
yontemle gerceklestirilmektedir. Prostat kanseri derecelendirilmesi i¢in kullanilan
Gleason skoru prostat kanseri hiicrelerinde farklilagsma derecesi, tiimoriin biiyiime ve
metastaz yapma hizlar1 hakkinda fikir vererek tiimoriin  derecesini  (grade)
belirlemede kullanilan derecelendirme semasidir. Prostat biyopsisinin patolojik
incelemesi sonucunda, kanser hiicrelerinin mikroskop altinda anormal goriintiisii ve
saldirganlik goriintiisiine bagli olarak 1’den 5’¢ kadar derecelendirilmektedir.
Kanserli hiicre normal prostat dokusuna ¢ok benziyorsa, derece 1 olarak
adlandirilmaktadir. Daha anormal goriilen ve daha hizli biiyliyen kanserler daha
yiiksek derecelidir. 1. ve 2. dereceler pek kullanilmazken, neredeyse tiim prostat
kanserleri 3. derece veya daha yiiksek derecelerle iliskilendirilmistir (154,155).

Farkli derecelerde alanlara sahip olan prostat kanserlerinde, en yogun goriilen
farkli iki grup dereceleri belirlenmesi ve bu derecelerin toplanmasiyla kanserin

Gleason skoru (Gleason toplami olarak da adlandirilir) belirlenir. Belirlenen
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Tiimorde en yaygin olan derece, ilk derece olarak belirlenmektedir. Ornegin,
timoriin  ¢ogunun 4. derecede oldugu ve daha azinin 3. dereceden olustugu
durumlarda 4+3=7 olarak hesaplanir ve Gleason skorunun 7 oldugu anlamina gelir.
Kanserler Gleason skorunun 6 veya daha diisiik olmasi durumunda diisiik dereceli
olarak, Gleason skorunun 7 olmasi durumunda orta derecede farklilasmis veya orta
derece olarak, 8 ila 10 derece arasinda olan kanserler ise, kotii farklilagsmis veya
yiiksek dereceli olarak adlandirilabilmektedir (156).

Hasta yonetimini planlamak, yeni tedavileri test eden klinik arastirmalarin
uygunlugunun belirlenmesinde kullanilan bu derecelendirme sistemi, tiim analizlerde
giiclii ve bagimsiz prognostikator olarak kullanilmaktadir. PSA ic¢in serum testi
yoluyla erken teshis, cerrahi miidahale ve radyasyon tedavisiyle 6liim orani 6nemli
Olciide azaltilmis olmasina ragmen ilerlemis hastaligi olan erkek bireyler icin heniiz

etkili bir tedavi yaklagimi bulunmamaktadir (138).

2.5.1. Prostat Kanseri ve D vitamini

D vitaminin antikanserojen etkisi ilk olarak, Kuzey Amerika’da kanser
mortalitesi ve solar radyasyon arasindaki iliskisinin arastirildigi  Apperly’nin
caligmasiyla ortaya g¢ikarilmustir (157). Yapilan bircok calisma sonucunda kuzey
kutbunda yasayan popiilasyonda goriilen kanser oraninin, giiney kutbunda yasayan
popiilasyondan daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Antikanserojen etkisinin ortaya
¢ikabilmesi icin serum 25(OH)D degerinin 30 ng/mL’dan daha yiiksek olmasi
gerektigi bilinmektedir (116,158).

Erkeklerde kanser 6liimlerinin baslica nedenlerinden olan Prostat kanserinin,
1990 yilinda Schwartz ve Hulka’nin yas, siyah 1irk ve kuzey enlemleri dahil olmak
lizere prostat kanserini meydana getirebilecek baslica risk faktorlerinin tiimiiniin D
Vitamini sentezinin azalmasiyla iligkili oldugu ve D vitamini eksikliginin prostat
kanseri riskini artirdigina dair yaptiklar1 ilging hipotezleri sonucunda ortaya
cikarilmistir.  Bu  hipotez  sonucunda birgok  epidemiyolojik  calismalar
yapilmistir (159). Bu epidemiyolojik ¢aligmalar sonucunda ise, prostat kanseri i¢in
risk faktorleri ile D vitamini diizeylerinin diismesine neden olabilecek durumlar

arasinda korelasyonlar oldugu gosterilmektedir.

35


https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/MZSs
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/dIp0
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/LsLH
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/wXbM+Z3u9
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/ZGJ1

Daha yakin tarihli c¢alismalarda 1,25(OH);D3’nin biiylime engelleyici
etkilerinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak aydinlatilmamis olmasina ragmen,
LNCaP insan prostat kanseri hiicrelerinde 1,25(OH);D3 ve analoglarinin agirlikli
olarak hiicre dongiisii durmasiyla antiproliferatif aktivite gdsterdigi ve az diizeyde
olsa da apoptozu indiikledigi belirlenmistir. 1,25(OH), D3 biiylimenin
durdurulmasima, IGF baglayici protein-3'in (insulin like growth factor binding
protein 3, IGFBP-3) uyarilmasi aracilik eder, bu da hiicre dongiisii inhibit6rii p21'in
ekspresyonunu artirarak biiylimenin durmasina yol agmaktadir. Ayn1 zamanda pro-
farklilasma etkilerinin tegvik edilmesini ve tiimor hiicresi istilasinin, metastazin ve
anjiyogenezin inhibisyonunu da igermektedir (18,19,21).

Vitamin D ve VDR aracili gergeklesen Ozellesmis sinyal iletim
mekanizmasinin ¢ok sayidaki normal ve basta kanserli dokular olmak iizere cesitli
patolojik 6zellikteki dokulardaki etkilerine iliskin literatiirde ¢ok sayida bilgi yer
almaktadir.

Kiiciik klinik deneyler, 1,25(OH); Ds'iin prostat kanseri hastalarinda PSA artis
hizin1 yavaglatabildigini gostererek, 1,25(OH);D3; veya analoglarinin prostat
kanserinde klinik olarak etkili olacagina dair kavramin kanitint ortaya koymustur.
Sonug olarak; prostat kanseri i¢in gelistirilen tedavi ve/veya korunma stratejilerinde
1,25(0H); Ds'iin rolii oldugu ortaya koyulmustur. Bu sonuglara ek olarak, normal
veya kanser kaynakli prostat epitel hiicrelerinin birincil kiiltiirlerinin 1,25(OH); D3
sentezini katalize eden enzim olan lalfa-hidroksilazi eksprese ettigi ve bu seviyelerin
kanser kaynakli hiicre dizilerinde ¢ok daha diisiik oldugu bulunmustur. Bu bulgu
sonucunda, prostat kanserinde 25-hidroksivitamin D3 [25(OH)Ds]’iin kimyasal
onleyici bir ajan olarak kullanma olasiligini artirmaktadir (19).

Yapilan bir popiilasyona dayali vaka kontrol g¢aligmasi ile, VDR geninin
tamamindaki polimorfizmler ile CYP27B1 ve CYP24A1 kodlayan genler arasindaki
iliski arastirilmig ve ortak varyantlar1 tahmin etmek i¢in tek niikleotid
polimorfizmleri segilerek genotiplendirilmistir. Genotip analizinde ise, iki VDR
lokusundaki (rs2107301 ve rs2238135) homozigotlar, homozigot ortak allel ile
karsilastinldiginda 2 ila 2.5 kat daha yiiksek prostat kanseri riski ile
iliskilendirilmistir. iliskili iki VDR tek niikleotid polimorfizminin tan1 yasi, prostat

kanseri agresifligi, birinci derece aile prostat kanseri oykiisii veya D vitamini alimi
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ile degistirildigine dair hi¢cbir kanit bulanamamistir. Yapilan ¢alismanin bulgular
dogrultusunda, VDR genindeki polimorfizmlerin prostat kanseri riski ile iligkili
olabilecegi ve dolayisiyla D vitamini yolunun prostat kanseri gelisiminde etiyolojik
bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir (133). Bu nedenle VDR aracili olarak
kontrol edilen yeni sinyal iletim yolaklarmin ve fizyolojik 6neme sahip hiicre ici
mekanizmalarin karakterize edilmesi son derece 6nemlidir.

VDR geninde genetik degisikliklerin protein sekansinda meydana gelen
degisikliklere neden olmasindan dolay1 Ca metabolizmasi yaninda hiicre
proliferasyonu ve immiin fonksiyonlarin etkilendigi 6nemli bozukluklarin da
meydana gelmesine sebep olabilecegi bilinirken, VDR geninin 3'-ucundaki alelik
varyasyonun da prostat kanseri gelisme riskinin 3-5 kat artmast ve kemik
mineralizasyonundaki farkliliklar ile de iliskilendirilmistir (116,160).

D vitamini aktif formu olan kalsitriolin VDR’ye baglanarak hiicre
proliferasyonunu inhibe eden cesitli genleri diizenledigi ve kanserli hiicrelerin
biiylimesini inhibe ettigi yapilan in vitro hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda
gbzlemlenmistir.

Kalsitriol, hiicre dongiisiinde yer alan p21 ve p27 ekspresyonunu uyarip,
timor progresyonu ve metastazi ile iligkili oldugu bilinen e-kaderin ekspresyonunu
uyardigi gozlenirken, DNA hasarinin tamirini ve timor protein 53 (p53) miktarini
arttirdig1 yapilan calismayla gosterilmistir (161).

Caenorhabditis elegans'ta yapilan bir diger 6nemli ¢alismada ise, Vitamin D
uygulamasi sonrasinda VDR aracili olarak stres tepki yolu genlerinin (skn-1, ire-1,
ve xbp-1) etkilendigi ve C. elegans’ta diyette D vitamini eksikliginin yaslanmaya
bagl olarak hiicrelerdeki protein kaybini hizlandirdigi, yasam siiresini kisalttigi
gozlemlenmistir. Bu fikri destekleyen VDR nakavt farelerin ise baz1 erken yaglanma
fenotiplerini sergiledigi ancak hipervitaminoz D'nin fare modellerinin de erken
yaslanmasinin s6z konusu oldugu goriilmiistiir (162,163).

Bu veriler dogrultusunda; vitamin D ve VDR aracili indiiklenen sinyal
mekanizmasinin son yillarda prostat kanseri molekiiler biyolojisinde ¢ok daha dikkat
cekici hale gelen ER stresi, UPR ve protein kalite kontrolii ile iligkili iiyeler lizerinde
diizenleyici rollere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Literatiirde bu konuya

iligkin herhangi bir mekanistik veri bulunmamaktadir. Yiiriitiilen bu tez ¢alismasinda,
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prostat kanserinde kritik dneme sahip oldugu bilinene UPR ve ERAD sistemleri

tizerinde 1,25(0OH), D3’iin olasi diizenleyici rollerinin arastirilmasi amaglanmuistir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. GEREC

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Tez calismasinda temel olarak;

Dijital vorteks
Giic kaynagi
Dikey elektroforez

Yatay elektroforez sistemi
Rocker calkalayici
Orbital Calkalayici
Karistirmali blok 1sitici
Blok 1sitict

Isiticili manyetik karistirict
Membran transfer sistemi
CO;, Inkiibatérii
Mikropipet seti

Cam jel kasetler/taraklar
Cok kanalli mikropipetler
Sonikator

Ultrasonik su banyosu

: Biosan vortex V-1 plus

: Bio-Rad Powerpac Basic
: Bio-Rad Mini-PROTEAN Tetra Cell
: Bio-Rad

: Biosan MR12

: Biosan PSU-20i

: Biosan TS-100C

: Biosan TDB-100

: IKA C Mag HS7

: Bio-Rad

: ESCO

: Thermo Scientific

: Bio-Rad

: Thermo Scientific

: Bandelin 4000

: Elma P70H
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Vakum pompasi

Etiv

Laminer Hava Akishi Kabin
-86°C derin dondurucu
Hassas Terazi

Analitik terazi

Mikrodalga firin

Masaiistii Sogutmal1 Santrifiij

Masaiistii Santrifiij
Mini spin

Mikro santrifiij

Su banyosu
Spektrofotometre
Su banyosu

+4 °C Buzdolabi
-20 °C Derin dondurucu
Otoklav

Ultrasaf su cihazi
Distile su cihazi
Saf su cihazi

Konvansiyonel PCR cihazi

: Rocker Chemker 400

: BINDER

: ESCO typeA2 E-series

: BINDER

: SHIMADZU AP224W

: Precisa 321 LX3200C SCS
: Bosch

:SL8R Thermo Scientific

: TG16 Ying Tai

: MySPING6 Thermo Scientific
: V12 Fisher Brand

: Biosan WB-4MS

: BioTek Epoch2

: Thermomac

: Vestel

: Vestel

: Hirayama HV-50

: BLUELAB-Blueaqua-P

: BLUELAB-Blueaqua-B

: NUVE-ND12

: Bio-Rad T100
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Gergek zamanli PCR cihazi : Bio-Rad CFX96
Mikrospektrofotometre : MySPEC - VWR
Invert mikroskop ve Kamera : Sunny SopTop ICX41

GelDoc Gel Documentation System : Bio-Rad

Buz makinesi : Scotsman AF80
pH Metre : Thermo Orion Star A211
Hemositometre Lami : Marienfeld Superior
Mikro Spektrofotometre : Allsheng
Goriintiileme sistemi : Thermo Fisher Scientific
iBright CL1000
Yukarida listelenen ekipmanlardan faydalanilarak analizler
gerceklestirilmistir.

3.1.2. Sarf Malzemeler

3.1.2.1. Kitler

Bikinkoninik asit (BCA) protein miktar tayini tahlil Kit (Pierce), Monoarch™
Total RNA izolasyonu Kiti (New England Biolabs), SYBR Green | Master mix Kiti
(Bio-Rad), Clarity Western ECL Substrat kiti (Bio-Rad), iScprit cDNA Synthesis Kit
(Bio-Rad), PCR Master mix (Gene Mark), MycoAlert® Mycoplasma Detection kit

(Lonza) parantez icerisinde belirtilen firmalardan temin edilmistir.
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3.1.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sodyum Azid, Tween-20, Triton X-100, Amonyum Persiilfat (AP), Ponceau
S Stain, 2- Merkaptoetanol (2-ME), sodyum deoksikolik asit, Nonidet P-40, gliserol,
etilendiamintetraasetik asid (EDTA), etilenglikoltetraasetikasit (EGTA), Akrilamit-
Bisakrilamit Sollisyonu, etidyum bromiir, Agarose, sodyum kloriir, sodyum fosfat
monobazik phosphate anhidrus, sodyum fosfat dibazik phosphate anhidrus, N,N',N'-
tetramethylenediamine, Tris, glisin, memeli proteaz inhibitérii, memeli fosfotaz
inhibitérii Serva firmasindan temin edilmistir. 1,25(OH), D3 (#D1530) Sigma

Aldrich firmasindan satin alinmistir.

3.1.2.3. Kullanilan Antikorlar

Calismalarda kullanilan tavsan poliklonal antikorlari anti-PERK (#24390-1-
AP), anti-lrela (#27528-1-AP), anti-XBP-1s (#24868-1-AP), anti-Ufdl (10615-1-
AP), anti-p97/VCP (10736-1-AP), anti-Npl4 (11638-1-AP), anti-gp78 (16675-1-AP),
anti-BiP/GRP78 (11587-1-AP) ve anti-ubikitin  (#10201-2-AP) Proteintech
firmasindan, tavsan monoklonal antikor anti-Hrdl (#14773) ve tavsan poliklonal
anti-elF2a (#9722), anti-phospho-elF2a (Ser51) (#9721) Cell Signaling Technology
firmasindan satin alinmistir. Fare monoklonal beta-aktin antikoru (# A5316) Sigma
Aldrich'ten satin alinmistir. HRP konjuge kegi anti-fare (# 31430) ve kegi anti-tavsan
(# 31460) IgG (H + L) Pierce'den satin alindi.

3.1.2.4. Kullanilan Primerler

Gen ifadelerinin degerlendirilecegi ¢alismalarda kullanilan primerler, Hrd1,
gp78, p97 / VCP, Ufd1, Npl4, SVIP, Ufd2, Derlinl, CYP3A5 ve RPLPO dahil olmak
tizere ilgilenilen genler i¢in 6zel olarak tasarlanmaistir.

Calismalarda kullanilan tiim primerler 100 nM sentez skalasinda temin
edilmistir. Hedef genlerin bilgilerine Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI,
National Center for Biotechnology Information) veri tabanindan ulasilarak mRNA

dizi bilgileri elde edilmistir. Hedef primerler NCBI Primer BLAST ara yiizi
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kullanilarak dizayn edilmis ve 6zgiilleri in silico olarak test edilmistir. Primer dizi

bilgileri agagida sunulmustur.

Tablo 1. Calismalara yer alan hedef genlerin NCBI gen kimlik numaralar1 ve primer

dizi bilgileri
Primer dizi bilgisi
Hrd1l Ileri Primer | 5>-TGTCCTAATCGCAGCTCTCACTAA-3’
Gene 1D:84447 | Geri Primer 5’-ACACTCCACTGCTGATTTCTAC-3’
gp78 fleri Primer | 5-CCGTGTTTCTCCGCCAATCTTCT-3’
Gene 1D:267 Geri Primer | 5>-CAGGGACACCTCAATACTGATTC-3’
p97/VCP Tleri Primer | 5’-GTCTTCGCTTTGATTGCTAACCC-3’
Gene ID:7415 Geri Primer | 5’-GCCTGTTCTCGAAGTACCCTTAC-3’
ufdl Ileri Primer 5’>-GCAGTGCTGTCTGGACGATTTA-3’
Gene ID:7353 Geri Primer 5’-GTGCTTGAAGGATTGTCTTTGG-3’
Npl4 Ileri Primer | 5’-CCTCATCAGCTTTCTCCGCTAAA-3’
Gene ID:55666 | Geri Primer | 5>-CTGACTCCAGGTCTGTTCCTAATG-3’
SVIP Ileri Primer | 5’-CTGTGAGTCAGCCAAGAATAGAG-3’
Gene ID:258010 | Geri Primer | 5’-CACTGAAGGATCCACTGAAGAA-3’
Ufd2 Ileri Primer | 5-GTCTCCTGGTACTAGGACTATCT-3’
Gene 1D:10277 Geri Primer 5’-GAGCAGCTCATCACTCCTAATG-3’
Derlinl Ileri Primer | 5’-GGGAGGCCGCTTACAAGAAATA-3’
Gene ID:79139 | Geri Primer | 5’-GAAGGCAAAGTGCATGGAAATAA-3’
CYP3A5 Ileri Primer 5’-ATGCCCTTCTCTCTCCCGTATT-3’
Gene ID:1577 Geri Primer | 5’-GACCGAACAGGACCAGGAAATAG-3
VDR Ileri Primer | 5-CCGAGCGTTAGATTGAGGATGAG-3’
Gene ID:7421 Geri Primer | 5’-GATACAGCACCTGGAACGAGAA-3’
RPLPO ileri Primer 5’-GTTGTCGCTTTGATTGCTACCC-3’
Gene ID:6175 Geri Primer | 5>-GCTGTTCTCGAAGTACCACTTAC-3’

3.1.2.5. Kullanilan Diger Malzemeler

PVDF membran, 96 kuyucuklu Realtime PCR plate, Plate seal, 100mm hiicre
kiiltiirii petrileri, 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabi, 0.1ml DNase/RNAse free tiip,1.5ml
eppendorf, 0.5ml eppendorf, 15ml steril falkon tiip, 50ml steril falkon tiip, 10ml
serolojik pipet, 25ml serolojik pipet, 10ult pipet ucu, 100ult pipet ucu, 1000ult pipet
ucu, 0.2uM siringa tipi steril fitre, 0.2uM steril filtre kullanilmigtir.

43



3.1.3. Kullanilan Cozeltiler

3.1.3.1. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat—Poliakrilamid Jel
Elektroforez) ve immunoblotlama Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler

3.1.3.1.1. 2X RIPA (Radyoimmunopresipitasyon Assay) Lizatlama
Tamponu

Hassas terazi yardimiyla 40 mg SDS (sodyum dodesil siilfat sodyum tuzu) ve
200 mg 7-DOC (deoksikolikasit) tartilmistir. Uzerine 0,4 ml NP-40 ve 4 ml 10X PBS
ilave edilmistir. Meziir yardimiyla son hacim distile H>O ile 20 ml’ye tamamlanarak

+4°C’de saklanmustir.

3.1.3.1.2. 10X PBS (Phosphate Buffer Saline)

11,5 g sodyum monohidrojen fosfat, 87,5 g sodyum kloriir, 2,3 g sodyum
dihidrojen fosfat hassas terazi yardimiyla tartilmistir. Distile H,O ile son hacim 1
litreye tamamlanmistir. 10X PBS’in pH’s1 7,4’e ayarlanmistir. Otoklavlandiktan

sonra oda sicaklig1 kosullarinda saklanmastir.

3.1.3.1.3. 4X SDS-PAGE Ayirma Tamponu (Resolving Buffer)

1,5 M Tris HCI (90,855 g), % 0,4 h/h TEMED (2 ml), % 0,4 a/h SDS (2 g)
tartilip distile HyO ile ¢ozdiiriilmiistiir. Meziir yardimiyla son hacim 500 ml’ye
tamamlanmistir. pH’s1 8,9 olarak ayarlanmis olan 4X ayirma tamponu +4°C’de

saklanmustir.

3.1.3.1.4. 4AX SDS-PAGE Yiginlama Tamponu (Stacking Buffer)

0,5 M Tris HCI (30,285 g), % 0,4 h/h TEMED (2 ml), % 0,4 a/h SDS (2 g)
tartilp distile H,O’da ¢6zdiirtilmistiir. Meziir yardimiyla son hacmi 500 ml’ye
tamamlanmistir. pH’s1 6,8’e ayarlanmis olan 4X SDS -PAGE yiginlama tamponu

+4°C’de saklanmuistir.
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3.1.3.1.5. 4X Protein Yiikleme Tamponu

4 g SDS, 40 mg bromofenol mavisi, pH=6,8 olan 10 ml 1 M Tris HCI, 2 ml
%99’luk Gliserol, 2 ml 14,7 M 2-ME, 5 ml 05 M EDTA distile H,O’da
¢Ozdiirlilmiistiir. Son hacmi 50 ml’ye tamamlanmis olan 4X protein yiikleme

tamponu ependorflara 1’er ml olacak sekilde boliinmiistiir. -20°C’de saklanmustir.

3.1.3.1.6. 10X SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu

30,2 g Tris Baz, 144 g Glisin, 10 g SDS (sodyumdodesilsiilfat sodyum tuzu)
tartilarak distile H,O’da ¢ozdiiriilmistiir. Son hacmi meziir yardimiyla 1 litreye

tamamlanmistir. Oda sicaklig1 kosullarinda saklanmistir.

3.1.3.1.7. 10X Transfer Tamponu

Tartilan 30,33 g Tris-baz, 144 g Glisin distile H,O’da ¢ozdiirilmistiir. Son

hacmi 1 litreye tamamlanmis ve oda sicakliginda saklanmustir.

3.1.3.1.8. 1X Yikama Tamponu

100 ml 10X PBS ve 1 ml Tween-20 distile H,O ile 1 litreye tamamlanmigtir.

pH’s1 7,4’e ayarlandiktan sonra oda sicakliginda saklanmistir.

3.1.3.1.9. %10 AP (Amonyum persiilfat) Cozeltisi

1 g AP 10 ml distile H,O’da ¢ozdiirtilmistiir. Ependorflara 1 ml olacak

sekilde boliinmiis ve -20°C’de saklanmustir.

3.1.3.1.10. %5’lik Yagsiz Siit Bloklama Ajam

500 ml 1X yikama tamponu igerisinde 25 g yagsiz siit tozu ¢ozdiiriilmis ve

pH’s1 7,4’e ayarlanmistir.
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3.1.3.1.11. Ponceau S Cozeltisi

Hassas terazide tartilan 0.1gr Ponceau S, 5 ml asetik asit ve dH,O ile

¢Ozdirilmiistiir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

3.2.1.1. Hiicre Hatt1 Secimi

Kalsitriol etkilerinin incelenecegi tez calismalarinda in vitro da prostat
kanserini iyi mimik eden ve calismalarda siklikla kullanilan androjen reseptorii
pozitif insan epitelyal prostat kanser hiicre hatlar1 LNCaP ve 22Rv1 kullanilmistir.

Ilk kez 1977 yilinda metastatik prostat karsinomasi teshisi konmus 50
yasindaki bir hastadan izole edilerek tanimlanan LNCaP hiicreleri tek katmanl
biiyiime 6zelligi gostermektedir (164).

Farelerde seri olarak ¢ogaltilan bir zenograftan tiiretilen bir insan prostat
karsinomu epitel hiicre dizisi olan 22Rv1 hiicre hatt1 ise kiiltiirde tek katmanl

biiyiime 6zelligi gostermektedir (165).

3.2.1.2. Hiicre Kiiltiirii Kosullar

Insan prostat adenokarsinomu hiicre hatt1 LNCaP ve insan prostat karsinomu
epitel hiicre hatt1 22Rv1 hiicreleri, %10 fetal sigir serumu (FBS) ve 2 mM L glutamin
iceren Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 besi ortaminda ¢ogaltildi.
Hiicreler konvansiyonel hiicre kiiltiirii sartlar1 olan 37 °C sabit sicaklikta %5 CO; ve
%95 hava nemlendirilmis bir atmosferde bir hiicre kiiltiirii CO; inkiibatoriinde
tutuldu.

Hiicre kiiltiirii islemlerinde kullanilan besi ortamlarina hiicrelerin biiyiime ve
gelisimini yavaslatarak hiicre morfolojisini degistirme riskinin bulunmasindan ve

antibiyotiklerin mikoplazma kontaminasyonunu maskeleyerek kontaminasyon riskini
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arttirmasindan dolay1 antibiyotik kullanilmamistir. Ayrica antibiyotiklerin hiicresel

yanitlart degistirdiginden kullanimi tercih edilmemistir.

3.2.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler bir invert mikroskop yardimiyla morfolojik ve sayisal agidan diizenli
olarak incelenmistir. Hiicrelerin besi ortamlar1 2-3 giin araliklarla taze besiyeri ile
degistirilmistir.

Pasajlama islemi Oncesinde serum igeren besiyeri sicakligi 37°C’deki su
banyosunda 1sitildi. Hiicre kiiltiirii inkiibatoriinde tutulmakta olan kiiltiir petrisinde
yer alan hiicrelerin, hiicre canliligni ve yogunlugu invert mikroskopta incelendi.
Kontrolii yapilan hiicreler steril laminar akis kabinine alindi.

100 mm’lik hiicre kiiltiir kaplarinda biiylitiilmiis hiicreler kiiltiir kabinin
yizeyini %75 — 90 (konfulent) oraninda kapladiginda tim besi ortami vakum
pompast yardimi ile dikkatlice uzaklagtirllmigtir. Hiicrelerin tutunduklar yiizeyden
ayrilabilmeleri i¢in hiicre-ylizey ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin kaldirilmasin
saglayan tripsin sollisyonu kullanildi. Hiicrelere ilk olarak %0.05’lik Tripsin-EDTA
ve ardindan %0.25°lik Tripsin-EDTA ile yikama islemi uygulanmigtir. Tripsin
enziminin optimum aktivasyonu i¢in kiiltiir kaplar1 37 °C’deki CO; inkiibatdriinde 1-
2 dakika kadar inkiibe edilmistir. Hiicrelerin tutunduklar1 ylizeyden ayrilmalar1 invert
mikroskop altinda kontrol edilmis, gerektigi durumda ise inkiibasyon siiresi
uzatilmistir. Invert mikroskopta da incelenen, yiizeyle ve birbirleri arasindaki
baglantilart kopmus olan hiicreler serum eklenen taze besiyeri ile pipetaj yapilarak
topland1. Siispanse hale getirilmis olan hiicreler seyreltilme oranina ve pay edilecegi
hiicre  kiiltir ~ kaplarimin  biiylikliiklerine  bagli  olarak  istenilen  hiicre
konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla hiicre sayim islemi gercgeklestirildi. Hiicre
konsantrasyonuna bagli olarak besi ortamlari ile diliisyonlar1 gergeklestirildi ve yeni
hiicre kiiltiir kaplarina ekimleri gergeklestirilerek konvansiyonel kiiltiir sartlarinda
hiicreler biiyiitiilmeye devam edildi. Hiicrelerin pasaj numaralarinin takibi i¢in kiiltiir

kaplarinin lizerine her pasajlama islemi sonrasinda pasaj numaralari not alindi.
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3.2.1.4. Hiicre Sayim Islemi

Mililitrede bulunan canli hiicre sayisinin hesaplanabilmesi tripan mavi
boyamas1 yontemiyle hiicre sayim islemi gerceklestirilmistir. Ependorf tiipl
igerisinde 10 pl siispanse hele getirilmis hiicre ve 90 pl tripan mavisi boyasit homojen
hale getirilmistir. Sayim islemlerinde hemasitometre lami ve lameli kullanilmistir.
Bu islemde, Neubauer lami lamelin iizerine kapatildi ve lam lamelin birlestigi
noktaya homojen olarak karistirilan hiicre silispansiyonundan otomatik mikropipet
yardimiyla 10 pl aktarildi. Invert mikroskopta canli hiicrelerin sayimi gergeklestirdi.

Tripan mavisi boyasi eklenmesiyle, canli hiicrelerde tripan mavisi boyasi
hiicre zarindan gegcemedigi i¢in boyanmaz ve hiicreler mikroskop altinda parlak
beyaz ve yuvarlak bir sekilde gbzlenir. Cansiz hiicrelerde ise membran biitlinliigi
bozuldugu i¢in tripan mavisi boyasi hiicreleri boyayarak, hiicrelerin mikroskop
altinda koyu lacivert goriinmesini saglar. Canli hiicre konsantrasyonunun
belirlenmesinde bu prensipten faydalanilmistir.

Mililitredeki canli hiicre konsantrasyonunun belirlenmesinde lam {izerindeki
boliimlere ayrilmis olan 5 alandaki toplam canli hiicre sayisi sayilarak belirlenir ve
ml’deki canli hiicre konsantrasyonu asagida verilen formiill yardimiyla

hesaplanmustir.

Canli Hiicre Sayis1 XSeyreltme Faktorii X104

Hiicre/ ml = -
Hiicre Sayilan Kare Sayisi

3.2.1.5. Hiicrelerin Stoklanmasi

100 mm’lik kiiltiir kaplarinda veya daha biiytik kiiltiir flasklarinda konfluent
olan LNCaP ve 22Rvl hiicreleri, daha sonraki calismalarda kullanilmak {izere
dondurularak siv1 azot tanki igerisinde ve -80 °C dondurucuda stoklanmistir. Daha
once belirtildigi gibi Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon islemi ger¢eklestirilen hiicreler
%10 DMSO igeren FBS ile hazirlanan dondurma ortaminda siispanse edilmis ve
hemasitometre lami yardimiyla mikroskop altinda sayilmistir. Hiicre dondurma
ortaminin ml’sinde 2x10° hiicre olacak sekilde hiicre konsantrasyonu ayarlanmustir.

Mililitredeki hiicre konsantrasyonu ayarlanan hiicreler kriyo tiiplerin her

birinde 1 ml olacak sekilde ayrilmis ve tiiplerin {izerine hiicre ismi, dondurulma
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tarihi, pasaj numarasi, kim tarafindan donduruldugu ve hiicre konsantrasyonu gibi
bilgiler yazilmistir. Kriyo tiipler, izopropil alkol i¢ceren dondurma kabi (Mr. Frosty,
Nalgene) igerisinde -80 “C’de 1 giin boyunca depolanmistir. Takiben ertesi giin -195
°C ‘deki sivi azot tankinm buhar fazinda uzun siireli olarak depolanmak iizere

kaldirilarak saklanmistir.

3.2.2. Hiicrelere Kimyasal Madde Uygulanmasi

3.2.2.1. Hiicrelere 1,25(0OH); D3 Uygulamasi

Hiicrelere sentetik kalsitriol uygulamasi yapilarak hiicresel yanitlarin
incelendigi calismalarda hiicrelere hormondan yoksun birakma (starvation) islemi
uygulanmistir. Hormon indiiksiyon tahlilleri i¢in, hiicreler %10 FBS igeren
RPMI1640 ortaminda ¢ogaltildi ve hiicrelerin kiiltiir kaplarina ekiminden sonra 72
saat siire ile %2 ct-FBS igeren besi ortamu ile inkiibe edildi. Takiben hiicrelere

belirlenen doz ve/veya siirelerde hormon uygulamasi gerceklestirildi.

3.2.2.2. Diger Ajanlarin Uygulamasi

1,25(0H), D3 uygulamasina bagli olarak ile hedef genlerin protein ve mRNA
diizeylerindeki degisimlerinin transkripsiyonel ve translasyonel seviyede incelenmesi
amaciyla genel transkripsiyon inhibitorii aktinomisin D ve genel translasyon
inhibitorii  siklohekzamid ajanlar1 kullanildi. Bu amagla hiicrelere starvasyon
protokolii uygulanarak 2 saatlik 1 pg/ml aktinomisin D veya 1 pg/ml siklohekzamid
on uygulamasi ardindan 1,25(OH); D3 uygulamasi gerceklestirildi.
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3.2.3. immiinoblotlama (Western Blot)

Ozgiil proteinlerin tammlanmasinda ve diizeylerindeki degisimlerin
incelenmesinde molekiiler yasam bilimleri alaninda siklikla kullanilan analitik bir
tekniktir. Temel olarak birbirini takip eden 11 basamakta ger¢eklesmektedir.

1. Hiicre veya dokulardan proteinlerin izole edilmesi

2. Kullanilacak  6rneklerin ~ protein  miktar tayini  yapilmasi,  protein
konsantrasyonlarinin belirlenmesi

3. izole proteinlerin molekiiler agirhiklarina gére SDS poliakrilamit jelde elektrik
alan etkisiyle ayristirilmasi

4. SDS-PAGE jellerinde ayristirilan proteinlerin PVDF veya nitroseliilloz membran
tizerine transfer islemi

5. Membran iizerindeki protein baglanmayan bdliimlerin  maskelenmesi igin
gercgeklestirilen bloklama islemi

6. Spesifik olamayan proteinlerin yikama igslemleri ile uzaklastiriimasi

7. Membran iizerinde immobilize edilen proteinlere 6zgii calisilacak proteini 6zgiil
olarak taniyan primer-antikor ile isaretleme

8. Spesifik olamayan proteinlerin yikama islemleri ile uzaklastirilmasi

9. Hedef proteini isaretleyen primer antikoru tanityan enzim isaretli ikincil antikor ile
isaretleme

10. Spesifik olamayan proteinlerin yikama iglemleri ile uzaklagtirilmasi

11. Enzim bagli antikorun substratiyla etkilesmesi ile kimyasal bir reaksiyon
gerceklesir. Yiiksek hassasiyetli bir CCD kamera sistemini igeren goriintiileme

sistemi hedef protein bantlarmin goriintiilenerek dokiimante edilmesi.

3.2.3.1. Protein izolasyonu

Kimyasal madde uygulamalar1 ve inkiibasyon siireleri tamamlanmis olan
hiicrelerde protein izolasyonunun gergeklestirilmesi islemi igin kiiltiir kaplari
inkiibatorden ¢ikarilarak buz iizerine alinmistir. Kiiltiir kaplarindaki tiim besi ortami

aspirasyon yolu ile uzaklastirllmistir. Daha sonra hiicrelerin kolay bir sekilde
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tutunduklar1 yiizeyden ayrilabilmelerini saglayan daha oOnce anlatildigi gibi
tripsinizasyon islemi gergeklestirilmistir.

+4 °C’de saklanan 1X PBS ile kiiltiir kab1 2 kez yikanarak hiicreler siispanse
hale getirilmis ve ependorf tiiplerine aktarilmistir. Ependorflar +4°C’de 10,000
r.p.m’ de 1 dakika santrifiijlenir, hiicrelerin pellet haline gelmesi saglanmistir.
Siipernatant kismi, dnce aspirasyon ile daha sonrasinda pipet araciligi ile dikkatlice
uzaklastirilmistir. Bu santrifiijleme islemi 2 kez daha tekrar edilmistir.

Protein izolasyonunun hemen gergeklestirilecegi c¢alismalarda ependorflar
buz tzerinde bekletilebilir, fakat daha sonra gergeklestirilecek bir g¢alisma igin
kullanilacaksa pelletlerin yer aldig1 ependorflar -80 °C’de saklanmalidir.

Lizatlama islemlerinde 1X proteaz inhibitdr kokteyli igeren 1X RIPA
tamponu kullanilmistir. Pelletlerin iizerine hazirlanan karsimdan ilave edilerek
vorteks yardimiyla siispanse hale getirilmistir. Siire sonunda ependorflar +4°C’de
14,000 r.p.m.’de 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Santrifiij isleminden sonra
siipernatantlar etiketlenen temiz ependorf tiiplerine aktarilarak sonraki adimlarda

kullanilmak tizere -20°C’de saklanmaistir.

3.2.3.2. Protein Miktarinmin Belirlenmesi

Elde edilen lizatlarda bulunan protein miktarlar1 bikinkoninik asit (BCA)
protein miktar1 6l¢iim kiti (Thermo Scientific-Pierce) kullanilarak belirlenmistir.
BCA Protein miktar tayini testleri; alkali bir ortamda (ayn1 zamanda bitire reaksiyonu
olarak da bilinir) protein tarafindan Cu®"'nin Cu™ ‘e iyi bilinen indirgenmesini BCA
ile bakir katyonunun (Cu+) oldukca hassas ve segici kolorimetrik tespiti ile
birlestirir. Bu deneyde olusan mor renkli reaksiyon firiinleri, bir bakir iyonu ile
bikinkoninik asidin iki molekiiliiniin selasyonu araciligtyla olusmaktadir.

Protein konsantrasyonlarinin belirlenmesinde asagidaki protokol takip
edilmistir.

1. 96 kuyucuklu mikroplaka kuyucugunun her birine 8 pl distile su ilave edilmistir.

2. Protein orneklerinden 2’ser pl kuyucuklara aktarilmistir. Her bir 6rnek 3 tekrarl
olarak caligilmustir.

3. BCA protein miktar 6l¢iim kitinde bulunan BCA Reagent A soliisyonundan;
calisilacak ornek sayis1 x 196 plt, BCA Reagent B soliisyonundan ise; ¢alisilacak
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ornek sayist x 4 plt olacak sekilde bir ependorf tiiplinde karistirilarak protein
orneklerinin tizerine 200 plt eklendi. Kor okuma ig¢in protein izolasyonunda
kullanilan tampon ¢6zeltisi kullanildi.

4. 96 kuyucuklu plaka 20 dakika boyunca 1sikla temastan kaginilacak sekilde
37°C’de inkiibe edilmistir.

5. 20 dakikanin sonunda 562 nm’de spektrofotometre mikroplaka cihazinda
okumalar gergeklestirilmistir.

6. Orneklerimizin absorbans degerlerinden kor okumanin absorbans okumasi
cikarildiktan sonra orneklerimizin absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak BSA
ile hazirlanan standart ¢ozelti ile c¢izilen dogru denkleminin egitimi iizerinden

orneklerimizin absorbans degerleri girilerek protein konsantrasyonlari belirlendi.

3.2.3.3. Proteinlerin SDS-PAGE ile ayrilmasi

Ik olarak iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda jel dékme aparatlari
kurulmustur. Kurulan cam kasetler arasina ¢alismada kullanilmasi planlanan %’de
hazirlanan ayirma jeli dokiilerek {izeri polimerizasyon reaksiyonunun
gerceklesebilmesi icin izopropil alkol ile kaplanmistir. Polimerizasyon islemi
gerceklestikten sonra jelin list boliimii dH2O ile yikanmistir. Ayirma jelinin lizerine
hazirlanan yiginlama jeli dokiilmiis ve ilizerine kuyucuklarin olusumunu saglayan
tarak kapatilmistir. Jel polimerlestikten sonra hazirlanan jel elektroforez tankina
yerlestirilmistir. Tank 1X yiirlitme tamponu ile doldurulmustur. 4x yilikleme tamponu
ilave edilerek 95 °C’de 5 dakika kaynatilan protein ornekleri jele yiiklenmistir.
Protein ornekleri 100V elektrik akimi uygulanarak yaklasik 120 dakika boyunca
elektroforez islemi gergeklestirilmistir. Elektroforez islemi sonlandiginda transfer

protokolii uygulanmistir.
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Tablo 2. SDS-PAGE Ayirma ve Depolama Jelinin Hazirlanmasi

Ayirma Jeli Depolama Jeli
Jel Yiizdesi %12 | %15 %3,5
Bir Jel I¢in 10 ml 3ml
%30’luk
Akrilamit (29:1) 7 ml Sml 0.35m|
4X Ayirma
Tamponu/Depolama 5ml 5ml 0,75 ml
Tamponu
Distile Su 8 ml 10 ml 1,9 ml
(Oda sicakliginda her bir jel
%10’luk AP i¢in 100 pl
150 pl)

3.2.3.4. PVDF Membrana Transfer

Western-blot sandvi¢ aparatinin igine siingerler, transfer pedleri, SDS-PAGE
jeli ve PVDF membran yerlestirildi. PVDF membran Oncelikli olarak metanolle
aktiflestirilmistir. Yiriitme islemi tamamlanan jel, islatilmis transfer pedleri ve
PVDF membran sirasiyla yerlestirildikten sonra kalan hava kabarciklarinin
uzaklagtirilmasi igin bir rulo yardimiyla hava kabarciklar1 uzaklastirildi. Hazirlanan
transfer sandvigi 1x transfer tamponu ile doldurulan transfer tanki ve aparatina
yerlestirildi. Transfer islemi oda sicakliginda bir gece boyunca 20 mA’lik elektrik

akimi uygulanarak gerceklestirildi.

3.2.3.5. Bloklama ve Primer Antikor ile Isaretleme

Incelenen protein ile kullanilan antikorlar arasindaki ozgiil etkilesimler
western blotlama yontemindeki en &nemli noktalardan biridir. Ozgiil olmayan
baglanmalarin engellenmesi i¢in protein baglanmayan boélgelerin  bloklamasi
gerceklestirilmistir. Bu amagla membran 1X yikama tamponu ile hazirlanan %5’°lik
siit cozeltisiyle oda sicakliginda 20 dakika boyunca orbital calkalayicida inkiibe
edilmistir. Bloklama isleminden sonra membran 1X yikama tamponu ile 15 dakika

boyunca yikanarak gece boyu primer antikor ile inkiibe edildi.
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Calismalarda kullanilan primer antikorlar; pH’s1 7.4 olan %5’lik yagsiz siit
tozu iceren 1X yikama tamponunda hazirlanmig ve koruyucu olarak 1:1000 oraninda

sodyum azit ¢ozeltisi eklenerek +4°C’de saklanmustir.

3.2.3.6. Sekonder Antikor ile Isaretleme

Primer antikor muamelesinden sonra membran 1X yikama tamponu ile oda
sicakliginda 15 dakika boyunca yikandi. Sekonder antikor soliisyonu olarak %5’lik
yagsiz siit tozu igeren 1X yikama tamponuna kullanilan primer antikorun orijinine
bagli olarak tavsan (rabbit) veya fare (mouse) sekonder antikorlart 1:3000
konsantrasyonunda eklenerek oda sicakliginda 90 dakika boyunca orbital
calkalayicida inkiibe edildi. Takiben membran 1X yikama tamponu ile 15 dakika

boyunca yikanarak goriintiileme asamasina gecildi.

3.2.3.7. Kemiluminesans Gérintiileme

Sekonder antikor uygulanan membranlarin kemiluminesans goriintiilemesi
icin Clarity Western ECL Substrat kiti (Bio-Rad) kullanilmigstir. Clarity Western
ECL Substrat A ve B soliisyonlart 1:1 oraninda, membran bagina 1700 pul olacak
sekilde goriintiilemeden hemen Once hazirlanarak karistirildi. Gorilintiilleme igin,
membran iBright CL1000 (Thermo Fisher Scientific) goriintiileme cihazi tablasina
yerlestirilerek membranin iizeri hazirlanan ECL substrat aktarildi. ki dakika inkiibe
edildikten sonra goriintiileme siireleri saniye ve dakika cinsinden belirlenerek
goriintliileme islemi gerceklestirildi. Goriintiiler cihazda yer alan biitiinlesik kamera

yardimiyla fotograflanarak saklandi.

3.2.4. RNA izolasyonu, cDNA Sentezi ve QRT-PCR Calismalari

3.2.4.1. Total RNA Izolasyonu

Total RNA izolasyonunda isleminde Monarch™ total RNA izolasyon kiti
kullanilmistir ve izolasyon islemlerinde {iretici firmanin talimatlar1 takip edilmistir.

Deney sonlandiginda hiicreler niikleaz ve proteaz igermeyen ependorf tiiplerinde
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pellet haline getirildi. ilk olarak &rneklerin {izerine 300 ul Liziz tamponu ilave
edilerek nazik¢e pipetaj yapilmig ve hiicrelerin lize edilmesi saglanmistir. Kit
igerisinde bulunan Monarch collection tube II'nin lizerine silika temelli genomik
DNA’y1 yakalayan kolon takildi ve hazirlanan lizatin tamami kolona aktarilarak oda
sicakliginda 16.000 x g’de 30 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi RNA
kullanilan kolonun altindaki toplaminda alaninda kaldi. Sivi fazin {izerine 300 pl
yiiksek safliktaki %98 absolii etil alkol eklenerek homojen hale getirildi. Hazirlanan
yeni ornek toplama tliplerine RNA’y1 yakalayan silika temelli kolon takildi ve elde
edilen RNA-etil alkol karigimi aktarildi. Oda sicakliginda 16.000 x g’de 30 saniye
santrifiij edildi. Kolondaki protein, lipit ve benzeri c¢esitli biyomolekiilleri
uzaklastirmak amaciyla kolon iizerine 500 pl yikama tamponu eklenerek oda
sicakliginda 16.000 x g’de 30 saniye santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda sivi faz uzaklastirildi. Kolona 75 pul Monarch DNase |
Reaksiyon Tamponu ve 5 pl Monarch DNaz I soliisyonu ilave edilerek oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Bu yol ile kolonda kalan olas1 genomik DNA
kalintilar1 uzaklastirildi. Siire sonunda tuz kalintilarim1 gidermek i¢in kolon {izerine
500 pl Prime tamponu eklenerek oda sicakliginda 16.000 x g’de 30 saniye santrifiij
edildi. Kolonun altinda kalan siv1 faz uzaklagtirildi ve kolona 500 ul RNA yikama
tamponu eklenerek oda sicakliginda 16.000 x g’de 30 saniye santrifiij edildi. Bu
islem iki kez daha tekrar edildi. 16.000 x g’de 2 dakika siire ile ilave bir
santrifiijleme iglemi daha gerceklestirildi. Yeni ependorf tiiplerin iizerine kullanilan
kolon takilarak iizerine 50 pul RNaz igermeyen H,O ilave edildi ve oda sicakliginda
16.000 x g’de 5 dakika santrifiij edilerek saf RNA eliie edildi. Izole edilen
RNA’larm kalitesinin ve miktarinin belirlenmesi amaciyla mikrospektrofotometre ile

Olctimler alindi.

3.2.4.2. RNA Kalite Kontrolii, Konsantrasyon ol¢iimii

Hiicrelerden izole edilen RNA’nin konsantrasyonu ve kalitesinin
belirlenebilmesi amaciyla mikrospektrofotometre yardimiyla ol¢timleri yapilmistir.
Bu amagla RNA orneklerinden 1 pl alinarak kore karst A260/A280 nm dalga
boyunca &lgiimler alindi. Ideal olarak 1,8-2,1 arasinda olmasi gereken A260/A280
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orani izole edilen RNA’larin saflik derecelerinin uygun oldugunu gostermektedir.
Izole edilen tiim RNA 6rneklerinin 6l¢iim sonuglarmin hepsinin bu aralikta oldugu
belirlendi. Her bir 6rnekten yaklasik olarak 10 ug saf RNA izole edildi. RNA
orneklerinin final konsantrasyonlar1 1pg/ul olacak sekilde seyreltilerek -80 °C’de

saklandi.

3.2.4.3. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA &rneklerinden gen ifadesi analizleri gergeklestirilecek
gercek zamanli PCR islemlerinde kullanilmak tizere cDNA sentezi gergeklestirildi.
Bu islem sirasinda cDNA sentez kitinin kullanim kilavuzundaki yonlendirmeler takip
edildi. Her bir reaksiyon i¢in mikrospektrofotometrede daha dnce dlgiimlenen RNA
konsantrasyonlar1 kullanildi.

Reaksiyon karigimlart buz iizerinde calisilarak tablo 3’te belirtildigi gibi
0.1mI’lik niikleaz icermeyen PCR tiipii igerisinde hazirlandi. Hazirlanan karigimi
iceren PCR tiipleri sirasiyla vortex ve spin yapilarak, PCR cihazina yerlestirildi.
Takiben Tablo 4’te belirtilen PCR adimlar1 gergeklestirildi. Sicaklik gegislerinin hizli
ve kesintisiz olarak siirdiiriilebilmesi i¢in standart PCR cihazindan faydalanildi.
Sentez sonrasi ¢cDNA oOrnekleri 1:2 oraninda niikleaz i¢ermeyen dH,O ile
sulandirilarak -20°C’de saklandi.

Tablo 3. cDNA sentezi igin hazirlanan reaksiyon karigimi

Reaksiyon Bilesenleri Hacim
iScript Ters Transkriptaz Enzimi 1 ul
iScript Reaksiyon Tamponu (5x) 4 ul

RNA 1 pl
Niikleaz free su 14 ul

Tablo 4. cDNA sentezinde kullanilan PCR programi

Adimlar Sicakhk Siire
1. Basamak 25 °C 5 dakika
2. Basamak 46 °C 20 dakika
3. Basamak 95°C 1 dakika
4. Basamak 4°C o0
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3.2.4.4. Gercek Zamanh Kantitatif PCR

Tez calismasinda yer alan hedef genlerin mRNA ifadesi diizeylerinde
degisimler ¢ift iplikli niikleik asitlere baglandiginda floresan 6zellik gésteren SYBR
Green I kullanimi ile ger¢cek zamanli kantitatif PCR islemi incelendi. PCR
calismalarinda her 6rnek 3 teknik ve biyolojik tekrar seklinde ¢alisildi.

Reaksiyon karisimlar1 Tablo 5’de belirtildigi gibi hazirlandi. Hazirlanan
karsim 96 kuyucuklu PCR mikroplakasina pipetlendi ve {izeri kapatici optik film ile
kapatildi.

Omnekleri ayni1 noktada toplanmasi ve hava kabarciklarinin uzaklastirilmasi
icin mikroplaka 2500 r.p.m’de 2 dakika santrifiij edildi ve gercek zamanli kantitatif
PCR cihazma yerlestirildi. Calismalar kapsaminda Tablo 6’da sunulan reaksiyon
kosullar1 kullanildi. PCR islemi sonlandiginda olugan PCR firiinlerinin 6zgilliigiinii
test etmek igin erime egrisi analizi Tablo 7’de belirtilen reaksiyon kosullar

uygulanarak analiz edildi.

Tablo 5. Gergek Zamanli Kantitatif PCR Reaksiyon Karigim Miktarlari

Malzemeler Konsantrasyon
SYBR Green | Master Mix Sul
Tleri Primer (F) 0,5 uM Final Konsantrasyon
Geri Primer (R) 0,5 uM Final konsantrasyon
cDNA 2ul
Niikleaz free H,O Son hacim 10 pl’ye tamamlandi

Tablo 6. Gergek zamanli PCR programi

Adimlar Sicakhik Siire
On denetiirasyon 95 °C 5 dakika
Denatiirasyon 95 °C 15 saniye 40
Annealing/Extension 95 °C 15 saniye Dongii
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Tablo 7. Erime egrisi analizi programi1

Sicaklik arahg Sicaklik artisi-Siire

Erime egrisi 65-95 °C 0.5 °C, 2 saniye

3.2.4.4.1. qRT-PCR sonuclarinin analiz edilmesi

Orneklerimizdeki hedef genlere iliskin mRNA ifadelerindeki degisimlerin
analiz edilmesi amaciyla karsilastirmali 2" metodu kullanildi. Normalizasyon
islemleri bir housekeeping gen olan RPLPO ifadelerine gore gergeklestirildi.
Sonuglar kontrol grubuna kiyasla gore kat degisimi olarak standart sapmalar ile
grafikte sunuldu.

Tim gRT-PCR c¢alismalarin  MIQE  kilavuzuna uygun  olarak
gergeklestirilmistir (166).

3.2.4.5. istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama + standart sapma (SD) olarak sunuldu. Gruplar arasindaki
farkliliklarin istatistiksel 6nemi, GraphPad Prism 7 yazilimi kullanilarak en az %95
giiven araligina sahip iki kuyruklu esit varyansl student t-testi ile belirlendi. P < 0.05

degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Farkh dozlarda uygulanan 1,25(OH), Ds'iin LNCaP hiicreleri
iizerinde ERAD mekanizmasi ile iliskili protein ifadelerine olan etkilerinin

incelenmesi

1,25(0OH), Ds'iin prostat kanseri hiicrelerinde ERAD ve ER stresi ile iliskili
protein diizeylerine doza bagimli etkisini test etmek tlizere 2,5 10, 20, 50 ve 100 nM
konsantrasyonda 24 saat stire ile 1,25(OH); D3 uygulamas1 gerceklestirildi. Takiben
Hrd1, gp78, p97/VCP, Ufdl, Npl4, BiP/GRP78, PDI ve poliubikitin proteinlerinin
diizeylerindeki degisimler immiinoblotlama c¢alismalar1 ile incelendi. Kontrol
uygulamasi olarak hiicrelere es hacimde ¢oziicii uygulandi. Elde edilen bulgular

Sekil 8’de sunulmustur.

1,25(0H),D, 0 2,5 10 20 50 100 nM

7OKDa Dol e v o - g

78kDa P - - —— o = | 78

97 kDa g Ml S e e s« | p97/VCP

44 kDa >|-—- — - - I Ufdl

65kDa Bfww w . ~ —— | Npl4

78 kDa | wp Wy ey qu» W | BiD/GRP78

50kDa Bl e == PDI

44KD2 W S s — v | Actin

1,25(0H),D; 0 25 10 20 50 100 nM

44kDa w1 -—.-4 Actin

Sekil 8. Farkli dozlarda uygulanan 1,25(0OH); D3, prostat kanseri hiicrelerinde ERAD
bilesenleri iizerine olan etkilerinin immiinoblotlama ile incelenmesi.

Hormondan yoksun birakilmis LNCaP hiicreleri, 2,5, 10, 20, 50 ve 100nM
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1,25(0OH), Dj ile 24 saat siire ile muamele edildi. Hrd1, gp78, p97/VCP,
Ufdl, Npl4, BiP/GRP78, PDI ve poliubikitin proteinlerinin diizeyleri 6zgiil
primer antikorlar kullanilarak immiinoblotlama ile incelendi. Beta-aktin

yiikleme kontrolii olarak kullanildi.

Sonuglarimiz ERAD’1n iiyeleri olan Hrdl, gp78, p97/VCP, Ufd1l ve Npl4’iin
protein ifadelerinin 1,25(0OH), D3 uygulamasina bagli olarak kontrol grubu ile
kiyaslandiginda doz bagimli bir azalis sergiledigini gosterdi. ER stresi ve protein
katlanmasi ile iligkili olan BiP/GRP78 ve PDI protein diizeylerinde kontrol grubuna
kiyasla belirgin bir degisim olmadig1 gézlendi.

Proteinlerin proteozomal degredasyona yonlendirilmesi i¢in 6nemli bir post-
translasyonel modifikasyon olan poliubikitinasyon diizeylerinin 1,25(OH); D3
uygulamasina bagli olarak doz bagimli olarak kontrol grubuna kiyasla azaldigi
belirlendi.

Test edilen tim ERAD iiyelerinin ve poliubikitinasyon protein diizeylerinin
1,25(0OH); D3 ‘nin uygulama dozuna bagimli olarak baskilandigini gostermektedir.
Bununla birlikte ER stresi ile iliskili protein diizeylerinde dikkat ¢ekici bir degisim

olmadig belirlenmistir.

4.2. Farkh zaman arabklarinda 1,25(OH);D; uygulanan LNCaP

hiicrelerinde ERAD mekanizmasi ile iliskili protein diizeylerinin incelenmesi

1,25(0OH); Ds'iin prostat kanseri hiicrelerinde ERAD ve ER stresi ile iliskili
protein diizeylerine olan zamana bagl etkisini test etmek {izere 100nM
konsantrasyonda ve 3, 6, 12 ve 24 saat siire ile 1,25(OH); D3 uygulamasi
gerceklestirildi. Takiben Hrdl, gp78, p97/VCP, Ufdl, Npl4, BiP/GRP78, PDI ve
poliubikitin proteinlerinin diizeylerindeki degisimler immiinoblotlama ¢alismalar ile
incelendi. Kontrol uygulamasi olarak hiicrelere es hacimde ¢oziicli uygulandi. Elde

edilen bulgular Sekil 9’da sunulmustur.
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Sekil 9. Farkli siirelerde uygulanan 1,25(0OH),D3’iin prostat kanseri hiicrelerinde
ERAD bilesenleri lizerine olan etkilerinin incelenmesi. Hormondan yoksun
birakilmig LNCaP hiicreleri 3, 6, 12 ve 24 saat siire ile 100nM 1,25(OH),
D3 ile muamele edildi. IREla, XBP-1s, total-elF2a, p(Ser51)-elF2a,
PERK, ATF4 ve GADD34 proteinlerinin diizeyleri 6zgiil primer antikorlar
kullanilarak immiinoblotlama ile incelendi. Beta-aktin yilikleme kontrolii

olarak kullanild.

Elde edilen bulgular 100nM 1,25(OH); D3 uygulamasinin zamana bagh
olarak ERAD ile iligkili Hrd1, gp78, p97/VCP, Ufd1 ve Npl4’iin protein diizeylerini
doz bagimli yanitlara benzer sekilde baskiladigini gostermektedir. ER stresi ile
iligkili BiP/GRP78 ve PDI protein diizeylerinde belirgin bir degisim olmadig:
belirlendi. Poliubikitinasyon protein diizeyleri incelendiginde doz bagimli sonuglara
benzer sekilde 100nM 1,25(0OH); D3 ‘lin zamana bagimli olarak uygulamasi LNCaP

hiicrelerinde poliubikitinasyon protein diizeylerini azalttig1 belirlendi.
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4.3. Farkh dozlardaki 1,25(0OH);D3; uygulamasinin UPR’nin IREla ve
PERK kolu proteinleri iizerine olan etkilerinin LNCaP hiicrelerinde

incelenmesi

1,25(0OH),; Ds'lin UPR mekanizmasi tizerindeki doz bagimli etkisini test
etmek i¢in, hormondan yoksun birakilmis LNCaP hiicreleri 24 saat boyunca 2,5, 10,
20, 50 ve 100nM konsantrasyonunda 1,25(OH), Dj ile muamele edildi. Kontrol
uygulamasi olarak ¢6ziicii kullanildi. Takiben UPR’nin IRE1a kolu ile iligkili IREla
ve XBP-1s proteinleri ve UPR’nin PERK kolu ile iliskili total-elF2a, p(Ser51)-
elF2a, PERK, ATF4 ve GADD34 protein diizeylerindeki degisimler
immiinoblotlama yontemi ile incelendi. Elde edilen bulgular Sekil 10°da

sunulmustur.
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Sekil 10. Farkli dozlarda uygulanan 1,25(OH), D3, prostat kanseri hiicrelerinde UPR
bilesenleri iizerine olan etkilerinin immiinoblotlama ile incelenmesi.

Hormondan yoksun birakilmis LNCaP hiicreleri, 2,5, 10, 20, 50 ve 100nM
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1,25(0H); D3 ile 24 saat siire ile muamele edildi. IRE1a, XBP-1s, total-
elF2a, p(Serbl)-elF2a, PERK, ATF4 ve GADD34 proteinlerinin diizeyleri
0zgiil primer antikorlar kullanilarak immiinoblotlama ile incelendi. Beta-

aktin ylikleme kontrolii olarak kullanildu.

UPR’nin PERK kolu ile iligkili protein ifadelerindeki degisimleri
inceledigimiz immiinoblotlama sonuglarimiz 1,25(0OH), D3 ‘iin total-elF2a protein
diizeylerinde degisime yol agmadigin1 gdsterdi. Bununla birlikte elF2a’nin serin 51
pozisyonunda fosforilasyona ugramis protein diizeylerinin ise 1,25(OH), D3 ‘iin
uygulama dozuna bagli olarak kontrol grubu ile karsilastirildiginda Ser 51
fosforilasyon diizeyinde azalis gozlendi. Benzer sekilde kontrol grubuna kiyasla
1,25(0OH), D3 ‘lin uygulama dozuna bagli olarak ATF4 ve PERK protein
diizeylerinde azalma go6zlenirken GADD34 protein diizeylerinin 1,25(0OH), Ds
dozuna bagiml olarak arttig1 belirlendi.

UPR’nin IREla kolu ile iligkili proteinleri inceledigimiz sonuglarda
1,25(0OH), D3 ‘in uygulama dozuna bagli olarak IREla ve XBP-1s protein
diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla arttirdig1 belirlendi.

Bu sonuglar UPR’nin IRE1a koluna iligkin protein diizeylerinin 1,25(0OH), D3
uygulamasi ile pozitif diizenlendigini PERK kolu ile iligkili protein diizeylerinden
PERK, fosforile elF2a ve ATF4 protein diizeylerinin negatif diizenlendigini

GADD34 proteininin ise pozitif diizenlendigini gdstermistir.

4.4. Farkh zaman araliklarinda uygulanan 1,25(OH),;D3’iin UPR’nin
IREla ve PERK kolu proteinleri iizerine olan etkilerinin LNCaP hiicrelerinde

incelenmesi

1,25(0OH), D3'tin UPR mekanizmasi iizerindeki zamana bagli etkisini anlamak
icin, hormondan yoksun birakilmis LNCaP hiicreleri, 24 saat boyunca 3, 6, 12 ve 24
saat siire ile 100nM konsantrasyonunda 1,25(OH); D3 ile muamele edildi. Kontrol
uygulamasi olarak ¢6ziicii kullanildi. Takiben UPR’nin IRE1a kolu ile iliskili IREla
ve XBP-1s proteinleri ve UPR’nin PERK kolu ile iliskili total-elF2a, p(Ser51)-
elF2a, PERK, ATF4 ve GADD34 protein diizeylerindeki degisimler
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immiinoblotlama yontemi ile incelendi. Elde edilen bulgularimiz, Sekil 11°de

sunulmustur.

1,25(0H),D; 0 3 6 12 24 h
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Sekil 11. Farkli siirelerde uygulanan 1,25(0OH), D3’lin prostat kanseri hiicrelerinde
UPR bilesenleri tizerine olan etkilerinin immiinoblotlama ile incelenmesi.
Hormondan yoksun birakilmig LNCaP hiicreleri, 3, 6, 12 ve 24 saat siire
ile 100nM 1,25(0OH), D3 ile muamele edildi. IRE1a, XBP-1s, total-elF2a,
p(Ser51)-elF2a, PERK, ATF4 ve GADD34 proteinlerinin diizeyleri 6zgiil
primer antikorlar kullanilarak immiinoblotlama ile incelendi. Beta-aktin

yiikleme kontrolii olarak kullanildi.

Sonuglarimiz UPR’nin PERK kolu ile iliskili ATF4, PERK, serin 51
pozisyonundan fosforilasyona ugramis elF2a protein ifadelerinin 1,25(0OH), Ds'in
uygulama zamanina bagli olarak negatif diizenlendigini buna karsin GADD34

protein diizeylerinin pozitif diizenlendigini gdstermistir. 1,25(OH), D3'iin dozuna
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bagli UPR proteinleri iizerindeki etkilerini inceledigimiz calismalarda oldugu gibi
elF2a’nin total diizeylerinde bir degisim olmadig: belirlendi.

IREla sinyali ile iligkili protein diizeylerinin 1,25(OH); Ds'lin uygulama
stiresine bagli olarak doz bagimli yanitlar1 inceledigimiz sonuglara benzer sekilde
IREla ve XBP-1s protein diizeylerini pozitif diizenledigini géstermistir.

45. 1,25(0OH),;D3'iin ERAD iiyelerini kodlayan genlerin mRNA ifade

diizeyleri iizerine olan etkisinin incelenmesi

1,25(0OH), D3'iin ERAD iiyelerinin mRNA diizeyleri iizerine olan etkilerini
arastirmak i¢in LNCaP hiicreleri hormondan yoksun birakildiktan sonra 50 ve
100nM konsantrasyonunda 24 saat boyunca 1,25(0OH), D3 ile muamele edildi.
Kontrol uygulamasi olarak es hacimde ¢6ziicii kullanildi. Siire sonunda 6rneklerden
total RNA izolasyonu gergeklestirilerek cDNA sentezlendi. mRNA diizeylerindeki
degisimleri kantite edebilmek i¢in gercek zamanli PCR ¢aligmalar1 gergeklestirildi.
Normalizasyon islemleri RPLPO housekeeping gen ifadesindeki degisimlere gore
gerceklestirildi. Goreceli mRNA ifade diizeyleri 2" metodu kullanilarak
gerceklestirildi. Bu kapsamda Hrdl1, gp78, p97/VCP, Ufdl, Npl4, SVIP ve CYP3A5
mRNA ifadesindeki degisimler incelendi. Elde edilen bulgularimiz, Sekil 12’de

sunulmustur.
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Sekil 12. 50 ve 100nM 1,25(OH), D3 uygulanan LNCaP hiicrelerinde ERAD ile
iligkili tyeler ve CYP3AS5 mRNA ifadesi degisimlerinin qRT-PCR ile
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incelenmesi. Hormondan yoksun birakilmig LNCaP hiicreleri, 24 saat siire
ile 50 ve 100nM 1,25(OH), D3 ile muamele edildi. Takiben gRT-PCR
caligmalar1 gergeklestirildi. Hrd1, gp78, p97/VCP, Ufdl, Npl4, SVIP ve
CYP3A5 hedef genlerin mRNA ifade diizeyleri incelendi. Goreceli gen
ifadesi degisimleri RPLPO gen ifadesine gore normalize edildi. Deneyler 3
teknik ve 3 biyolojik tekrar olarak gerceklestirildi. Sonuglar grafikte kat
artis1 cinsinden standart sapmalari ile sunuldu. Istatistiksel olarak anlamlilik

p<0.05 kabul edildi (*p<0.05, #p<0.001).

Sonuglarimiz ERAD ile iligkili Hrd1, p97/VCP ve Npl4 iiyelerinin mRNA
ifade diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalis oldugunu gosterdi.
gp78, Ufdl ve Ufd2 mRNA diizeylerinde ortalamalara bakilarak artis oldugu
belirlenirken kontrol grubuna kiyasla bu degisimlerin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 belirlendi. Derlinl mRNA ifade diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla bir
degisim olmadig1 belirlendi. Buna karsin ERAD’1n tanimlanan ilk endojen inhibit6r
proteini olan SVIP mRNA ifadesinin 100nM 1,25(OH), D3 uygulamasinda kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli artis sergiledigi belirlendi.

1,25(0OH); D3 uygulamasina bagli olarak VDR aracili gen ifadesi pozitif
regiile oldugu bilinen CYP3A5 mRNA ifadesinin beklendigi gibi 1,25(OH); Ds
uygulama dozuna bagli olarak kontrol grubuna kiyasla mRNA ifade diizeylerinde
artis oldugu dogrulandi. Bu sonug 1,25(OH); D3’iin basarili sekilde VDR’yi uyararak

bu yol ile kontrol edilen transkripsiyonel programin uyarildigini dogrulamistir.

4.6. 1,25(0OH); D3 uygulamasinin ERAD ve UPR ile iliskili proteinler
iizerine olan etkilerinin LNCaP prostat kanseri hiicreleri disinda 22Rv1 prostat

kanseri hiicrelerinde incelenmesi

ERAD ve UPR bilesenlerinin 1,25(OH), D3 aracil1 diizenlemesinin LNCaP
hiicreleriyle smirli olup olmadigini test etmek amaciyla in vitro da prostat kanserini
iyl mimik eden bir bagka hiicre hatti olan insan epitelyal prostat kanseri hiicreleri

olan 22Rv1 ile denemeler gergeklestirildi. Bu amagla LNCaP ve 22Rv1 hiicrelerinde
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es zamanl olarak bazi ERAD ve UPR {iyelerinin protein ifadelerindeki degisimleri
immiinoblotlama ile incelendi.

Oncelikli olarak her iki hiicre hattininda vitamin D reseptoriinii ifade edip
etmedigini test etmek i¢in yontem boliimiinde ifade edildigi gibi hiicrelerden total
RNA izolasyonu gerceklestirildi ve cDNA sentezlendi. Daha sonra hedef mRNA’lar
konvansiyonel PCR ile 6zgiil primerler kullanilarak cogaltildi. Elde edilen PCR
amplikonlarin  %2’lik agaroz jelde -elektroforetik olarak ayristirilldt ve UV-
transilliminator ile gorsellestirilerek fotograflandi. Bu caligmalarda RPLPO bir
housekeeping gen olarak kullanildi.

Daha sonra, 22Rv1l hiicre hattinin 1,25(OH); D3 yanitlarint LNCaP
hiicreleri ile karsilastirmali olarak test edilmesi amaciyla hormondan yoksun
birakilmis LNCaP ve 22Rv1 hiicreleri 24 saat siire ile 100nM 1,25(OH); Ds ile
muamele edildi. ERAD ve UPR ile iliskili olan proteinlerin seviyeleri
immiinoblotlama tahlili ile analiz edildi. Elde edilen bulgularimiz, Sekil 14’te

sunulmustur.

LNCaP
22RV1

Sekil 13. LNCaP ve 22Rvl hiicrelerinde VDR gen ifadesi diizeylerinin

degerlendirilmesi. RPLPO bir housekeeping gen olarak kullanildi.
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Sekil 14. 1,25(0OH); Ds'iin ERAD ve UPR proteinleri {izerine olan etkisinin LNCaP
ve 22Rvl hiicrelerinde immiinoblotlama ile incelenmesi. Hormondan
yoksun birakilmis LNCaP ve 22Rv1 hiicreleri 100nM 1,25(OH), Dj ile
muamele edildi. Takiben total protein izolasyonu gerceklestirilerek
immiinoblotlama ¢aligmalar1 ile ERAD ile iligkili Hrd1, gp78, p97/VCP,
Ufdl, Npl4 ve UPR ile iliskili total-elF2a, p(Ser51)-elF2a ve XBP-1s
diizeylerindeki degisimler incelendi. Beta-aktin yiikleme kontrolii olarak
kullanildi.

VDR mRNA ifade diizeylerini inceledigimiz sonuglarda LNCaP ve 22Rvl
prostat kanseri hiicrelerinin VDR transkriptlerini ifade ettigi belirlendi.

1,25(0OH); D3 ‘iin LNCaP hiicrelerinde ERAD ve UPR ile iliskili protein
ifadeleri {izerine olan etkilerinin 22Rv1 hiicrelerine 1,25(0OH), D3 uygulamasi ile
karsilastirmali analiz ettigimiz immiinoblotlama sonuglarimizda 6nceki verilerimizle
tutarh bir sekilde LNCaP hiicrelerinde 100nM 1,25(OH), D3 uygulamasi ile ERAD
dyeleri Hrdl, gp78, p97/VCP, Ufdl ve Npl4 protein diizeylerinin negatif
diizenlendigi bir kez daha dogrulandi. Benzer sekilde UPR ile iligkili serin 51
pozisyonundan fosforilasyona ugramis elF2a 100nM 1,25(OH), D3 uygulamas ile
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negatif diizenlendigi belirlendi. UPR’nin IREla sinyali ile iliskili XBP-1s protein
diizeylerinin 100nM 1,25(OH), D3 uygulamasi ile kontrol grubuna gore arttigi
gozlendi.

22Rv1 ile siirdiirdiigiimiiz ¢alismalara iliskin bulgularimiz 100nM 1,25(0OH),
D3 uygulamasinin LNCaP hiicrelerinde ERAD ve UPR ile iliskili protein diizeyleri
tizerindeki etkilere benzer yanitlar elde edildi. Sonuglarimiz Hrd1, gp78, p97/VCP,
Ufdl ve Npl4 protein diizeylerinin 100nM 1,25(OH); D3 uygulamasi ile kontrol
grubuna gore azaldigimi gosterdi. PERK sinyali ile iliskili serin 51 pozisyonundan
fosforilasyona ugramis elF2a diizeylerinde 100nM 1,25(OH), D3 uygulamasi ile
azaldig1 buna karsin IREa sinyali ile iligskili XBP-1s’nin protein diizeylerinde artis
oldugu saptandi.

Toplu olarak sonuglarimiz 1,25(OH); D3 uygulamasina bagl olarak ERAD ve
UPR ile iligkili protein iiyelerinin ifade diizeylerindeki degisimlerin LNCaP hiicreleri
ile smirlt olmadigini 22Rv1l hiicrelerinin de benzer yanitlar1 sergiledigini

gostermistir.

4.7. ERAD bilesenlerinin 1,25(OH);D; aracih regiilasyonunun

transkripsiyonel ya da translasyonel diizeyde olup olmadiginin incelenmesi

1,25(0OH), D3 uygulamasina bagli olarak ERAD ve UPR proteinlerinin
ifade diizeylerindeki degisimlerin transkripsiyonel diizeyde ya da translasyonel
olarak kontrol edilip edilmedigini anlayabilmek i¢in iyi bilinen bir transkripsiyon
inhibitérii ajani olan aktinomisin D (ActD) ve genel translasyon inhibitérii olan
sikloheksimid (CHX) ile denemeler gergeklestirdik. Bu amagla hormondan yoksun
birakilan LNCaP hiicreleri 1 pug/ml ActD veya 1 pg/ml CHX ile 2 saat 6n muamele
edildi. Ardindan hiicrelere 24 saat siire ile 100nM 1,25(0OH), D; uygulamasi
gergeklestirildi. Siire sonunda hiicrelerden total protein izolasyonu gerceklestirilerek
yontemler bolimiinde anlatildigi gibi immiinoblotlama c¢alismalart ile hedef
proteinlerin diizeylerindeki degisimler incelendi. Elde edilen bulgular Sekil 15°de

sunulmustur.
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Sekil 15. 1,25(0H), D3’iin ERAD ve UPR proteinleri {izerine olan etkilerinin

transkripsiyon inhibitdrii ve translasyon inhibitorii olan ActD ve CHX
uygulamalar1 ile incelenmesi. Hormondan yoksun birakilmig LNCaP
hiicreleri 2 saat siireyle 1 pug/ml CHX veya 1 pg/ml ActD ile 6n muamele
edildi ve takiben 24 saat siireyle 100nM 1,25(OH), D3 uygulamasi
gergeklestirildi. Kontrol uygulamasi olarak es hacimde ¢6ziicii uygulandi.

Hedef protein

diizeyleri 0zgiil primer antikorlar kullanilarak

immiinoblotlama ¢aligmalar1 ile incelendi. Beta-aktin yiikleme kontrolii

olarak kullanildi.

Sonuglarimiz CHX 6n uygulamasi gergeklestirilen gruplarda 1,25(0OH); Ds

uygulamasina bagli bagl olarak yalmzca 1,25(0OH), D3 uygulanan gruplarda gp78,

IREla, PERK ve XBP-1s diizeylerinde azalma oldugu belirlendi. Buna karsin

p97/VCP, Npl4, total-elF2a diizeylerinde artis oldugu gozlenirken, Hrd1 ve Ufdl

diizeylerinde degisim olmadig1 gozlendi. Onceki verilerimiz ile tutarli olarak

1,25(0OH); D3 uygulamasina bagli olarak kontrol grubuna kiyasla test edilen ERAD

ve UPR ile iliskili protein diizeylerinde benzer degisimler oldugu saptandi.
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Aktinomisin D ile gerceklestirdigimiz denemelerde CHX ve Onceki
verilerimiz ile tutarli olarak 1,25(OH), D3 uygulamasina bagl olarak kontrol grubuna
kiyasla test edilen ERAD ve UPR ile iligkili protein diizeylerinde benzer degisimler
oldugu bir kez daha dogrulandi. ActD 6n uygulamasi gergeklestirilecek 1,25(0OH), D3
ile indiiklenen tiim gruplarda test edilen ERAD ve UPR ile iligkili tim protein
tiyelerinin  diizeylerinde  yalmizca  1,25(0OH), Dz uygulanan  gruplarla
karsilastirildiginda azalma oldugu belirlendi. Yalnizca ActD uygulamasi kontrol
grubuna kiyasla test edilen tiim protein diizeylerinde azalmaya yol agtigin1 gosterdi.

Toplu olarak bu sonuglar 1,25(OH), D3 uygulamasina bagl olarak ERAD ve
UPR ile iliskili protein diizeylerindeki degisimlerin transkripsiyonel olarak regiile

edildigini 6nermektedir.
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5. TARTISMA

ER memeli hiicrelerinde karmasik fonksiyonlar1 yerine getiren sofistike bir
organeldir. Hiicre ic¢in kalsiyum homeostazisi, lipid sentezi, kolesterol ve
karbonhidrat metabolizmasi, post-translasyonel modifikasyonlarin gergeklestirilmesi,
proteinlerin islenmesi ve katlanmasi gibi ¢ok sayidaki essiz biyokimyasal siirecte
onemli rollere sahiptir. Bu nedenle hiicresel homeostazisin devamliliginda ER kritik
roller iistlenen ve karmasik molekiiler sinyaller ile diizenlenen bir organeldir (1,167).

Oksidatif stres, hipoksi, hiicre i¢i Ca** konsantrasyonlarindaki degisiklikler,
ER’nin iistlenmis oldugu biyokimyasal fonksiyonlardaki asir1 aktivite artis1 ve bu yol
ile ER’nin kapasitesinin asilmasi, patojen istilasi veya inflamasyon gibi i¢ veya dis
uyaranlar ER homeostazin1 bozabilmekte ve bu durum ER stresi adi verilen siireci
tetiklemektedir (99,167). ER stresine karsi sunulan hiicresel yanit, bu stresin
iistesinden gelinmesi ve ER homeostazini yeniden kurulmasini igeren adaptif
mekanizmalarin aktivasyonunu igerir.

ER stresine yanit olarak hiicreler, protein sentezini azaltarak, hatali katlanmig
ya da katlanmamis proteinleri hiicreden temizlemesine yardimci olacak ve ER'nin
kapasitesini arttiracak karmagik bir molekiiler sinyal mekanizmasi olan UPR
sinyalini uyarmaktadir (6-8).

Genetik instabilite ve mutasyonlar gibi etkiler kanser hiicrelerinin ayirt edici
ozellikleri olan hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve gogiine yol agan ER
stres yanit yollarmin yapisal aktivasyonu ile sonuglanabilir (168). Ozellikle kanser
hiicrelerinde kontrolsiizce gerceklesen artan biyokimyasal aktivite ve gelisen
proliferatif kapasite ER sistemleri iizerinde bir etkisi olan yiiksek protein iiretim
oranlar1 gerektirir. Bu nedenle prostat kanserinin de dahil oldugu birgok kanser
tiirtinde artmis ER stresi durumu gézlenmektedir (169).

ER’deki oksidatif ortam, 1s1 soku, mutasyonlar veya ER’nin protein sentezi ve
islenmesine iliskin kapasitesinin {istiine ulasilmasi protein kalite kontrol siireclerinde
aksamaya ve hatali katlanan, katlanmamis veya dogru oligomerize edilmemis
proteinlerin ER liimeninde birikimine yol acabilmektedir. Bu siire¢ ER’deki protein
kalite kontrol mekanizmasi tiyeleri ve istenmeyen proteinlerin etkisiz hale getirilmesi

amactyla 26S proteozoma yonlendiren ERAD mekanizmasi iiyelerinin ifade
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diizeylerinin arttirillmasina bagli olarak ER homeostazinin yeniden kurulmasiyla
miimkiin olmaktadir. ER homeostazisinin yeniden kurulamamasi ve uzun siireli ER
stresi siirecleri UPR aracili olarak programlanmig hiicre 6lim modlarin1 aktive
ederek hiicrenin yasaminin son bulmasi ile sonu¢lanmaktadir (11).

Son yillardaki ¢alismalar ERAD ve UPR mekanizmasinin kanser hiicrelerinin
proliferasyon, migrasyon ve invazyon gibi kanser hiicrelerinin ayirt edici ozellikleri
tizerinde kritik gorevleri oldugunu gostermistir (13,16). Bu nedenle ¢ok sayidaki
arastirma grubu artan bir ilgiyle bu mekanizmalarin olas1 yeni regiilasyon modellerin
kesfedilmesinde ve diger kanser tiplerindeki olasi diizenleyici rolleri {iizerine
caligsmalarini siirdiirmektedir.

ERAD ve UPR mekanizmasinin hormon duyarl kanser tiirlerindeki hormonal
regiilasyonu son yollardaki ¢alismalarda dikkat ¢ekici hale gelmistir (170).
Androjenlerin prostat kanseri hiicrelerinde ERAD mekanizmasi iizerindeki pozitif
yondeki diizenleyici etkileri karakterize edilmistir. ERAD’in androjenler ile protein
kalite kontrol siirecine destek vererek prostat kanseri hiicrelerinin tlimorijenik
ozelliklerini destekledigi belirlenmistir. Bununla birlikte ERAD iiyelerinin siRNA ile
hedeflemenin prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyon, invazyon, migrasyon ve
ankoraj bagimsiz 3 boyutlu tiimdr olusturma yeteneklerini biiyiik oranda sinirladigi
belirlenmistir (16).

ERAD’1n hormonal olas1 yeni bir regiilasyonuna isaret eden olukca siirli bir
verinin yer aldig1 bir ¢aligmada nazal polipli kronik rinosiniizit hastalarindan alinan
orneklerle gergeklestirilen bir ¢alismada bir glikokortikoit hormon olan
deksametazon uygulamasina bagli olarak ERAD’1n major E3 ligazlarindan birisi olan
Hrd1’in mRNA ve protein diizeylerinin asagi regiile oldugu rapor edilmistir (171).

Kanser hiicrelerinde artan hiicre proliferasyonu daha fazla protein iiretimi
gerektirmektedir. Daha fazla protein liretim ihtiyaci ise potansiyel olarak yetersiz
protein katlama kapasitesine ve ER stresine yol agmaktadir. Kanser hiicrelerinin
hayatta kalmak ve ihtiyaclarii desteklemek icin yiiksek oranda korunmus UPR
mekanizmas1 gibi birgok hiicresel adaptif yanittan yararlandigi bilinmektedir. Son
caligmalarda oOzellikle meme ve prostat kanseri gibi hormonla diizenlenen

kanserlerde, UPR'nin IREla ve PERK kollarinin kanser hiicreleri tarafindan

74


https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/oc2O
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/HqHs+9Bfx
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/c4Pv
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/HqHs
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/8Ljh
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cancer-cell

diizenlenebildigini ve hormonal olarak diizenlenmis kanserlerde yeni bir hedef olarak
UPR yolunun ele alinabilecegi 6n goriilmistiir (170,172).

Son zamanlarda artan kanitlar sekosteroit hormon olan D vitamininin ve
reseptOriiniin prostat kanserleri gelisiminde 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir.
Bu bilgiler 1s18inda ilerlenen bu tez ¢alismasinda ise, D vitamininin aktif metaboliti
olan 1,25(0OH), D3 aracili VDR sinyallemesinin ERAD ve UPR mekanizmalari
lizerine olan olas1 diizenleyici roliiniin aydinlatilmast ilk kez bu c¢alismada
gosterilmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda 1,25(OH); Ds‘ilin prostat kanserinde UPR ve
ERAD  mekanizmalart  iizerindeki  roliiniin  degerlendirilmesi  amaciyla
gerceklestirilen doz ve zamana bagl olarak 1,25(OH), Ds‘lin etkilerini inceledigimiz
deneylerde 1,25(0OH), D3 tedavisinin Hrdl, gp78, p97 / VCP, Ufd1, Npl4 ve substrat
molekiillerini 26S proteozoma hedeflemede kritik olan poliubikitin diizeyleri de dahil
olmak iizere tiim test edilen protein ifade diizeylerini doza ve zamana bagl bir
sekilde kademeli olarak azalttigini belirlendi (Sekil 8-9). Bununla birlikte ER stresi
ile iliskili proteinler olan ER stresinde protein diizeylerinde belirgin artiglar gosteren
molekiiler saperon BiP/GRP78 ve protein katlanmasi ile iliskili protein disiilfit bag
olusumundan sorumlu protein-disiilfit izomeraz enzimi olan PDI protein
diizeylerinde belirgin degisimler gozlenmedi. BiP/GRP78 ve PDI, ER stresi altinda
yukart yonlii regiile oldugu iyi bilinen ER protein iiyeleridir (173). Bu sonuglar
1,25(0OH), D; uygulamasinin LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde ERAD
bilesenlerinin protein diizeylerini ER stresinin indiiksiyonuna neden olmadan negatif
olarak diizenledigini 6nermektedir.

1,25(0OH), Ds'iin UPR sinyali izerindeki etkisini anlamak i¢in 1,25(OH); D3
uyarimi ile doz ve zamana bagli yanitlar1 inceledigimiz ¢alismalarda UPR’nin IRE1a
kolu ile iliskili IREla ve IREla’nin uyarilmasi ile sahip oldugu endoriboniikleaz
aktivitesi ile XBP-1 mRNA’simin splice versiyonu olan XBP-1s’nin olusarak
translasyona girmesi sonucu olusan XBP-1s protein diizeylerinin doz ve zamana
bagli olarak 1,25(OH); D3 uygulamasi ile arttig1 belirlendi (Sekil 10) (174). Bu sonug
1,25(0OH),;Dsin  UPR’nin IREla kolunun indiiksiyonuna aracili oldugunu

onermektedir. UPR’nin PERK kolu ile iligkili sinyal sistemini inceledigimiz

75


https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/c4Pv+BSJ4
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/Zv8v
https://paperpile.com/c/Nkq2Qz/3T91

caligmalarda doz ve zamana bagli olarak 1,25(OH); D3 uygulamasi ile PERK
proteinin ifade diizeylerinin azaldig: belirlendi.

PERK aktivasyonu, UPR'nin ¢eviri yanitin1 diizenlemektedir. PERK sinyal
sisteminin asag1 regiilatér iiyesi olan elF2a, PERK’in uyarilmasi sonrasinda
otofosforilasyon ve homooligomerizasyon yolu ile aktive olan PERK kinaz
domainleri araciligryla elF2 kompleksinin bir bileseni olan Okaryotik translasyon
baslatma faktérii elF2a’y1 serin 51 pozisyonundan fosforilasyona ugratmaktadir
(175). Bu durum ribozom inhibisyonu ve global hiicre translasyonunun kisa bir
zayiflamasit ile sonuglanmaktadir (176). Bu durum protein kalite kontrol
mekanizmalarimin {izerindeki yiikii hafifletmeye yardimci olmaktadir. Her ne kadar
bu siire¢ protein sentezinde bir zayiflamaya neden olsa da stres kosullari altinda
p(ser51)-elF2a  olusumu global translasyonu bloke edereck Ozellesmis bir
translasyonel programin ger¢eklesmesine izin vermektedir. Bu programin
tiyelerinden birisi de ATF4 proteinidir (177). ATF4 bir transkripsiyon faktoridiir ve
antioksidan genlerin, protein kalite kontrol {iyesi proteinlerin ve ERAD ile iliskili
tiyelerin diizeylerini yonlendirmektedir (104,177,178). Bulgularimiz doz ve zaman
bagli olarak 1,25(OH), D3 uygulamas1 sonrasinda ATF4 protein diizeylerinin negatif
diizenlendigini gostermistir (Sekil 11).

Fosforilasyon yolu ile aktive olan elF2a’nin translasyon {izerindeki
baskilayici etkisi bir protein fosfataz olan GADD34 ile diizenlenmektedir (179).
GADD34 elF2a’nin defosforilasyonunu regiile ederek translasyonun global
blokajinin hiicresel protein sentez siireglerinin sekteye ugramamasi i¢in hassas bir
sekilde  diizenlemektedir  (179,180). Sonuglarimiza  gére  elF2a’nin
defosforilasyonundan sorumlu protein GADD34 diizeylerinin 1,25(OH), D3
uygulamasi ile doz ve zaman bagimli arttigini belirlenmistir. Bu bulgular; 1,25(OH)»
D3 uygulamasinin p(ser51)-elF2a diizeylerindeki azalis ile GADD34 protein ifadesi
diizeylerinin arasinda ters bir iliski olmasi 1,25(0OH), D3 ‘in PERK’in asagi
regiilasyonu ve GADD34’{in aktivasyonu yolu ile PERK sinyali lizerinde negatif
diizenleyici etkisi oldugunu onermektedir (Sekil 11). Toplu olarak bu sonuglar,
1,25(0OH), D3 aracili indiiklenmis sinyal mekanizmasinin, UPR'nin PERK sinyal
yolagini negatif olarak diizenledigini, tam tersi olarak IREla’yr uyardigini 6ne

surmektedir.
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VDR, niikleer hormon reseptorii siiper ailesinin bir iiyesi olan ligantla
indiiklenebilir bir transkripsiyon faktortidiir. 1,25(OH), Ds VDR’yi uyaran giiglii bir
liganttir. 1,25(OH); D3 “lin LNCaP hiicrelerinde VDR uyarimini test etmek i¢cin VDR
ile sik1 sekilde regiile oldugu bilinen CYP3AS5 geninin mRNA ifadesi diizeylerini
gRT-PCR ile inceledik. CYP3AS, sitokrom P450 siiper ailesinin bir {yesini
kodlamaktadir (181). Sonuglarimiz LNCaP hiicrelerine 1,25(OH); D3 uygulandiginda
CYP3AS5 mRNA diizeylerinin doz bagimli olarak kontrol grubuna kiyasla yukari
diizenlendigini gostermistir. Bu sonu¢ LNCaP hiicrelerinde 1,25(0OH), D3 aracili
olarak VDR uyariminin basarisini dogrulamistir (Sekil 12). 1,25(0OH); D3 uyarimi
alinda ERAD iiyelerinin mRNA ifade diizeylerindeki degisimleri inceledigimiz
caligmalarda Hrdl, p97/VCP ve Npl4 iiyelerinin mRNA ifade diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli azalis oldugunu belirlendi. gp78, Ufdl ve Ufd2 mRNA
diizeylerinde ortalamalara bakilarak azalis oldugu belirlenirken kontrol grubuna
kiyasla bu degisimlerin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptandi. ER membran
proteinlerinden olan ve ERAD ile iliskili olarak substrat molekiillerinin
retrotranslokasyon basamagina destek verdigi diisiiniilen Derlinl mRNA ifade
diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla bir degisim olmadigi belirlendi (182). Buna
karsin ERAD’in tanimlanan ilk endojen inhibitdér proteini olan SVIP mRNA
ifadesinin 100nM 1,25(0OH); D3 uygulamasinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli artis sergiledigi belirlendi (51). Tiim bu sonuglar protein diizeyindeki
sonuglarla tutarli olarak ERAD fyelerinin 1,25(OH);D3; uygulamas1 ile
transkripsiyonel diizeyde negatif diizenlendigini Onermektedir. SVIP mRNA
diizeylerinin yukari yonlii regiilasyonu ERAD’in fonksiyonel olarak 1,25(0OH), Ds ile
negatif diizenlendigini isaret etmektedir.

1,25(0H), Ds'iin ERAD ve UPR iizerindeki biyolojik etkisinin yalnizca
LNCaP hiicreleriyle sinirli olup olmadigini test etmek amaciyla in vitro da prostat
kanserini 1yi mimik eden bir bagka hiicre hatti olan 22Rvl ile denemeler
gerceklestirdik. Bu asamada 1,25(OH); D3 uygulamasinin ERAD ve UPR iiyeleri
tizerindeki etkisinin VDR ile iliskisini anlamak tizere her iki hiicre hattinda da VDR
mRNA ifade diizeylerini dogruladik (Sekil 13). Sonuglarimiz her iki hiicre hattinin
da VDR mRNA'y1 ifade ettigini gosterdi (Sekil 13). 1,25(OH), D3 stimiilasyonu
altinda ERAD ve UPR proteinlerinin ifade diizeylerindeki degisimlerin her iki hiicre
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hattinda da benzer oldugunu gosterdik. Bu bulgular 1,25(0OH); D3 aracili elde edilen
yanitlarin hiicre hattina 6zgiil olmadigini dogruladi (Sekil 14).

Son olarak ERAD ve UPR bilesenlerinin 1,25(OH); D3 aracil1 diizenlemesinin
transkripsiyonel ve/veya translasyonel seviyede kontrol edilip edilmedigini daha
fazla analiz etmek i¢in iyi bilinene bir RNA sentezi inhibitori ActD (1 pg/ml) ve
protein sentezi inhibitdrii olan sikloheksimid (1 pg/ml) ile denemeler gerceklestirdik.
ActD, DNA’ya interkale olan RNA polimerazi inhibe ederek transkripsiyonu bloke
eden siklik polipeptit bir antibiyotiktir (183). CHX o6karyotlarda bir protein sentezi
inhibe eden gii¢lii bir ajandir. Etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olsa da
60S ribozomal biriminin E-bélgesine baglanarak ve asetillenmis tRNA'ya miidahale
ederek translasyonu baskiladigi diistiniilmektedir (184,185). ActD ve CHX ile
gerceklestirdigimiz denemelerde ERAD bilesenlerinin 1,25(0OH),; D3 uyarimi ile
transkripsiyonel diizeyde kontrol edildigi belirlenmistir.

Toplu olarak bu tez ¢calismasi kapsamindaki tiim sonuglar dikkate alindiginda
1,25(0OH); D3 uyarimu test edilen ERAD proteinlerinin ifade diizeylerini ve UPR’nin
PERK koluna iligkin sinyalin 1,25(OH), D3 aracili olarak negatif diizenlendigini
gostermistir. UPR ile iligkili IRE1a sinyalinin ise 1,25(0OH), D3 aracili olarak pozitif
yonde regiile oldugunu belirlenmistir. Bununla ERAD iiyelerinin 1,25(OH), D3
aracili diizenleme modelinin hiicre hattina 6zgiil olmadigim1 dogrulanmistir. Ayrica
LNCaP ve 22Rvl prostat kanseri hiicrelerinin VDR transkriptini ifade ettikleri
dogrulanmustir.

1,25(0OH), D3‘tin VDR’nin bilinen iyi bir ligand1 oldugu disiiniildiigiinde
sonuglarimiz 1,25(0OH), D3 stimiilasyonu altinda prostat kanseri hiicrelerinde ERAD
ve UPR bilesenlerinin diizeylerinin 1,25(OH); D3 aracili olarak indiiklenen VDR
aracilt kontrol edilen 6zellesmis bir transkripsiyonel program ile diizenlendigini
diistindiirmektedir. Ancak bu hipotez siRNA aracili susturma ve farmakolojik blokaj1
gibi deney modelleri ile dogrulanmaya muhtagtir. Bunula birlikte PERK sinyalinin
ERAD bilesenlerinin diizeylerini transkripsiyonel olarak regiile ettigi bilinmektedir.
1,25(0OH); D3 uyarimi altinda UPR’nin PERK kolunun baskilanmasi ve ERAD
tiyelerinin ifade diizeylerindeki azalma arasinda bir iligki olabilecegi goriilmektedir.
Ancak bu iligkinin karakterizasyonu i¢in ileri deney modelleri ile ¢alismalarin

yapilmas1 gerekmektedir.
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Ozet olarak bulgularimiz prostat kanseri hiicrelerinde IRE1a sinyallemesinin
1,25(0H); D3 ile uyarildigini, PERK sinyalinin baskilandigini, ERAD iiyelerinin
mRNA ve protein diizeylerinin 1,25(OH); D3 ile negatif diizenlendigini gostermistir.

Yiiriitiilen tez calismast kapsaminda elde edilen sonuglara dayanarak
1,25(0OH), D3 aracili olarak indiiklenen VDR sinyalizasyonunun etkisinin meme
kanseri gibi hormona bagimli diger kanser tiirlerindeki etkilerinin karsinogenez ile
iliskili ERAD ve UPR mekanizmalar1 iizerindeki etkilerinin daha kapsamli

arastirtlmasina yol gostermesi agisindan iyi bir model olacagini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Ozellikle prostat ve meme kanserleri gibi hormon duyarli kanser tiirlerinde
hormonal regiilasyonla ERAD ve UPR mekanizmasinin diizenlenebildigi
ongoriilmekte ve kanserin altinda yatan bu mekanizmalarin aydinlatilmasi gerektigi
diisiiniildiigli i¢in yapilan calismalarda hormon regiilasyonuna bagli mekanizmalar
son yillarda arastirma odag1 olmustur.

Bir sekosteroit hormon olan D vitamininin ve reseptoriiniin ise prostat
kanserleri gelisiminde 6nemli bir rol oynadig1 birgok ¢alismada gosterilmektedir. Bu
bilgiler 1s181nda ilerlenen bu tez caligmasinda ise, D vitamininin aktif metaboliti olan
1,25(0OH), D3 aracili VDR sinyallemesinin ERAD ve UPR mekanizmalari {izerine
olan olasi diizenleyici roliiniin aydinlatilmasi ilk kez bu ¢aligmada gosterilmistir.

Yapilan tez calismasinin sonucunda, 1,25(OH),;Ds3‘lin prostat kanserinde
ERAD iiyelerinin protein ve mRNA ifade diizeylerindeki degisimler sonucu, doza ve
zamana bagl bir sekilde kademeli olarak azalttigi belirlenmis ve 1,25(OH); Ds
uyarimi altinda ERAD iyelerinin mRNA ifade diizeylerindeki degisimleri
incelenerek 1,25(OH),D3 uygulamasinin LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde ERAD
bilesenlerinin protein diizeylerini ER stresinin indiiksiyonuna neden olmadan negatif
olarak diizenlendigi desteklenmistir.

1,25(0H);D3 aracili olarak indiiklenmis sinyal mekanizmasinin, UPR'nin
PERK sinyal yolagini negatif olarak diizenledigi belirlenirken, tam tersi olarak
IREla’nin ise 1,25(OH),;D3; aracili olarak uyarildigini 6ne siiriilmektedir. Tim
sonuglara bagli olarak, ERAD bilesenlerinin 1,25(0OH);D; uygulamasi ile
transkripsiyonel diizeyde negatif olarak kontrol edildigi belirlenmistir.

Ek olarak, 1,25(0OH), Ds'iin ERAD ve UPR iizerindeki biyolojik etkisinin
yalnizca LNCaP hiicrelerinde smirli olmadigi ve 22Rv1 hiicre hattinda da aym
sonuclar1 gosterdigi desteklenmis ve 1,25(OH); D3 aracili elde edilen yanitlarin hiicre
hattina 6zgiil olmadig1 dogrulanmistir.

Yukarida da belirtildigi gibi, 1,25(OH), D3 aracili olarak indiiklenen VDR
sinyalizasyonunun etkisinin meme kanseri gibi hormon bagimli diger kanser
tiirlerinde de arastirilmasi gerektigini ve bu kanser tiirlerinin altinda yatan molekiiler

mekanizmalarin aydinlatilmasinin hedefleri i¢in 6nemli olacagi 6ngoriilmektedir.
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