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OZET

IRF5 TRANSKRIPSiYON FAKTORU ve SOX2 KOK HUCRE
FAKTORU ILiSKiSININ PROSTAT KANSERI HUCRELERINDE
BELIRLENMESI

Akarcay M. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Biyokimya (Tip) Programm Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2019.

Interferon Diizenleyici Faktér (IRF) ailesi interferonlarn bagisiklik —sisteminin
diizenlenmesini saglayan transkripsiyon faktorleridir. Interferon Diizenleyici Faktor 5
(IRF5) bu ailenin bir iiyesi olup ¢esitli hastaliklarda bulunan goérevleri ile ilgili ¢calismalar
son yillarda artmaktadir. SOX2, embriyonik kok hiicre faktorii olarak bilinmektedir. Bu
kok hiicre faktorii hiicrelerin farklilagmasinin yaninda kanserin olusum ve gelisiminde
olduk¢a onemlidir. Bu tez c¢alismasinda bir transkripsiyon faktorii olan IRF5 ve bir kok
hiicre faktorii olan SOX2’ nin prostat kanserindeki rolleri ve protein-protein iliskisi
arastirilmistir. PC3 insan prostat kanseri hiicre kiiltiirii yapilarak, pIRF5 ve pSOX2
plazmidleri kullanilarak IRF5 ve SOX2 proteinleri overekspresyon deneyleri yapilmistir.
Overekspresyon yapilan 6rneklerde immunopresipitasyon (IP) yapilarak proteinler western
blot ile degerlendirilmistir. IRF5 ve SOX2 overekspresyon yapilan PC3 hiicrelerinde
migrasyon diizeyleri scratch yontemi ile incelenmistir. Prostat kanser hiicrelerinde IRF5 ve
SOX2 proteinlerinin birbirleri ile iliskisi IP deneylerinde protein bantlari ile gosterilmistir.
Prostat kanseri hiicrelerinde IRF5’ in hiicre migrasyonunu anlamli derecede azalttigi,
SOX2’ nin hiicre migrasyonunu anlamli derecede arttirdig1 tespit edilmistir. Sonug olarak,
IRF5 ve SOX2 proteinleri birbirleri ile etkilesimde bulunan iki transkripsiyon faktorii olup
prostat kanser tedavisi i¢in yeni sinyal yolaklarmin ve g¢esitli ilag molekiillerinin

gelisiminde 6nemli katkilar saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: CD133, CD44, Kanser Immiinolojisi, K6k Hiicre Faktorleri, Prostat

Kanseri.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF IRF5 TRANSCRIPTION FACTOR AND SOX2
STEM CELL FECTOR ASSOCIATIONS IN PROSTATE CANCER
CELLS

Akarcay M. Aydin Adnan Menderes University Graduate School of Health Sciences
Biochemistry (Medicine) Program Master Thesis, Aydin, 2019.

The Interferon Regulatory Factor (IRF) family is the transcription factors that regulate the
immune system of interferons. Interferon Regulatory Factor 5 (IRF5) is a member of this
family. SOX2 is known as embryonic stem cell factor. This stem cell factor is important in
the formation and development of cancer as well as the differentiation of cells. In this
thesis, the role of a transcription factor, IRF5 and a stem cell factor, SOX2 in prostate
cancer and protein-protein relationship were investigated. PC3 human prostate cancer cell
culture was performed and IRF5 and SOX2 proteins overexpression experiments were
performed using pIRF5 and pSOX2 plasmids. Immunoprecipitation (IP) was performed in
the samples with overexpression and the proteins were evaluated by western blot.
Migration levels in PC3 cells with IRF5 and SOX2 overexpression were examined by
scratch method. The relationship between IRF5 and SOX2 proteins in prostate cancer cells
is shown by protein bands in IP assays. It was found that IRF5 significantly reduced cell
migration in prostate cancer cells and SOX2 significantly increased cell migration. As a
result, the IRF5 and SOX2 proteins are two transcription factors that interact with each
other, and may contribute significantly to the development of novel signaling pathways

and various drug molecules for prostate cancer treatment.

Keywords:, CD133, CD144, Cancer Immunology, Stem Cell Factors, Prostate Cancer.
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1. GIRIS

Kanser, yilda tahmini olarak 14.1 milyon yeni vaka ve 8.2 milyon Oliimle
sonuglanan heterojen bir hastalik grubudur (Ferlay ve ark, 2015). Klonal gelisim
hipotezine gore aciklanan goriis kanserlerin bir tek somatik hiicre ya da kok hiicresinde
baslama, progresyon ve ilerleme evrelerini kapsayan ¢ok asamali bir siirecte genetik ve
epigenetik degisimlerle olarak ortaya ¢iktigini savunmaktadir (Ekmekgi, 2018). Diinyada
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra kanserden 6liimler ikinci sirada yer alir.

Kanseri agiklayabilmek icin Okaryatik hiicre ve organelleri, genom ve kalitsal
molekiillerin 6zellikleri, hasarlari, onarimlari, mutasyonlar ve genetik varyasyonlar,
genetik bilginin akisi, apoptozis, sinyal yollar1 gibi tiim molekiiler genetik olaylarin
bilgisine sahip olunmas: gerekmektedir. Insan viicudu farkli ve ¢ok sayida hiicre tipinden
olusur. Insan viicudunda hiicre sayisinin fazlalig1 kadar da kanser cesitliligi vardir. Prostat
kanseri, erkekler arasinda goriilme orani en yiiksek kanser tiiriidiir. Prostat kanseri
baslangici, gelisimi ve ilerlemesi, farkli asamalarda prostatin epitelyumu ve stromasi
arasinda ¢oklu ¢evresel ve genetik risk faktorleri ile karsinojenik siiregleri igeren karmasik
olaylar bitiiniidiir. Teknoloji ve bilimin ilerlemesi ile birlikte tan1 ve tedavi yontemlerinin
gelismesi kanser vakalarinin erken teshisine katki saglar. Son yillardaki aragtirmalar,
mevcut ilaglarin iyilestirilmesine ve her tiimor tipine uygun olarak hedeflenmis tedavilerin
gelistirilmesine olanak saglamistir.

Kok hiicreler siirekli kendini yenileme kapasitesi ile 6zellesip ayn1 zamanda doku
ve organlar olusturmaya hizmet etmektedirler. Bir kok hiicre kendi kendini yenileme veya
farklilagma hiicre tipine 6zgii transkripsiyon faktorleri ile kontrol edilmektedir. Kok hiicre
faktorleri SOX2, OCT4 gibi faktorlerden olusur. Bu faktorler kanser patogenezinden,
kanserin tedavi edilmesine kadar pek cok arastirmada odak noktasi olmustur. Ayrica son
yillarda kok hiicre faktorlerinin hangi proteinler ile etkilesimde oldugu 6nemli ¢aligmalari
beraberinde getirmistir.

SOX2 Sry iliskili olup DNA’ ya baglanan transkripsiyon faktorleri ailesinde yer
almaktadir. EKH” lerin kendilerini yenileme 6zelligi i¢in gerekli olup erken embriyoda
veya esey hiicrelerinde ifade edilmektedir. SOX2’ nin 6nemli iglevlerinden biri de OCT4
ve Nanog gen ifadesini diizenlemesidir. SOX2 geni embriyo kok hiicrelerin pluripotensi
Ozelliginin korunmasini saglamaktadir (Masui ve ark, 2007). Embriyolarda kok hiicrelerin

varliginin ve kok hiicre belirteglerinin ifadelerinin galisilmasi ile birlikte tedavilerde
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onemli katkilar saglamistir.

Interferonlar alfa, beta ve gama olarak gruplanmaktadir. Spesifik reseptdrlere
baglanmalar1 tizerine antiviral ve antiproliferatif aktivitelerde sinyal transdiiksiyon
yolagmn aktivasyonuna yol agmaktadir. Interferonlar tarafindan viriis biiyiimesinin ve
hiicre proliferasyonunun inhibisyonu, bazilari interferonla indiiklenebilir olan kendine
0zgli proteinlerin aktivitesine bagli olan cesitli fizyolojik degisikliklerle iliskilidir.
Interferonlar, viriisler, patojenler veya tiimor hiicreleri gibi dis ajanlara karsi organizmanin
dogal savunma mekanizmalarin1 temsil eder. Interferon diizenleyici faktdr (IRF)
transkripsiyon faktorii ailesi memelilerde dokuz elemandan olugsmakta olup, bunlar orijinal
tip I interferonlarin indiiksiyonundaki rolleri i¢in tanimlanmistir (Miyamoto ve ark, 1988).
IRF’ nin ekspresyon kaybi, insan kanserlerinde gézlemlenmekte olup, kanserli dokuda asir1
eksprese edilmektedir (Lowther ve ark, 1999; Higgs ve ark, 2008).

Bu arastirmada bir transkripsiyon faktorii olan IRF5 proteininin kdk hiicre
faktorlerinden SOX2 ile iligkisini aragtirllmasi planlanmig ve prostat kanseri tedavisinde

yeni yaklagimlarin ortaya ¢ikmasi konusunda odaklanilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser ve Kanserin Molekiiler Genetigi

Kanser, diizensiz hiicre biiylime &zelligi ile bilinen ve genetik mutasyonlarin
smirsiz boliinme potansiyelinin olusturdugu bir hastaliktir (Vogelstein ve ark, 2013). Bu
genetik mutasyonlar, hiicre proliferasyonu, anjiyogenez, invazyon ve apoptozdan kagma ile
ilgili gesitli sinyal yollar1 ile birlikte tiimor biiylimesini yonlendirir (Hanahan ve ark, 2000).
Onkogenik transformasyona siklikla hiicre biiyiimesini desteklemek i¢in hiicrenin karbon
diizenlemesinin ayn1 anda metabolik olarak yeniden programlanmasi eslik etmektedir
(Vander ve ark, 2017).

Hastaliga sahip olmayan bir kiside viicudun ihtiyacina gore hiicreler boliiniip
cogalirlar, fonksiyonlarmi yerine getirdikten sonra yok olurlar. Eger hiicreler siirekli
boliniirler ise olusan bu hiicreler dokuda anormal biiyiimeye yol agarak tiimor hiicrelerini
olusturur. Hiicre c¢ogalmasi kontrolsiiz olarak bulundugu bolgeden baska bir dokuya
yayilim gosteriyorsa malign olarak tanimlanmaktadir (Ekmekgi, 2018). Metastaz yapmis
timor hiicreleri kanserin tedavisini zorlastirmaktadir. Kanser hiicreleri biiylimenin azalmig
kontrolii, viicudun diger kisimlarina yayilma gibi 6zellikler ile belirlenir. Insanda kanserin
gelisimi uzun yillar icerisinde genetik hasarlar cesitli kimyasallar, radyasyon veya virlisler
gibi ¢evresel faktorlerin etkisiyle ortaya ¢ikabilmektedirler. Protoonkogenler normal hiicre
dongiisiinii diizenleyen genler olarak bes gruba ayrilabilir. Bunlar; biliylime faktorleri,
biiylime faktor reseptorleri, sinyal ileticiler, transkripsiyon faktorleri ve apoptoz
diizenleyicileridir. Protoonkogenler evrim siiresince korunmus genlerdir (Ekmekgi, 2018).
Onkogenler kansere neden olan genler olup hiicrelerde normal hiicre boliinmesinin pozitif
kontrolii ile ilgili protoonkogenlerin mutasyonla aktive olmus formlaridir. Onkogenler ilk
kez tlimore yol acan viriislerde saptanmiglardir. Bilinen onkogenlerin biiytik bir boliimii;
transkripsiyon faktorlerini, biiylimeyi diizenleyen ve hiicrelerin diger hiicreler arasindaki
etkilesimlerde rol oynayan proteinleri kodlamaktadir. Bazi onkogenler hatali sinyal
baglayict yerleri olan yiizey reseptorlerini kodlar, bdylece tirozin kinaz aktivitesinin
diizenlenmesi bozulur. Onkogen olusumuna neden olan mutasyonlar baskindir ve kanser
tipine gore degisse de bazi1 genlerin mutasyonlar1 daha sik goriilebilir. Tiimor baskilayict
genler, normal kosullarda hiicre boliinmesini kisitlayan proteinleri kodlarlar. P53 geni

kanser gelisimini durdurmada gorevli olup hiicre dongiisii ve apoptozu diizenleyen



transkripsiyon faktoriidiir. Retinoblastoma geni hiicre dongisiinii diizenleyerek hiicre
dongiisiiniin temel transkripsiyon faktorlerine baglanip baskilayarak hiicre boliinmesini
durdurur. Bu genlerdeki mutasyonlar tiimér olusumuna yol agar. Kanser hiicreleri biiyiik
¢ekirdek, daha az sitoplazma, hiicresel yapi diizensizligi, hiicre zar proteinlerinde
degisiklikler igerirler (Ekmekgi, 2018). Kanser hiicrelerinin belirgin 6zelligi apoptoza
direng gostermesidir. Apoptoz icin sinyal genellikle disaridan, bir ylizey reseptorii
araciligiyla gelmektedir. Kaspaz denilen proteazlar apoptozu baslatan sorumlu enzimlerdir,
apoptozu tetikleyen Bcl2 ve Bax proteinleri gibi gen iirlinlerinin diizenlenmesi ile kontrol
edilirler. Apoptotik yolaga giren hiicrelerin baz1 yapisal ve biyokimyasal degisiklikleri ilk
olarak hiicre iskelet yapisinin parcalanmasiyla kiiclilerek diger hiicrelerden ayrilir.
Kromatin ipligi yogunlasir ve sitoplazmik igerikleriyle beraber sitoplazma zarinin
parcalanmasiyla ortaya ¢ikan parcalar makrofajlarla ortadan kaldirilir. Hiicreleri apoptotik
yolaga siiriiklenmesini saglayan program cesitli sinyallerle proapoptotik (Bax, Bak, Noxa
gibi genleri) ve antiapoptotik (Bcl-2, Bcl-X, genleri gibi.) genlerle diizenlenir. Her iki
apoptotik yolak kaspaz denilen ve hiicrenin yikimini kontrol eden proteolitik enzimi aktive
eder. Kaspazlar, ¢ekirdek zarinin altindaki niiklear lamina proteinleri ve hiicre i¢i iskelet
protein bilesenleri ¢esitli makromolekiilleri peptit baglarindan kopararak ayirir (Ekmekegli,
2018). Kanser hiicrelerinin metastazinda proteaz ve biiylime faktorleri dnemli rol oynar.
Bagisiklik sistemimiz tiimoér olusumu, ilerlemesi, metastazinda bariyer gorevi goriir.
Kanser hiicreleri siirekli olarak yiizey antijenlerini degistirerek dolasimdaki sitotoksik T
hiicreleri dogal oldiiriicii hiicreler ve makrofajlar1 uyararak bagisiklik yanit1 olustururlar
(Ekmekgi, 2018). Kanser insidansi toplumda cografi bolge, yas ve cinsiyete gore degisiklik
gosterir (Devesa ve ark, 2005). Pek ¢ok kanser plazma veya serumda oOlgiilebilen enzim,
protein ve hormonlarin {iretimindeki anormallikler ile iliskilidir. Bu molekiiller timor
belirtegleri olarak bilinir. Ornegin Prostat kanserinde PSA tiimér belirteci olup prostat

kanseri hakkinda bilgi vermektedir.

2.1.1. Kanser Metabolizmasi

Metabolizma bir hiicrenin biyoenerjetik silireci yiirlitmesini saglayan tiim
biyokimyasal siireleri kapsarken metabolik transformasyon ise kansere neden olan
mutasyonlar ile hiicresel metabolizmadaki degisiklikleri kapsamaktadir. 1921’ de Otto

Warburg, timor hiicrelerinin oksijenli solunumla asir1 miktarda glikoz kullandigini ve
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laktat olusturdugunu gozlemlemistir. Hizla biiyliyen tiimor hiicrelerinde yiiksek oranda
glikoz alim1 ve glikolizis artist olustugu TCA dongiistinde faaliyet artisi, glutamin alimz,
lipit ve niikleik asit sentezi artis1 gibi bazi 6zgiin metabolik olaylara sahip oldugu
gosterilmistir. Ciinkii hizla ¢ogalacak olan hiicrelerin sonraki hiicrelere kesintisiz olarak
tim biyomolekiillerin miktarin1 iki kat artirmalart ATP, NADH ve NADPH gibi
koenzimleri sentezlemeleri i¢in gereklidir (Ekmekgi, 2018). Hem glutamin alimi hem de
glutaminaz aktivitesi biyomolekiiller tarafindan uyarilarak, amino asit sentezine katkida
bulunan TCA dongiisiiniin transaminasyon reaksiyonlari i¢in glutamat saglar. Bu glikolitik
yoldaki artig, glikolitik ara iirlinlerin ¢ogalan hiicrelerin metabolik isteklerini yerine
getirmek i¢in yardimci yollar saglamasina izin verir (Lunt ve ark, 2011). NADPH,
glutatyon gibi antioksidan sistemlerine katilarak ve hiicrenin apoptozdan kagmasina izin
vererek kanserde merkezi bir rol oynar (Traverso ve ark, 2013). insan serumunda ¢ok
bulunan glikozu, glikolizisle asama asama pargalayarak hem ATP’ yi hem de NADH,
purivik asit gibi molekiilleri olusturmakta, ayrica aminoasitlerin ve niikleotidlerin iskeletini

olusturacak karbonlar1 hizli sekilde saglamaktadir (Sekil 1).
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Sekil 1. Kanser metabolizmasini diizenleyen sinyal yollar1 (DeBerardinis ve ark, 2016).

Timor hiicreleri, niikleotid, protein ve lipit sentezi ile sonuglanan anabolik bir
biiylime programinin anormal aktivasyonuna sahiptir. P53 gibi tiimor baskilayicilarin kaybi

veya Myc gibi onkogenlerin aktivasyonu, metabolik genlerin transkripsiyonel



diizenlenmesi ile anabolizmay: ilerletir. Metabolizma reaktif oksijen tiirlerini (ROS),
asetilasyonu ve metilasyonu diizenleyerek sinyal verir. Normal hiicrelerde biiyiime
faktorlerine bagli kontrollii olarak artan glikolitik metabolizma trilinleri, kanser
hiicrelerinde bu sinyal metabolizmasinda rolii olan baz1 mutant {iriinler PI3K ya da PTEN
delesyonu nedeniyle kontrolsiiz sekilde, AKT’ nin sinyal yolaklarinca siirekli olusturulur.
Her bir glikozdan 36 ATP olusturan mitokondriyal oksidatif fosforilasyonla
karsilastirildiginda acrobik glikoz ile yalnizca 2 ATP elde edilir (Ekmekgi, 2018). Pek gok
hiicre olaymin diizenleyicisi oldugu bilinen P53 proteinin mitokondriyal oksidatif
fosforilasyon, glikolizis, yag asit oksidasyonu gibi hiicresel metabolizma olaylarinin

diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Sekil 1).

2.2. Prostat Kanseri

2009’ da Birlesmis Devletler’deki erkek kanserleri arasindaki arasindaki sikligi %
25 olarak belirlenmistir. Afrika kokenli erkeklerde prostat kanseri, en sik goriilen ve en
yiiksek 6liim oranina sahip kanser tiirii olurken; Asya yerlilerinde en az siklikta goriilen
kanser tipi oldugu yoniinde bulgular yapilan ¢alismalarda yer almaktadir (Verma ve ark,
2011). Prostat kanseri, ozellikle endiistrisi gelismis iilkelerde goriilen 6nemli bir saglik
problemi olmaktadir. Erkeklerde, akciger kanserinden sonra gelen kansere bagli 6liim

nedenidir (Szliszka ve ark, 2013).
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Sekil 2. Erkeklerde En Sik Goriilen Kanserlerin Toplam Sayisi ve Yiizde Dagilimlar
(https://www.saglik.gov.tr/Eklenti/8635,kanser-istatistikleridocx.docx?0)



Prostat kanseri, prostat bezindeki c¢ogalma ve apoptoz arasindaki dengenin
bozularak, organ boyutunun anormal olarak biiyiimesi ile olusur. Insan prostat kanseri,
prostat epitel hiicresi kaynaklanir (Xin, 2013; Wang ve ark, 2013). Prostat kanseri
baslangici, gelisimi, ilerlemesi ¢evresel ve genetik risk faktorleri, karsinojenik stiregleri
igerirler (Hayward ve ark, 1997). Prostat kanserini tip tarihine ilk olarak 1817 yilinda
Doktor George Langstaff kazandirmustir. Tlerlemis prostat kanserli hastalarda androjenlerin
kan dolagimindan uzaklastirilmasi i¢in orsiektomi ameliyatini ilk kez 1941 yilinda Charles

Brenton Huggins uygulamistir (Abate-Shen ve ark, 2000; Parkin, 2001; Kumagai ve ark,

2007).
-
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idrar kanah

Normal Durumdaki Buyumus Prostat
Prostat

Sekil 3. Normal prostat dokusu ile biiylimiis prostat dokularinin karsilastirilmasi.

Sekil 4. Insan prostat kanseri gelisiminin potansiyel paternlerini gdsteren diyagram (Tatsuo
ve ark, 2014).

Primer prostat kanseri multifokal olarak kabul edilmesine ragmen, ilerlemis prostat
kanseri monoklonal olarak kabul edilmektedir (Shen ve ark, 2010). Kanser iligkili stromal
hiicreler onkogenik siire¢lerde ¢ogalirlar (Strand ve ark, 2010). Tiimor biiylimesi ve prostat
kanseri hiicrelerinin bakimi, hastaligin erken evrelerinde androjen hormonuna bagimli olup
daha sonraki agamalarda tiimor ilerlemesi androjen hormonundan bagimsiz gelismektedir

(Lin ve ark, 2012). Prostat kanseri 6zellikle androjen reseptorii hedefleyen ajanlara gesitli



cevaplar veren bir hastaliktir (Fraisse ve ark, 2014). Prostat kanseri, prostat bezi igerisinde

siirl olabilecegi gibi ¢cevresinde bulunan lenf dokularina da yayilabilmektedir.

2.2.1. Prostat Kanseri Patogenezi

Prostat kanseri igin risk faktorleri arasinda yas, irk, diyet, hormonal, ailesel
faktorler yer almaktadir. Prostat kanserinin gelisimi ve ilerlemesi androjenlerden
etkilenmektedir. Androjen karsit1 tedaviye ragmen yenileyen timorlerde, bu tiiméorlerin
bliylimeye devam etmeleri androjen reseptorleri tarafindan diizenlenen gen iiriinlerine
baglidir. Diger mutasyonlar genellikle onkogenik PI3K / AKT sinyal yolaginin
aktivasyonuna yol acar; bunlarin en yaygini PI3K aktivitesini durduran tiimor baskilayici
gen olan PTEN genini inaktive eden mutasyonlardir. PI3K / AKT ve STAT3 sinyal
yollarmin aktivasyonunun, prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonu i¢in 6nemli yer
tutmaktadir. Bircok prostat kanseri hiicresi asirt AKT aktivasyonundan tiireyen biiylimeyi
destekleyen sinyallere baghdir (Sekil 5).

NFKB, apoptoz ve hiicre dongiisiinde yer alan genleri hedef alarak tiimor
bliylimesini kolaylastiran diger faktordiir. NFkB ailesi, transkripsiyon faktorlerini
olusturmak i¢in heterodimere sahip p50 (p105'ten), p52 (p100'den), p65 (RelA), RelB ve c-
Rel olmak iizere bes alt birimden olusur. Her bir NFKB dimer i¢inde bulunan alt birimler,
etkilesimli proteinlerde farkli islevsel alanlarin varligina bagli olarak bu kompleksin
biyolojik aktivitesini belirler (Chen ve ark, 2004). Sadece RelA, RelB ve cRel diger
transkripsiyon faktorleri ve koaktivatorler ile etkilesime izin veren C-terminal
transaktivasyon alanlarini icerir (O'Dea ve ark, 2010). NFkB' nin en yaygin aktive edici
formu, aktive edilmis makrofajlarda mevcut oldugu gosterilen RelA: p50' dir (Ciesielski ve
ark, 2002). AKT ve STAT3 sinyal yollarmin kanser hiicrelerinin proliferasyonuna,

invazyonuna ve metastazina aracilik etmektedir (Sekil 5).
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Sekil 5. Protein kinaz B/AKT yolunun islevleri (Hanahan ve ark, 2000).

2.2.2. Prostat Kanseri Epidemiyolojisi

2012 yilinda yaklagik 1 milyon erkegin prostat kanseri teshisi konmustur ve bu
erkeklerin % 70' inden fazlas1 yiiksek gelirli iilkelerden gelmektedir. Yas standardize
olmus insidans oranlar1 Avustralya ve Yeni Zelanda'da en yiiksektir. Karayipler ve Afrika
gibi kara populasyonlari olan iilkelerde en yiiksek 6liim oranlarina sahiptir (Ferlay ve ark,
2015).

Kanser insidansi yas, irk, cografik faktorler ve bireyin genetik 6zelliklerine baglh
olarak degismektedir. Cografi degisiklikler cogu zaman ¢evre faktorlerindeki farkliliklara
baglidir (Jayadevappa ve ark, 2011).

Tablo 1. Erkeklerde goriilen ilk 10 kanser (Tiirk Halk Sagligi Kurumu, Kanser Daire
Bagkanligi, 2009).

Trakea, Brons AkciZer S50
Prostat 36,1
Mesans |ITEEES——— D0
Kolorekual I 21O
MMide —I——— 1,2 mERKEK
Larimks . = 1
Mon-Hodgkin lenfoma - .2
Bobrek | oG,3
Pankraas __ 5.4

Bewin, sinir siskemi - s g

Prostat kanserinin en diisiik insidans1 ayn1 zamanda diyet, yasam tarz1 ve ¢evresel
faktorlerle de iliskili olan Asyali erkeklerde bulunur (Akaza ve ark, 2011). Bazi
calismalarda, Afrika kdkenli Amerikalilarda Bel2 gibi hiicre apoptoz genlerinde ve EphB2
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gibi timor baskilama genlerinde daha yiliksek oranlarda varyasyonlar goriilmiistiir
(Whitmann ve ark, 2010; Wu ve ark, 2012). Afrika kokenli Amerikalilarin prostat
kanserlilerin Avrupa kokenli Amerikalilara kiyasla biyolojik ve genetik olarak daha agresif

oldugunu gostermektedir (Wu ve ark, 2012).
2.2.3. Prostat Kanseri Risk Faktorleri
2.2.3.1. Yas

Prostat kanseri insidansi yasla iligkilidir; yasa gore insidans oranlar1 50 yasindan
itibaren hizla yiikselmektedir (Tablo 2). Daha yasli erkeklerin yiiksek riskli prostat kanseri
tanist koyma olasiliklar1 daha yiiksek olup sagkalim daha diisiiktiir. Sonug olarak yasla

birlikte prostat kanseri tanis1 konmus erkeklerin sayisinda artig gozlenmektedir.

Tablo 2. SEER Kanser Istatistikleri incelemesi 1975-2012

Simdiki yag 10 wl 20 wl 30wl
=20 oO.0O1 0.25 =2.59
20 Q.23 =2.57 =2.12
S50 2.1 2. 1= 1. 73
(=1= ] (== ] 1=2.59 1= .92
O F.TF3 10 .54 NS A

2.2.3.2. Ailesel gecmis

Pozitif bir aile dykiisii, bir erkegin prostat kanseri riskini 6nemli Olciide etkiler.
Risk tahminleri, prostat kanseri tanist konan yakin derece akrabasina sahip bir erkek risk

tasimaktadir. Prostat kanserinin aile dykiisii prostat kanseri riski i¢in 6nemli risk faktoriidiir
(Addo ve ark, 2010).

2.2.3.3. Insiilin benzeri biiyiime faktorleri

Insiilin benzeri biiyiime faktdrii (IGF-1), mitotik ve antiapoptotik bir polipeptid
etkileri prostat kanserinde o6nemli bir rol oynamaktadir. IGF tiimér hiicrelerinin
proliferasyonunu ve apoptozunu diizenler. IGF-1, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) sinyal

yolunu aktive eder, bu da enerji liretmektedir bu enerjiyi proliferasyonun biyosentez
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ihtiyaglarini karsilamak i¢in kullanir. Yapilan ¢calismalardan, IGF-I ile kanser riski arasinda
dogrudan bir iligki oldugunu gostermistir ve bu calisma sonucunda prostat kanser riski

artmis plazma IGF-1 diizeyi ile arttigi bulunmustur (Gennigens ve ark, 2006).

2.2.3.4. Obezite

Obezitenin, prostat gelisiminde rol oynayan metabolik olaylarin ve steroid
hormonlarinin onkogenezin degisken dolasim diizeylerine sahip olmasi nedeniyle prostat
kanseri i¢in bir risk faktorii olmaktadir. Obezite ayrica adipoz dokunun endokrin
fonksiyonlarini da bozmaktadir (Steven ve ark, 2017). Ozellikle fiziksel aktivite
olmadiginda obezitenin 6zgiil metabolik sonucu insiilin agisindan insiiline azalmis doku
cevabidir. Bu durum glikoz aliminin azalmasi ile sonuglanir. Bu insiilin direnci, bliylimeyi
hizlandiran bir hormon olan ve bdylelikle kanser gelisimi, ilerlemesi igin biyolojik olarak
bir risk faktorii olan yiikselmis kan seviyelerine yol acar (Kaaks ve ark, 2010).
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Sekil 6. Obezite iliskili yag dokusu disfonksiyonunun ve inflamasyonun kanser hiicre

metabolizmasina etkisi (Steven ve ark, 2017).
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2.2.3.5. Diger faktorler

Tiitlin ve sigara dumani, Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansi' na (IARC) gore,
60" m tzerinde ¢ok sayida kimyasal maddeyi igermektedir. Sigara icenlerin yiiksek
seviyelerde dolagimdaki testosteronu oldugu bulunmustur. Dolasimdaki yiiksek testosteron
prostat kanseri riskini artirip kanserin ilerlemesine katkida bulunmaktadir. Alkol tiikketimi,
insan kanserleri i¢in en 6nemli risk faktorlerinden biri olup ayn1 zamanda potansiyel olarak
Onlenebilir faktorlerden biri de olmaktadir (Rizos ve ark, 2010). Buna dair elde edilen
alkoliin etkisinin, etanol metabolizmasi, folat metabolizmasi ve DNA onarimi ig¢in
enzimleri kodlayan genlerdeki coklu degisikliklerle diizenlendigini de gostermektedir
(Rohrmann ve ark, 2008).

Doymus hayvansal yaglarin yiiksek kalori alimi, artan testosteron diizeyine bagl
olarak yiiksek prostat kanseri riski ile iligskilendirilmistir (Venkateswaran ve ark, 2010;
Lophatananon ve ark, 2010). Doymus hayvansal yag ve prostat kanseri riskleri arasindaki
olas1 biyolojik mekanizmalar bulunmaktadir:

(a) yiiksek kalori alimi, bazal metabolizmayr ve insiilin biliylime faktorlerini, timor
biliylimesini artirir,

(b) lipit metabolizmasi serbest radikaller tiretir,

(c) androjen ile prostat karsinogenezini tesvik eder (Arab ve ark, 2013).

Ayn1 zamanda siit ve siit {irlinleri de doymus hayvansal yag seviyesinin artmasina
katkida bulunur. Kalsiyum metabolizmasindaki degisiklikler prostat kanseri hiicrelerinde
¢ogalma, farklilasma ve hiicre 6liimiine neden olabilmektedir (Raimondi ve ark, 2010;
Hori ve ark, 2011).

2.2.4. Prostat Kanserinde Androjen Reseptorii (AR)

Androjen reseptor geni, Xgqll-12 kromozomu iginde yer alan ve sekiz eksonu olup
molekiil agirhigr 110 kDa’ dir (Heinlein ve ark, 2002). DNA iizerindeki hormon tepki
elementlerine baglanir. Cogalma ve farklilasma tepkilerinin diizenlenmesinde rol oynayan
genleri diizenler. Androjen reseptorii degisken bir sayiya sahip bir N-terminal alani,
poliglutamin ve poliglisin tekrarlari, iyi korunmus bir DNA baglama bolgesi ve bir ligand
baglayici alan1 olmak {izere etki alanlarini icermektedir (Sekil 7). DNA ve ligand baglayici

bolgeler, bir niikleer lokalizasyon sinyalini barindiran bir alan ile ayrilir. AR, prostat
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bezinin normal gelisiminde kritik bir rol oynar (Sugimura ve ark, 1986). AR,
transkripsiyon faktorlerinin niikleer reseptor familyasinin bir iiyesidir (Chang ve ark,
1988). Prostat hiicreleri normal biiyiimesi igin testosteron ve Sa-dihidrotestosteron (DHT-
A) seklinde androjen uyarimini gerektirir. AR, aktif androjen dihidrotestosteronun (DHT)
baglanmasini takiben c¢ekirdege translokasyona ugrayan bir transkripsiyon faktoriidiir.
Kompleks AR androjen olustuktan sonra, ¢ekirdege tasinir ve androjen yaniti genlerinin
transkripsiyonunda rol alir (Heinlein ve ark, 2004). AR androjen kompleksi hem normal
hiicrelerinde hem de prostat kanserinde, androjenik yanitlara androjen reseptorii tarafindan
baslatilan sinyaller aracilik ederek genlerin ekspresyonunu diizenler. Bdylece hiicre
proliferasyonuna, apoptozuna ve farklilagsmasina neden olur (Litvinov ve ark, 2003).
Prostat kanseri hiicrelerindeki ekspresyonu, steroid ve peptit hormonlar1 tarafindan
diizenlenir. AR, ligand kaynakli transkripsiyon faktorii, primer prostat kanserinde
metastazlarda eksprese edilir. Programlanmis hiicre 6liimiiniin androjenik diizenlenmesi,

kullanilan tiimor modeline baglidir (Brodin ve ark, 1999).

X Kromozomu Qi11-12
p eSS
AR Gent
i — GG i a 13 e — 2 )—.a) Lex
AR protaini
NTD | DBD | Hinge SN
1 TAU-S s37 625 669 919
TAU-1
L - J L y J
ARA AF-2

Sekil 7. Androjen reseptorii (AR) geninin ve proteinin sematik diyagrami (Pakula ve ark,
2017).

2.2.4.1. AR ifadesinin ve spesifik hiicresel fonksiyon diizenlenmesi

Prostat kanseri ¢aligmalarinda ¢ok sayida androjene duyarli hiicre hatti1 vardir ve
AR pozitif hiicre hatlar1 androjenlerle tedaviden sonra farkli ¢ogalma tepkileri gosterir.
PTEN fonksiyonunun kayb1t AKT' nin aktivasyonuna yol acar. Bu sekilde etkilenen timor
hiicreleri, hiicre dig1 sagkalim faktorlerine bagimliliktan kagip ve apoptozu uyaran ajanlara
direngli olabilir (Cantley ve ark, 1999). Prostat ve diger kanserlerdeki PTEN

mutasyonlarmin sikligi, PI3K / AKT yolunun kanser hiicrelerinin gelisimi ve ¢ogalmasinda
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etkili olan sinyallerin 6nemini vurgular (Cantley ve ark, 1999). PI3K / AKT sinyallemesi
prostat kanserinde dominant bir biiyiime faktorii sagkalim yolu olarak tanimlanmistir ve bu
PI3K aktivasyonu veya PTEN inhibisyonundan kaynaklanmaktadir (Lin ve ark, 1999; Li
ve ark, 2001). AKT fosforilasyonu, timor baskilayici fosfataz ve tensin homologunun
(PTEN) ekspresyon eksikliginin bir sonucudur. Androjenler, prostat kanseri hiicrelerinin
gocliniin  6nemli diizenleyicileri olarak rol alir ve bu siireg metastaz gelisimini
baslatmaktadir. Androjenler LNCaP hiicrelerinde daha yiiksek bir seviyede ifade edilir
(Krongrad ve ark, 1991). LNCaP hiicreleri androjen bagimli prostat hiicreleridir. LNCaP
hiicreleri uzun bir siire boyunca steroid tiikenmis ortamda kiiltiire edildiginde, AR gen ve
protein seviyeleri giderek artar (Kokontis ve ark, 1994; Culig ve ark, 1999). Bu durum AR’
nin diisiik derisimlerde androjenler ve diger steroidler ile etkili reseptor stimiilasyonuna yol
acar (Zhao ve ark, 1997). Prostat kanserinde AR mutasyonlari ile ilgili ilk ¢alismalar,
LNCaP hiicreleriyle gergeklestirilmistir. Bu mutasyon steroidler tarafindan AR baglanma
afinitesine ve AR' nin daha yiiksek aktivasyonuna yol acar (Veldscholte ve ark, 1992).
Mutasyonlu AR ile enfekte olmus hiicreler, androjenden yoksun ortamlarda bir biiyiime

avantaji elde etmislerdir.

2.3. Prostat Bezi

Prostat ilk olarak 1536 yilinda anatomist olan Niccolo Massa bahsetmis ve 1538
yilinda ise anatomist Andreas Vesalius tarafindan resmedilmistir (Hellerstedt ve ark,
2002). Erkek iireme sisteminin ekzokrin bir orgamdir. Ince bir fibromiiskiiler tabaka ile
kaplidir. On bolge, gecis bolgesi, merkezi bdlge ve periferik bolge olmak iizere dort
bolgeden olusur (Sekil 8). Yapist tubuloalveolar bezlerden ve fibromuskuler stromadan
olusur. Yan ve arkada periferal bolge bu alan prostatin % 75 ini kapsamaktadir. Periferal
bolge disinda merkezi bolge ve gecis bolgesidir. Gegis bolgesi saglikli bir prostatta
kiigliktlir. Yaga bagli olarak ortaya ¢ikan benign prostat hiperplazisi (BPH) gecis bdlgesi
kaynaklidir. Prostatin ana islevi hafif asidik olan prostat sivisini salgilamak ve spermin
hacimce % 20" sini olusturmaktir. Prostat bezinin biyiimesi, gelismesi ve islevlerini

stirdiirebilmesi i¢in androjen hormonlarina gereksinim vardir.
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Sekil 8. insan prostat anatomisi ve histolojisi semas1 (Abate-Shen ve ark, 2000).

2.4. Prostat Spesifik Antijen

Prostat Spesifik Antijen (PSA), 1986 yilinda prostat kanseri tanili hastalarin teshis
edilmesinde Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan onay almistir. Prostat
kanserinin tanisinda ise 1994 yilinda kullanilmaya baslanmigtir (Wolf ve ark, 2010). PSA,
prostat epitel hiicreleri tarafindan salgilanan bir glikoprotein olup tek zincirli yapidadir.
Kromozom 19q13.4 yerlesimli bir gen olan kallikrein 3 (KLK3) geni tarafindan
kodlanmaktadir. 33 kDa molekiiler agirhginda olup 240 aminoasitlik, 4 intron ve 5
ekzondan olusur. Prostata 6zgli olup glikoprotein yapisindaki serin proteaz aktivitesine
sahiptir (Balk ve ark, 2003). PSA geninin promotor bolgesinde alt1 kilobazlik androjene
duyarli boélge bulunmaktadir (Sokoll ve ark, 1997). PSA 261 aminoasitten olusur ve
preproprotein olarak prostat epitel hiicreleri tarafindan sentezlenir. Prostatta bulunan salgi
kesecikleri ve kanallardaki sekretuar epitelyum hiicrelerce iretilir. 261 aminoasit igeren
PSA’ dan 17 aminoasit i¢eren Oncii dizinin ayrilmasi ile inaktif proPSA olusur (Kumar ve
ark, 1997). ProPSA’ nin human kallikrein 2 (hK2) tarafindan kesilmesiyle ise 237
aminoasitlik aktif PSA olusur (Darson ve ark, 1997; Mikolajczyk ve ark, 2001). PSA
molekiiliiniin igeriginde 10 sistein tinitesi ve 5 disiilfid bagi bulunmaktadir. PSA enziminin
aktif bolgesinde histidin, aspartat, serin aminoasitleri yer almaktadir (Stamey ve ark,
1987). Prostat epitel hiicresinde sentezlenen proPSA ekzositoz yoluyla seminel liimene
salinir liimen icerisinde proPSA, aktif PSA’ ya doniisiir. Seminal s1v1 icerisinde aktif PSA
proteolize ugrayarak inaktif PSA’ ya doniisebilir. PSA ayrica kan dolasimina girer ve
dolasimdaki yiikselmesi prostat hastaliklarmin gostergesidir. Dolasimdaki PSA seviyesi,
prostatin biiyiikligii ile orantihidir ve ayrica BPH' de de yiikselebilir (Diamandis ve ark,
1997).
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2.5. interferonlar

Interferon ilk olarak Nogano ve Kojima tarafindan 1954’ te viriis 6nleyici bir faktor
olarak bulunmustur. 1957' de Ingiliz bakteriyolog Alick Isaacs ve Isvicreli mikrobiyolog
Jean Lindenmann tarafindan kesfedilmistir. Interferonlar o6zgiil hiicreler tarafindan
patojenlere karsi cevap olarak bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan iiretilir. Bir hiicrenin
viriis saldirisina ugramasi, interferon tiretimine iliskin depolanmis bilgiyi tastyan DNA’
sindaki bir geni aktif duruma getirir; hiicre bir siire sonra az miktarlarda interferon
iiretmeye baslar. Interferonlar antiviral ve antiproliferatif etkinlige sahiptirler. Interferonlar
viicut hiicrelerinin ¢ogunlugunca sentezlenir, belirli bir tiire 6zglidiir fakat insanlarin
tedavisinde kullanimi igin insan hiicrelerinden elde edilmesi gerekmektedir. Insan immiin
yanitta 6nemli rol oynar. Interferonlar dogal olarak olusan sinyal proteinleri ailesidir.
Viriisle enfekte olan hiicrelerden iiretilen interferonlar, enfekte olmamis hiicrelerin
reseptorlerine baglanarak bu hiicreleri uyarir ve bu viriise karst direng olusturmaktadir
(Ryff ve ark, 2007).

Interferonlarin hiicrelerdeki faaliyetlerini gdsterme yetenegi hiicre iizerindeki
interferonu taniyabilen reseptdrlerin varligina baglidir. interferon reseptérleri IFNARL,
IFNAR2 olmak iizere en az iki ayr1 alt birimden olusan tip I IFN ve tip II IFN reseptorleri
vardir. Tiim tip I interferonlar, tip I IFN reseptorii olarak bilinen insan hiicrelerinin
yiizeyinde ortak bir reseptore baglanir. Tip I IFN reseptori. IFNAR1 ve IFNAR2 alt
birimleri sirasiyla tirozin kinaz 2 (TYK?2) ve Janus aktive kinaz (JAK1) ile iligkilidir. IFN
gama, tip II IFN reseptorii olarak bilinen ayr1 bir hiicre yiizeyi reseptdriine baglanir. Bu
reseptor, sirastyla JAK1 ve JAK2 ile iliskili olan iki alt birim, IFNGR1 ve IFNGR2' den
olugur. Tip I IFN reseptori ile iliskili olan JAK' larin aktivasyonu, STAT2 ve STATI1' in

tirozin fosforilasyonu ile sonuglanir (Sekil 9).

Sekil 9. Tipl interferon reseptor kompleks modeli (Pestka ve ark, 2004).
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IFNa reseptor kompleksi, iki farkli zincirden, IFNaRl ve IFNaR2' den olusur.
Ligand IFNa, iki zincir kompleksine baglanan bir monomerdir. IFN-a' nin komplekse
girmesi tizerine, STAT2 IFNaR2' ye baglanir ve STATL1' i alir. STATI1 ve STAT?2 fosforile
edilir, niikleusa transloke edilir. IFNGR1 alt birimi, IFN gama reseptorleri durumunda
JAK1 ile birlesirken, JAK2, IFNGR?2 ile yapisal olarak birlesir. Reseptor aktivasyonu,
reseptor alt birimlerinin yeniden diizenlenmesi yoluyla ger¢eklesen tipl ve tipIl IFN aracili
sinyallemede ilk adimdir. Bunun ardindan otofosforilasyon ve ilgili JAK' larin
aktivasyonu, klasik JAK STAT sinyal yollariin aktivasyonu ile sonug¢lanir. Her sinyal
yolunun aktivasyonuna Ozgii transkripsiyon faktorlerinin {iretimi takip eder. Bu
transkripsiyon faktorleri ¢ekirdege translokasyon yapar ve IFN ile uyarilmis yanit
elemanlarina (ISRE) ve IFN-gama aktive edilmis bolgeye (GAS) elemanlarina baglanir
(Bach ve ark, 1997).

Hucre membram

Sitoplazma

MNukleus

I 7

%ﬁﬂ skripsiyon

Transkripsiyon faktoriern

Sekil 10. JAK/STAT yolunun aktivasyonu (Bowman ve ark, 2000).

2.5.1. interferonlarda Sinyal fletimi

Interferonlar aktivitelerini uygulamak igin hiicrelerin interferonun dis sinyalini
algilamasina izin verip daha sonra i¢ kisimda transfer 6zelligine sahiptir. Boylece hiicrenin
interferonla indiiklenebilir proteinleri tiretebildigi 6zgiil membran reseptorlerine baglanir.
Bir reseptor iki alt birimden olusur. Bir araya geldiginde, bu iki alt birim gergek interferon
reseptoriinii olusturur. Bunlar, bir ekstrastoplazmik bolgeye sahip transmembran proteinleri
ve hiicre iginde algilanan sinyal ile proteinlere baglanan belirli motifleri gdsteren

intrasitoplazmik bolgedir. Bu asamada, tirozin kalintilarini fosforile edebildikleri igin
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ozellikle 6nemli olan tirozin kinaz proteinleri vardir. Bu proteinler JAK’ lara aittir. Bu
kinaz aktivitesine sahip proteinler, STAT proteinleri olup sinyal doniistiiriiciileri olarak
sinyalin igeri girmesine izin verebilir. Ayn1 zamanda transkripsiyon aktivatorleridir ¢iinkii
bu proteinler reseptor, daha sonra interferonla indiiklenebilir genlerin transkripsiyonunu

baslatarak ¢ekirdege ulasincaya kadar ilerler (Schindler ve ark, 1995).
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Sekil 11. interferon reseptérleri ve klasik JAK-STAT yollarinm tip I ve tip 11
interferonlarla aktivasyonu (Platanias, 2005).

2.5.2. interferon Tipleri

Ug tiir interferon alfa (o), beta (B) ve gama (y) bulunmaktadir. Bu interferonlar iki
tip olarak simiflandirilmistir: Tip | alfa ve beta formlarii igerirken tip Il ise gama
formundan olusur. Tip I interferonlar, bir viriis tarafindan herhangi bir hiicre tarafindan
tiretilebilir. Tip II interferon sadece dogal oldiiriicti hiicreler ve T lenfositler tarafindan
salgilanir. Ayn1 zamanda tip I interferonlar siif 1 MHC molekiillerinin ifadesinde artisa
neden olur, Thl hiicrelerinin gelisimini uyararak bu NK hiicrelerinin parcalayici
aktivitesini arttirir. Tiim tip 1 interferonlar, hedef hiicrelerin ylizeyinde bulunan spesifik

reseptOrlerine baglanarak etkilerini gosterirler.
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interferon alfa

Interferon Beta

Sekil 12. Tip | interferonlarin (IFN'ler) serit diyagrami (Pestka ve ark, 2004).

2.5.2.1. Alfa interferonlar

Lokosit interferonu olarak da bilinmektedir. Lokositler bir viriis ile enfekte
oldugunda iiretilir. Insan kromozomu 9 ve murin kromozomu 4' ¢ baglanan 15 genden az
ve 9 psddogen tarafindan kodlanir. Onemli 6zelligi bu genlerin her birinin herhangi bir
intron igermemesidir (De Andrea ve ark, 2002). Bu sekilde olusturulan protein, ¢ok asidik
bir pH' ta kararli olan 166 amino asitten olusur. Alfa interferon, T-hiicresi olarak
adlandirilan hiicrelerin farklilasmasina neden olur. Lenfositlerin biiylimesini inhibe eder.
Alfa interferon NK hiicreleri ve makrofajlar lizerinde etki gosterebilir, boylece interferon
iretimini ve Ozellikle interlokin 1 {iretimini ve bunlarin proliferasyonunu arttirarak

dolagimdaki hiicre sayisini artirir (Jonasch ve ark, 2001).

2.5.2.2. Beta interferonlar

Interferon beta Isaacs ve Lindenmann tarafindan ilk kesfedilen interferon ve ilk
olarak gozlemlenen interferon tipidir. Fibroblast interferon olarak da bilinir ¢iinkii epitel
hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan viriislerin etkisi altinda {iretilir. Ayrica beta interferon,
insan kromozomu 9' a yerlestirilmis gen tarafindan kodlanir. Bu protein 166 amino grup
asitten olusur (Almeida ve ark, 2008).

2.5.2.3. Gama interferonlar

Gama interferon, tip II interferon olarak adlandirilan ayri bir alt sinifa aittir. Bu
bagisiklik interferon olarak adlandirilir. IFN gama genellikle bir dimer olarak bulunur ve

146 amino aside sahiptir. Insanlarin 12024.1 kromozomunda bulunan bir geni vardur.
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Interferon gama yapis1 IFN alfa veya IFN betadan tamamen farklidir. Gama interferon T4,
T8, NK ve graniillii hiicreler tarafindan olusturulur ve antijen ve mitojenlere etkin olur.
Interferon gama (IFN-y) mitojen etki sonucu antijenle uyarilmis T helper hiicrelerinden
salinir. T-hiicresi aktivitesini ve dogal Oldiiriicii hiicrelerin hiicresel yikim kapasitesini
arttirirlar. Bu Thl hiicreleri hiicresel bagisikliga dahil oldugundan, IFN gama hiicresel
bagisikligr arttirmaktadir. IFN gama, IFNGR adli reseptér kompleksine baglanarak etki
gosterir (Ank ve ark, 2006). IFN gama, l6kosit ¢ekiminin diizenlenmesi ve cesitli
bagisiklik hiicre tiplerinin olgunlasmasi, farklilasmasi ve biiyiimesinin diizenlenmesi
yoluyla bagisiklik tepkilerinin  diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. B-hiicresi
aktivasyonunu inhibe ederler. interferonda oldugu gibi sinif 1 histo-uyumluluk kompleks

hiicreleri, timor hiicrelerinin proliferasyonunu da azaltabilir (Jonasch ve ark, 2001).

Stat CD Sitosol niikleer @

translokasyonu
na salmimi

Sekil 13. Interferon-gama (IFN-g) reseptdr kompleksinin modeli (Pestka ve ark, 2004).

Tablo 3. Interferon tipleri.

INTERFERON BiYOKIMYASAL KAYNAK KROMOZOM ANA OZELLIK
TiP OZELLIKLER HUCRE

ALFA 166 aminoasit protein Makrofajlar 9 Antiviral etki
INTERFERON
BETA 166 aminoasit glikoprotein Fibroblastlar epitel 9 Antiproliferatif etki
INTERFERON hiicreleri
GAMA 146 aminoasit glikoprotein T lenfositleri 12 Immiinomodiilator
INTERFERON etki
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2.5.2.4. interferon etkileri

a. Viral enfeksiyonlara kars1 savunma 6zelligi gosterir.

b. MHC sinif I ve II reseptorii olusumunu artirip antijen sunumunu kolaylastirirlar.

¢. Immiin hiicreleri aktifleserek intorlokin sentezletir.

d. Hizl1 boliinen tiimdr hiicrelerinin ¢ogalmasini engeller.

e. Diisiik derisimlerde antikor olusumunu hizlandirir, yiiksek derisimlerde ise yavaslatir.
Interferon, diger hiicrelerde bulunan &zel reseptdrler tarafindan algilanir. Interferonun

antiviral aktivitesinin mekanizmasi interferon molekiiliiniin reseptoriine baglanmasi iki

enzim sistemini aktive eder.

1. Bir 2-5A sentetaz sistemi: Enzim aktive edildiginde, ATP ve ¢ift zincirli RNA
varhiginda 2-5A sentezlenir. 2-5A, viral mMRNA' y1 indirgemek, bdylece viral protein
sentezini inhibe etmek i¢in endoniikleaz aktive eder.

2. Protein kinaz (PKR): Cift zincirli RNA varliginda aktive olur. Protein zincirlerinin
sentezini baglatmak igin gerekli olan baslangi¢ faktorii-2alfa fosforile eder. Boylece
protein sentezini baslatmasin1 onleyerek viral proliferasyonu inhibe eder. Interferon,
enfekte hiicrelerde viral proliferasyonu inhibe etmek i¢in makrofajlar, NK aktivitelerini
arttirr (Sekil 14).

=T Viriis Enfeksiyogu Enfekte oi.muf.;‘, -_w.ral proliferasyonun inhibisyonu
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Sekil 14. Interferonun antiviral etkisi (Imanishi, 2004).
Interferon, tiimér hiicrelerinin ¢ogalmasmi dogrudan inhibe eder. NK hiicreleri

dogal bagisiklikta calisan sitotoksik lenfositlerdir. IFN-NK sistemi tiimorlere karsi konak

savunmasindan etkilenir. Boylece timor metastazini inhibe etmektedir (Sekil 15).
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Sekil 15. Interferon NK sistem (Imanishi, 2004).

2.5.2.5. Interferon etkisinin molekiiler ve fizyolojik temeli

1. Interferon-Reseptdr Etkilesimi; Interferonun hiicrelerle etkilesimi, interferon
molekiiliinlin hiicre zar1 yiizeyinde bulunan kendine 6zgii reseptorlere baglanmasi ile
olur (Stanton ve ark, 1987).

2. Interferon ile Aktive edilmis Durumun Hiicreler Arasi Transferi; Interferon ile uyarilmis
hiicreler, uyarilmamis hiicrelere antiviral aktiviteyi transfer edebilme yetenegi elde
ederler bu transferin olabilmesi i¢in ise hiicreye temas gereklidir (Stanton ve ark, 1987).

3. Hiicre I¢i biyokimyasal Etkiler; Interferon hiicre yiizeyindeki kendine dzgii reseptorlere

baglanarak ikincil hiicre sinyal molekiillerini etkiler.

2.5.3. interferona Maruz Kalan Hiicrelerdeki Biyokimyasal Degisiklikler

1. Proteinkinaz Yolu: Interferon, inaktif proteinkinazi aktive eder. Aktif protein kinaz,
peptid zincir elf-2 fosforile ederek inaktivasyonuna neden olarak protein sentezi
bozulur.

2. Niikleaz Yolu: IFN 2'-5' oligoadenilat sentezini indiikleyerek RNA’ y1 par¢alamak {izere
endoriboniikleaz aktive edilir. RNA parcalanmasi ile protein sentezi engellenir.

3. M-RNA Metilasyon Yolu: Interferon, mRNA metilasyonu islemi inhibisyonu

konakginin tiimor hiicrelerinde protein sentezini inhibe eder (Stanton ve ark, 1987).

2.6. Inteferon Diizenleyici Faktorler

Interferonlarin ifadesi IRF’ ler tarafindan kontrol edilir. Memelilerde 9 iiyeden

olusur. IRF1’ in bulunmasinin ardindan 9 ¢esit IRF ailesi bulunmustur (Sekil 16). IRF
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ailesi, IRF1, IRF2, IRF3, IRF4, IRF5, IRF6, IRF7, IRF8 (ICSBP) ve IRF9 (ISGF3Y),
1980” lerin sonunda Tip | interferon arastirmalar1 sonucunda tespit edilmistir (Tamura ve
ark, 2008). Interferon diizenleyici faktorlerin (IRF) ailesi, ¢esitli ¢evresel stresleri algilayan
transkripsiyon faktorleri olarak gosterilmistir (Sato ve ark, 2001).

Interferon diizenleyici faktdrler, korunmus N-terminal DNA baglama alani i¢inde
onemli bir homolojiye sahiptir. Tiim IRF' ler, N-terminalinde korunmus bir triptofan
pentad iceren bir DNA baglanma alani barindirir. Ayrica IAD1 veya IAD2 olarak
adlandirilan bir IRF aktivasyon alani igerirler. Mevcut diger alanlar bir nikleer
lokalizasyon sinyali (NLS), niikleer ihracat sinyali (NIS) bir inhibitor alan ve bir
diizenleyici alandir. IRF' ler, hedef genlerin promotorlerine baglanarak biyolojik

aktivitelerine aracilik eder.
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Sekil 16. Farkli fonksiyonel alanlar gosteren tam boy insan IRF' lerinin sematik gdsterim

(Cherrie ve ark, 2018).

IRF tyeleri ii¢ kategoriye ayrilmaktadir (Miyamoto ve ark, 1988):
1. Antionkogenik IRF (IRF1, IRF8 ve IRF5)
2. Onkogenik IRF (IRF2 ve IRF4)
3. Viral onkogenik IRF

Hiicresel IRF (IRF1, IRF2, IRF3, IRF4) aktive edilmis T hiicrelerinde sekans
baglama proteini; IRF ailesinin lenfoid 6zgiil tiyesi IRF5, IRF6, IRF7, IRF8 ve IRF9 ifade
edilmistir. IRF' ler, paylasilmis N-terminali DNA baglanma alan1 (DBD) araciligiyla iki
GAAA tekrarindan olusan interferon uyarilmig yanit elementi (ISRE) motiflerine baglanir
(Tanaka ve ark, 1993). IRF' lerin dordiinde, tip | IFN' lerin indiiksiyonunda g¢ekirdek
molekiiler olarak yer almistir: IRF1, IRF3, IRF5 ve IRF7. IRF' ler, patojen iligkili
molekiiler modellere (PAMP) yanit olarak Toll benzeri reseptorler (TLR) ve sitosolik PRR'
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ler dahil olmak iizere ¢esitli desen tanima reseptdrlerine (PRR) yanit olarak aktive edilir.
Toll-benzeri reseptorler, dogustan gelen bagisiklikta Onemli bir rol oynayan bir
transmembran reseptorii ailesidir. TLR' ler, bakteriler, viriisler, mantarlar ve parazitlerden
tiiretilen yiiksek oranda korunmus bilesenler olan patojenle iliskili molekiiler paternleri
(PAMP' ler) taniyarak patojenleri dnlemektedir (Janeway, 1989; Takeda ve ark, 2003).
Insanda 10 TLR tespit edilmistir. TLR1s, TLR2, TLR4, TLR5 ve TLR6 hiicre yiizeyi
tizerinde ifade edilir. TLR sinyallemesi durumunda, ligandin reseptore baglanmasi yoluyla
aktivasyon gerceklesir, bu da adaptor proteinlerini hemen alan bir konformasyon
degisikligine yol agar (Tamura ve ark, 2008; Ban ve ark, 2016).

IRF1 ve IRFS5, tiimor baskilayici aktiviteye sahiptir (Mori ve ark, 2002; Barnes ve
ark, 2003). IRF' lerin fosforilasyonu tip I IFN' lerin ekspresyonunu ortaya c¢ikardiklar
cekirdege translokasyonu baslatir (Yanai ve ark, 2007). Makrofajlarin dinamik olarak
degisime cevap verme kapasitesi, sadece uyaranlara ve reaktif transkripsiyon faktorlerine
bagl olmayip, ayn1 zamanda yanit veren hiicrenin kromatin durumuna da baghdir. ilk
olarak NFKkB' nin baz1 genlere ¢ok hizli baglanabildigini ortaya ¢ikarmistir (Saccani ve ark,
2001).

DNA, cekirdek histon alt birimleri (HI, H2a, H2b, H3 ve H4) i¢in dogal bir
afiniteye sahiptir ve  DNA' nin etrafinda sarilmasindan zarar gormesini engelleyen
niikleozomlar etrafinda paketlenmesine izin verir. Cis diizenleyici bdlgeler, niikleozomlar
icin artan bir afiniteye sahiptir. SRG' lerdeki promotérler, artmis kromatin erisilebilirligi ve
transkripsiyonu i¢in niikleozom yeniden modelleme ve protein sentezine bagimlidirlar
(Ramirez-Carrozzi ve ark, 2009). IRF5, LPS uyarilmasimin bir sonucu olarak hizli bir
sekilde uyarilan PRG' lerin (TNF ve IL1a gibi) ve SRG' lere (IL6, IL12b) promotorlerine
baglanir ve bu da Polll' nin ise alminda biiyiik artiglara yol agar (Krausgruber ve ark,
2011).

Bir¢ok interferon diizenleyici faktorler, patojenlere karsi yanit olusumunda, gen
ifadesinin, hiicre dongiisiiniin ve apoptozun diizenlenmesinde rol oynar (Takaoka ve ark,
2008). Bu ailenin proteinleri spesifik bir DNA-baglayici alanin1 paylagir. Bu alanda
triptofan uglar1 DNA ile temas ettiginde hidrofobik bir alan olusturur. Bu alan bes adet
yiiksek korunumlu triptofan tekrarlariyla ilk 115 aminoaside karakterize edilmistir. Tiim
IRF’ ler arasinda ortak olan alan Helix-Helix yapist olusturarak, IFN tarafindan uyarilan
genlerin promotor bdlgesinde yer alan IFN ile uyarilan diizenleyici element (ISRE)
bolgesine baglanmaktadir (Lowther ve ark, 1999).

IRF molekiillerinin IRF baglant1 alan1 (IAD) olarak da bilinen C-terminal bolgeleri
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DBD’ ye gore daha az korunuyor olsa da IRF iiyelerinin bazilari, IRF3, IRF5, IRF7 bu
bolgede benzerlik gostermektedir (Yoneyama ve ark, 1998). IRF1 ve IRF2 disinda IRF
proteinlerinin C-terminali diger transkripsiyon faktorleri ile etkilesimlerden sorumludur.
Bu etkilesimler de IRF’ lerin ¢ekirdege tasinmalarina yardimer olur (Higgs ve ark, 2008;
Takoako ve ark, 2008). IRF aile iiyeleri immiin yanitta, hiicre farklilagmasinda ve timor
baskilamayi bigimlendirme de rol oynamaktadir (Lowther ve ark, 1999; Lin ve ark, 1999).

2.6.1. IRF5

IRF ailesi, genel olarak hem heterodimerlerin olusumunda hem de diger ilgili
olmayan proteinlerle etkilesimlerinde hedef genlerin transkripsiyonunu yiiriitmek igin ortak
faktorler ile birlikte gorev alir. IRFS, iki niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) icerir. IRF5
fosforilasyonu, 5 ' NLS' de ortaya ¢ikar. Niikleer translokasyona ve aktif hiicrelerde IRFS5'
in tutulmasina aracilik eder (Barnes ve ark, 2002). Aktif hale getirildikten sonra IRF5,
transkripsiyona aracilik ettigi ¢ekirdege wulasir. IRF5, proinflamatuar genlerin
ekspresyonunu harekete gegirerek, TLR sinyallemesinin akis asagisinda makrofaj
inflamatuar yanitlarii diizenleyen bir anahtar transkripsiyon faktoriidiir. Insanlarda, IRFS
geni, 7q32 kromozomunda yer alir ve her biri bir alternatif promotor kodlayan 3 varyant
(ekson 1A, 1B ve 1C) olan 5 UTR' de kodlayan ekzonlar arti bir kodlayici olmayan
ekzondan olusur (Mancl ve ark, 2005). IRF5 transkriptlerinin ¢ogunlugu, viriisle enfekte
olmus hiicrelerde uyarilan bir IRF baglama bolgesi igeren ekson 1A' dan tiiretilir (Mancl ve
ark, 2005). IRF5 lokusu diger IRF aile iiyeleri tarafindan diizenlenir. IRF5 geninin bir
baska ozelligi, ekson 1A ve 1B tarafindan kodlanan promotor bdlgesini kapsayan giiclii
700bp CpG adasidir. Memeli gen promotorlarimin yaklasitk % 70’ 1 CpG adalar
bulundurur. Bu tir GC bakimindan zengin bdolgeler agirlikli olarak metillenmemis ve
transkripsiyon baslatma ile iliskilidir (Saxonov ve ark, 2006). CpG adasi, 6zellikle gelisim
sirasinda metillenmesi, transkripsiyon faktorii baglanmasinin dogrudan inhibisyonuna bagl
olarak, iliskili promotdriin susturulmasina yol agar. CpG adalart DNA’ nin niikleozomlara
baglanmasini sinirlar, baglanma i¢in transkripsiyon faktorleri ile rekabet eder (Ramirez-
Carrozzi ve ark, 2009; Fenouil ve ark, 2012). IRF5’ in 9 bilinen izoformu bulunmaktadir,
IRF5’ in izoformlari insan kanserlerinde bulunmustur (Mancl ve ark, 2005). IRF5,
monositler, makrofajlar, B hiicreleri ve dendritik hiicrelerde ifade edilir (I1zaguirre ve ark,
2003; Barnes ve ark, 2004). IRF5 aktivasyonu, TLR7 ve TLR8 yolunun asagi akiginda
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meydana gelir ve TLR' lerin uyarilmasi NFkB, MAPK' lar, Jun N-terminal kinazlar (JNK'
ler), p38 ve ERK’ lerin yani sira interferon diizenleyici faktoriin (IRF3, IRF5 ve IRF7)
sinyal yollarinin aktivasyonuna yol acar. Apoptoz, gelisim boyunca ve konak savunmasi
sirasinda ortaya ¢ikan hiicre i¢i intihar stirecidir. Sonugta, IRF5' in proinflamatuar tiimor
baskilayicisinda ve B-hiicresi gelisiminde kilit rol oynar. Bu nedenle IRF5 ekspresyonunun
diizensizligi, otoimmiin hastalik ile iliskili oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Izaguirre ve ark,

2003; Barnes ve ark, 2004).
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Sekil 17. IRF” lerin stres sensorleri oldugunu gosteren sema (Zhao ve ark, 2015).

2.7. Transkripsiyon Faktorleri

Tiim organizmalarda transkripsiyon diizenleyicisinin 6zgilliigii gen ekspresyon
sisteminin elementleri olan transkripsiyon faktorlerin, DNA’ nin cis diizenleyici bolgeleri
(CRR) ile etkilesime girme yetenegine baglidir. Insan genomunun % 5’ i transkripsiyon
faktorlerini sifreler. Genel transkripsiyon faktorleri ve 6zel transkripsiyon faktorleri olmak
tizere ikiye ayrilir. Genel transkripsiyon faktorleri bazal transkripsiyon i¢in gerekli olurken
Ozgiil transkripsiyon faktorleri enhancerlar, upstream faktorler ve aktivatorlerdir. Genlerin
transkripsiyonunun regiilasyonu i¢cin DNA iizerinde belirli bir diziye baglanabilen
proteinler o diziye 6zgiin DNA baglanma proteini olarak adlandirilir (Latchman, 1997,
Karin, 1990).

Transkripsiyon baglama, uzama ve sonlanma agamalarindan olusur. Transkripsiyon
faktorlerinin sentezinde once bir gen RNA' ya ¢evrilip yazilir, daha sonra RNA proteine

cevrilir. Transkripsiyon faktorleri kendi kendilerini denetleme ozelligine sahiptirler.
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Transkripsiyon sonrast RNA islemesi ise uglarda islenme 5° cap ve poliA kuyrugu
eklemesi, modifikasyon tRNA eklenmesi ve RNA splicing asamalarindan geger.
Transkripsiyon faktorleri tek basina ya da bir komplekste yer alan baska proteinlerle
birlikte RNA polimeraz araciligiyla bir genin transkripsiyonunu kolaylastirarak aktivator
olarak olarak rol alirlar. (Roeder, 1996). Transkripsiyon faktorleri DNA'daki genetik
bilgiyi okuyup yorumlayan protein gruplarindan biridir. DNA' ya baglanarak gen
transkripsiyonunu ya artirirlar ya da azaltirlar. Okaryotlarda transkripsiyon faktorleri
cekirdekte okunur sonra sitoplazmaya tasmir. Transkripsiyon faktorleri sitoplazmadan
cekirdege gecebilmek icin Once bir liganda baglanmak zorundadirlar. Ligandlar
transkripsiyon faktorlerinin etkin hale gegebilmesi i¢in DNA’ da baska kofaktorlere
baglanmaktadir. Ornegin, STAT proteinleri transkripsiyon faktorlerinin DNA' ya
baglanmalar1 i¢in 6nce fosforile olmalari gerekir. DNA baglanma bolgesi dkaryotlarda
heterokromatinde yer alir. Heterokromatin kromozomun i¢ ige gegmis oldugu bolgelerdir.
Heterokromatindeki DNA' ya ¢ogu transkripsiyon faktorii tarafindan erisilemez haldedir.
Transkripsiyon faktoriiniin  DNA' ya baglanabilmesi ic¢in heterokromatinin histon
modifikasyonlar1 ile o6kromatine donistiiriilmesi gerekmektedir. Bu transkripsiyon
faktorleri de transkripsiyon baslama oncesi RNA polimerazin baglanmasini saglarlar.
Okaryotlarda transkripsiyonun gerceklesmesi icin genel transkripsiyon faktorlerine ihtiyag
vardir. Bu faktorlerin ¢ogu dogrudan DNA' ya bagl olmadigi halde RNA polimeraz ile
dogrudan etkilesirler. Bunlarin en onemlileri TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIE, TFIIF ve
TFIIH' dir. Bakteriyel TF’ ler daha kisa sekanslari tanir. Bu kisa motifler okaryotik
genomlarda bir¢ok kez ortaya cikabilir. TF’ ler yaygin islevsel olmayan baglanma sergiler.
Uyarilara tepki veren bu transkripsiyon faktorleri, ilgili genleri calistirirlar veya
durdururlar, bu durum hiicre morfolojisinde gerekli olan degisiklikleri miimkiin kilar. Cogu
transkripsiyon faktorii, 6zellikle onkogen veya tiimor baskilayicilart hiicre dongiisiini
diizenlerler. Bunun bir 6rnegi hiicre biiylimesi ve apoptozda oénemli rol oynayan Myc
onkogenidir. Nanog, OCT4, SOX2, Klf4, c-myc pluripotensiden sorumlu transkripsiyon
faktorleridir. Embriyonik kok hiicrelerinin pluripotentliginin saglanmasinda rol oynar. Bu
genlerin her birinin transkripsiyonunun eksikliginde pluripotentlik saglanmaz ve erken
embriyonik 6liim gergeklesir (Nichols ve ark, 1998; Mitsui ve ark, 2003; Avilion ve ark,
2003).
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2.7.1. c-Myc

Myc, hiicre biliylimesi ve ¢ogalmasinda rol oynayan genleri diizenleyen Myc
transkripsiyon faktoriinii kodlar (Dang, 2012). C-myc asir1 ekspresyonu prostat kanseri
gelisimini destekler. Tiimorlerde yiiksek aktivasyona sahip bir onkogendir. Diisiik diizeyde
regiile edilmis myc, tek basina proliferasyona neden olurken yliksek seviyelerde myc asiri
ekspresyonu, hiicresel apoptoza yol agan tiimor baskilayici mekanizmalarini aktive etmek
i¢in gereklidir (Murphy ve ark, 2008). C-myc onkogen genellikle prostat kanserinde yukar1
regiile edilir ve c-myc upregiilasyonu liganddan bagimsiz prostat kanseri hiicresi

sagkalimini destekler (Bernard ve ark, 2003).

2.7.2.0CT4

OCT4, embriyonik kok hiicrelerin pluripotensi 6zelliginin siirdiiriillmesinde rol
oynayan proteindir ve hiicrelerin teshisinde en iyi bilinenidir. DNA’ da ATTTGCAT
oktomerini tanima 6zelligi olan transkripsiyon faktoriidiir. OCT4 transkripsiyon faktorti,
insanda POUS5f1 geni ile kodlanir. Embriyonik kdk hiicrelerin gelisiminde OCT4’ iin ifade
seviyesinin 3 6nemli etkisi vardir: OCT4 ifadesindeki artig, hiicrelerin primitif endoderm
ve mezoderm yoniinde farklilasmasina neden olmaktadir. OCT4, erken embriyoda hiicre
kaderi diizenlenmesi i¢in gereklidir, i¢ hiicre kiitlesinde (ICM) eksprese edilir, farklilagma
siiresi boyunca ekspresyonu azalir ve trofoblast hiicrelerine farklilasma tizerine diizenlenir.
Ifadesinin baskilanmas1 veya eksik ifadelenmesi durumunda hiicrelerin pluripotentlik
ozellikleri kaybolmakta ve sonucta bu hiicreler trofektoderm yoniinde farklilagmaktadir
(Wu ve ark, 2014). Embriyonun ig¢ hiicre kitlesi hiicrelerinin gelisimi i¢in de ifade olmasi
gerekmektedir. OCT4 protein seviyesi gastrulasyon asamasinda belirli seviyelerde
seyreder. Endoderm hiicreleri farklilagsmaya ve ektoderme go¢ etmeye basladiklarinda, bu
hiicrelerin OCT4 protein seviyeleri gegici olarak artar. Daha sonra OCT4 gen ekspresyonu
endoderm ve epiblast hiicrelerinde baskilanir. OCT4 farklilasmis hiicrelerde eksprese

olmaz (Niwa ve ark, 2000).
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2.7.3. KIf4 (Kriippel-Like Factor 4)

Hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi, gelisimi ve apoptozu olmak iizere pek cok
biyolojik aktivitenin devamini saglar. KIf4 ve KIf2 ise; EKH’ lerin pluripotensin
saglanmasindan sorumlu Nanog, myc gibi bagka transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonlarini diizenlerler. Etkiledigi gen yiiksek seviyede ifade edildiginde hiicre
boliinmesi baskilanir. KIf gen ailesi tek baslarina EKH’ lerin kendilerini yenileme

kapasitelerinde etkin rol oynamamaktadir (Parisi ve ark, 2008).

2.7.4. Nanog

Nanog proteini, hiicrenin niikleer bilesenine yerlesmis, 305 aminoasit igeren DNA
baglanmasini1  kolaylastiran bir protein olup EKH’ lerin, pluripotent 6zelligini
etkilemektedir. in vitro olarak farklilasmanin engellenmesinde rol oynar (Cavaleri ve ark,
2009). Nanog, OCT4 ve SOX2 birlikte iPKH’ leri olusturmak i¢in kullanilir. Bu gen insan
embriyonik kok hiicreleri ve embriyonik germ hiicreleri gibi farklilagmamis hiicrelerinde
eksprese olurken; testis, over gibi farklilagmis hiicrelerde de saptanmistir. Nanog geninin
eksprese olmamasi sonucu EKH” ler kendi kendini yenileme ozelliklerini kaybederler. Bu
durum EKH’ lerin ekstraembriyonik doku hiicrelerine doniismelerini indiikler (Mitsui ve

ark, 2003).

A7A Sox2

Octams Kifa o2, ~ VP
g L o Kendini Yenileme

="s c-Myc
/ .7 Nanog #%4
—_— —a

Farklilagmis Huicre R Es iPSC

Sekil 18 Programlama islemi sirasinda Nanog ihtiyaci.
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Sekil 19. Nanog pluripotent kok hiicrelerde kendini yenileme ve farklilasma semasi (Zhang
ve ark, 2016).

2.7.5. SOX Ailesinin Kesfi

Sry' nin erkek belirleyici bir gen olarak tanimlanmigtir. SOX geni ailesi lizerine
yapilan arastirmalar memeli testis determinasyon Sry faktorlinlin seminal kesfiyle
baslamistir. Bu durum da embriyonik gelisimin genetik diizenlemesi alaninda da bir atilim
olmustur. Bu kesiften kisa bir siire sonra, Sry' ye benzer Yiiksek Hareketlilik Grubu
(HMG) sekanslarini paylasan birgok gen, genomda tanimlanmis ve embriyolarda eksprese
olduklart bulunmustur. Sry DNA’ ya diziye 6zgii sekilde baglanan HMG alani tagir
(Sinclair ve ark, 1990). Sry’ nin HMG alanina yiiksek aminoasit benzerligine sahip bir
HMG alan1 igeren proteinlere SOX proteinleri denir (Sekil 22). SOX HMG yapilari, hem
X-1s1m1 kristalografisi hem de NMR kullanilarak yiiksek c¢oziiniirliikte calisilmistir.
Omurgalilarda temelde B, C, D, E ve F seklinde siiflandirilmis ve tanimlanmis 21 farkh
SOX geni vardir (Bowles ve ark, 2000; Schnitzler ve ark, 2014). SOX ailesi, gelisimsel ve
kok hiicre biyolojisindeki Onemini gosteren bir grup iliskili transkripsiyon faktoriidiir.
SOX2' nin HMG domaini tiirler arasinda arasinda olduk¢a korunmustur. SOX14 ve
SOX21' i iceren SOXB2 proteinleri, SOXB1 proteinlerine benzer bir HMG alanina sahip
olmakla kalmaz, ayn1 zamanda bunlarla birlikte B homolojisi olarak bilinen kisa bir bazik
amino asit sekansini paylasirlar. SOXB2 proteinleri C-terminali dizisinde bir baski alanina
sahiptir (Kamachi ve ark, 2000). SOXC, SOXE ve SOXF gruplari, SOXBI1 proteinlerine
benzer olan, HMG alanlar1 ve C-terminal bolgesinde bir aktivasyon alani olan toplam 300-
500 amino asit uzunlugunda protein diizenlenisine sahiptir. SOXE proteinleri ayrica HMG
alaninin N-terminal tarafinda bir kendinden dimerizasyon alani igerir (Bernard ve ark,

2003; Stolt ve ark, 2010).
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Sekil 20. SOX2 protein alanlar1 (Weina ve ark, 2014).

SOX proteinleri, ATTGTT' ye veya ilgili sekans motiflerine, ii¢ a-helikazdan
olusan HMG alaniyla baglanabilir. Bu baglanma, HMG alaninin, mindr olugu genisleten
ve DNA' nin ana oluga dogru biikiilmesine neden olan DNA' nin kiigiik olugu ile etkilesimi
ile belirlenir (Reményi ve ark, 2003). SOXA grubu, memeli Y kromozomlarinda kodlanan
sadece Sry igerir. SOXB grubu iki alt gruba ayrilmigtir. SOXB1, SOX1, SOX2 ve SOX3'i
icerir (Sekil 21). Bu aile tiyeleri, kisa N terminal sekanslarina, ardindan HMG alan1 ve
HMG alanindan sonra uzun C-terminal sekanslarma sahiptir. SOX proteinlerinin, erken
embriyonik durumlar (SOX1, SOX2 ve SOX3), ektoderm (SOX2), endoderm (SOX?7,
SOX17 ve SOX18) ve kondrojenik gelisim (SOXS5, SOX6 ve SOX9) gibi tiim ydnlere
katildig bilinmektedir (Sekil 22).

MN-Terminal HMG Alany i : Protei Elzon Eromozomda
Allm i t ] C-Terminal Alam I Biﬂh — Yeri
soa [ | | N N HN H | a1 13434
SOKE I:Il | I J 31T aa 1 Bqie
sos [T W 11 dom

Sekil 21. SOXBI1 grubunun ii¢ ana alan1 (Weina ve ark, 2014).
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Sekil 22. SOX proteinlerinin alan yapilar1 (Kamachi ve ark, 2013).

2.7.5.1. SOX2

1994' te SOX ailesi tliyelerinden biri olan SOX2 geni, insanlarda kesfedilmistir.
SOX2, SOX2 overlapping transcript (SOX20T) adi verilen baska bir genin intronu iginde
yer alir ve tek ekzondan olusur (Fantes ve ark, 2003; Grzybowska, 2012). SOX2 geni,
3026.3 — 927 kromozomunda bulunur, SOXB1 grubuna aittir. SOX2 proteini, 317 amino
asitten olusan 34.3 kDa agirliginda bir transkripsiyon faktoriidiir. SOX2, {i¢ ana alandan
olusur: Amino ucu, karboksil ucu ve HMG olmak iizere ii¢ bolgeden olusur (Sekil 20).

HMG bolgesi tiirlerde evrimsel olarak korunmustur, bu bdlge SOX2’ nin diger
proteinlere ve DNA’ ya baglanma bolgesidir. Amino ucunda hedef genlerin aktivasyonu ya
da baskilanmasimna yol agan promotor baglanmasindan sorumlu olarak is goren
transaktivasyon bolgesi bulunur (Sinclair ve ark, 1990; Schepers ve ark, 2002). SOX2,
hiicre farklilasmasiin ve embriyo gelisiminin diizenlenmesinde rol oynar (Takahashi ve
ark, 2006). OCT4 ve Nanog ile birlikte, insan embriyo hiicrelerinde bazi hedef genlerin
ifadesini diizenlemektedir. SOX2’ nin transkripsiyonel diizeyde aktivasyonu i¢in Nanog,
OCT4 gibi diger pluripotensi elemanlari ile DNA’ ya baglanmasi gerekmektedir (Kamachi
ve ark, 2000). SOX2 ekspresyonu oositte baslar, iki hiicreli embriyoda goriiliir, 4 ve 8
hiicreli asamalardan morula evresine kadar ekspresyonu artarak devam eder (Avilion ve
ark, 2003; Keramari ve ark, 2010). Morula ve blastosist gibi erken embriyonik safhalarda,
germ hiicrelerinde ve epiblastta ifade edilir. Embriyo gelisiminde SOX2 geninin ifadesinin
baskilanmast durumunda embriyolar yok olur. Trofektodermal ve kismen endodermal
farklilasmay1 engelleyerek EKH’ lerin pluripotansiyel 06zelliginin siirdiiriilmesinde
gereklidir (Adachi ve ark, 2010). SOX2’ nin en onemli gorevlerinden biri de OCT4
ekspresyonunu regiile etmesidir. SOX2’ nin farelerde artist EKH’ lerin ¢esitli hiicre
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tiplerine doniisiimiine, ndronal farklilasmaya ya da kitlesel hiicre dliimlerine yol agarken
(Zhao ve ark, 2004; Kopp ve ark, 2008); insanda artis1 trofektoderm soyuna ait hiicrelere

doniistimiinii saglar (Adachi ve ark, 2010).

Sox Partner Farthner
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Etkilesim vok Transkripstvonal Aktivasvon Etklesim yok

| = @¢

Sekil 23. SOX proteinin transkripsiyon faktorleriyle aktivasyonunu gosteren sekil
(Kamachi ve ark, 2013).

2.7.5.2. Kanserde SOX2 diizensizligi

Diizensiz ifadelenen SOX2 c¢esitli sinyal yolaklarini etkileyerek pek ¢ok tlimér olusumu,
ilerlemesi ile iliskili bir onkogen olarak etki gosterdigi gosterilmistir (Matsuoka ve ark,
2012). Insanda glioblastomadan tiiretilen tiimdr baslatici hiicrelerde SOX2’ nin
etkisizlestirilmesi, hiicre c¢ogalmasinin inhibisyonuna, SOX2’ nin tiimoér baglatan
hiicrelerde kendini yenileme yeteneginin siirdiiriilmesinde rol oynadigin1 gostermektedir.
SOX2 ayrica prostat kanser hiicrelerinin proliferasyonunda rol oynamaktadir. SOX2 ¢ogu
insan tlimor tipinde asirt ifade edilmektedir. SOX2 susturulmasi proliferasyonun, timor

tiimorijenitesinin kaybina neden olmaktadir.
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Sekil 24. SOX2 proteini kanser hiicresi lizerinde etkileri.

2.7.5.3. Implantasyon 6ncesi gelisim ve pluripotenside SOX2

SOX2, erken bolinme asamalarindan zigotik olarak eksprese edilir ve
preimplantasyon blastosistlerinde hem i¢ hiicre kiitlesi hem de trofektodermde giiclii bir
sekilde ifade edilmektedir. Blastosist i¢inde trofektoderm (TE) ve i¢ hiicre kitlesi (ICM)
olusumu memeli embriyosundaki ilk soy belirtimidir (Rossant ve ark, 2009). SOX2
baslangigta hem ICM’ de hemde TE’ de bulunur, daha sonra da ICM ile sinirlidir (Avilion
ve ark, 2003). Ozellikle bu faktdrler tarafindan baglanan hedef genlerin biiyiik bir kismi
OCT4 / SOX2 konsensus baglanma bdlgelerini icerir (Tomioka ve ark, 2002; Masui ve
ark, 2007). Bu durum SOX2’ nin DNA’ ya etkili bir sekilde baglanmak i¢in OCT4 ile is
birligi i¢inde oldugunu gostermektedir.

Kendiliginden yenilenen pluripotent kok hiicreler, postimplantasyon embriyonik
5.5 gilinlik embriyolarinin epiblastindan tiiretilebilir ve epiblast kok hiicreleri (EpiSCs)
olarak adlandirilir. Bu kiiltiirlenmis pluripotent hiicreler, ektopik olarak bobrek kapsiilleri
igine asilandiginda teratokarsinoma olusturma kapasitesini korurlar, fakat ES hiicrelerinden

farkli olarak, gelismekte olan blastosiste katkida bulunma kabiliyetleri yoktur. ES
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hiicrelerinin korunmasi, ¢ekirdek pluripotensi transkripsiyon faktorleri OCT4, SOX2 ve
Nanog' un ifadesi her iki hiicre tipi i¢in ortaktir. Bununla birlikte, SOX2 ve Nanog
transkript seviyeleri, ES hiicreleri ile karsilastirildiginda EpiSC' lerde azalir (Tesar ve ark,
2007; Brons ve ark, 2007; Guo ve ark, 2010; Zhang ve ark, 2010b; Greber ve ark, 2010).
ES hiicrelerinin EpiSC kosullarinda farklilastigi durumlarda, bir hedef gen gelistiricilerin
bir alt kiimesine OCT4 baglanmasinin yeniden yer degistirmesi vardir (Buecker ve ark,
2014).

2.7.5.4. Fetal gelisimde SOX2

Embriyonun gastrulasyondan sonra SOX2 ifadesi néroektoderm, duyu plazmalari,
bagirsak endodermleri ile sinirlandirilir (Avilion ve ark, 2003). SOX2 eksikligi erken
implantasyon sonrasi oliimciilliige neden olmaktadir. SOX2’ nin vitro olarak noral soya
dogru ESC farklilagmasinin ilk agamalarinda ifade edilir, SOX2 fetal progenitor hiicrelerin
cogalmasini ve farklilagmasini kontrol ederek gelismekte olan merkezi ve periferik
sistemde rol oynamaya devam etmektedir (Stolt ve ark, 2010).

Endodermin organ spesifikasyonunda rol oynar. SOX2 diizeylerinde ciddi azalma
0zofagusun trake doniismesine yol acarak gelecekteki trake 6zofagusun ayrilmamasina
neden olur. SOX2 delesyonunun hiicre proliferasyonu iizerinde etkisi néral progenitor
SOX2 delesyonu iizerine hiicre dongiisiinden ¢ikarken trake, dil ve 6zofagus gibi hiicre
proliferasyonunda degisiklik olmadan degistirilmis farklilagsma programlar sergiler (Sekil
25).
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Sekil 25. Pluripotent, Fetal ve Yetiskin Progenitdr ve Kok Hiicrelerdeki SOX2 Ifadesi
(Abby ve ark, 2013).
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2.7.5.5. SOX Protein ifadesinin ve aktivitesinin diizenlenmesi

SOX aktivitesi ¢oklu seviyelerde diizenlenebilir. SOX proteinleri islevlerini
ortaya ¢ikarmak i¢in ortak faktorlerle birlikte ¢alisir. SOX ekspresyonu ayrica miRNA' lar
tarafindan  transkripsiyonel — olarak  diizenlenir. SOX2 translasyon  sonrasi
modifikasyonlarinin meydana gelebilecegi bolgeler, iki kisa amino asit uzanimi i¢inde yer
alir: biri HMG domaininde ve digeri C-terminal domaininde, bu modifikasyonlarin
birbiriyle rekabet edebilecegini diisiindiirmektedir. Ornegin, SOX2 iki bolgede fosforile
edilir. AKT kinazlar tarafindan HMG alaninda bir treoninin fosforilasyonu, ubikuitin

aracil1 proteolizi inhibe ederek protein kararliligini arttirir (Jeong ve ark, 2008).

2.7.5.6. Kok hiicre biyolojsinde diger SOX faktorlerinin katilimi

SOX2 gibi SOXE grubu iiyesi SOX9, ¢esitli endoderm ve ektodermden olusan
dokularda eksprese edilir. SOX9 ekspresyonu insan memesinin tiimorojenik, metastaz
edici yeteneklerini artirir. SOX9’ un SOXE grubunun bir {iyesi oldugu SOX10 ifadesi kok
hiicre sag kalimini garantiler. Noral krest hiicrelerinde noronal farklilagsmayi bastirir.
SOXF grubu iiyesi SOX17, fetal ve neonatal hematopoetik kok hiicrelerin bakimi igin
gereklidir fakat eriskin hematopoezde dispense edilebilir. SOXE grubu iiyesi SOX8 ve
SOXG grubu tiyesi SOX15 kas hiicrelerini ve bunlarin bir myoblast hiicre dizisindeki
bireysel asir1 ekspresyonlar MyoD ekspresyonunun farklilasmasini onler (Bass ve ark,
2009).

2.7.5.7. Hiicresel yeniden programlamada SOX faktorleri
SOX2, somatik hiicrelerden kaynakli pluripotent kok hiicrelerin (IPSC) tiiretilmesi
icin 6nemli yeniden programlama faktorlerinden biridir. Yeniden programlamanin sonuna

dogru SOX2 gereklidir (Chen ve ark, 2008). SOX2 faktorlerinin ayirict yeteneklerinin
ortak hedef genleri aktive etmek i¢cin OCT4 ile etkilesime girmesinden kaynaklanir.
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Sekil 26. SOX Transkripsiyon Faktorleri Ailesi: Kok ve Progenitdr Hiicre Kaderinin Cok
Yonlii Regiilatorleri (Abby ve ark, 2013).

2.8. Transkripsiyon Faktorlerinin Yapisi

DNA Dbaglanma bolgesi (DBB): Diizenlenen genin yanindaki promotor
bolgesindeki enhancer DNA dizilerine baglanir. Transaktivasyon bolgesi (TAB)
transkripsiyon diizenleyici baska proteinler igin baglanma yerlerine sahiptir. Sinyal
algilama bolgesi molekiiler sinyalleri algilayip transkripsiyon kompleksine ileterek genin
ayarlamasini yapar. Bazen de DNA baglanma ve sinyal algilama bolgesi, transkripsiyon
yapisini olusturan farkli proteinlerde yer alirlar (Warnmark ve ark, 2003). Diizenleyici
elemanlarin bir TF tarafindan 6zel olarak taninmasma katkida bulunan bir diger faktor
DNA / kromatinin diger proteinlerle birlikte etkilesime girebilme yetenegidir. DNA’ ya
dimer veya daha yiiksek diizen yapilar olarak baglanan okaryotik TF’ ler tarafindan
saglanir. TF dimerizasyonu tek basima monomerlerin her biriyle etkilesime bagli olarak
baglanma afinitesini sinerjistik olarak artirir. Bu durum genomdaki rastlantisal olusum
olasiligin1 azaltir. Transkripsiyon faktorleri gen ifadesinin diizenlenmesi ic¢in canlilarda
bulunmak zorundadir. Insan genomunda DNA' ya baglanabilen yaklasik 2600 protein
vardir, bunlarin ¢ogu ise transkripsiyon faktorii oldugu bilinmektedir (Babu ve ark, 2004).
Dolayisiyla genomdaki genlerin bir kismini transkripsiyon faktorlerini sifrelemektedir, bu
protein grubu insan proteinleri arasinda en kalabalik olanidir. Genlerin genelde iki
tarafinda birkag¢ farkli transkripsiyon faktoriiniin baglanma yerleri bulunmaktadir ve bu
genlerin verimli olarak ifadesi i¢in birka¢ transkripsiyon faktoriiniin beraber etkisi

gerekmektedir (Brivanlou ve ark, 2002).

37



2.9. Transkripsiyon Faktorlerinin Birbirleriyle iliskisi

Embriyonik kok hiicrelerinin pluripotensinin OCT4 ve SOX2 dahil olmak iizere
birka¢ 6nemli transkripsiyon faktorii ile stirdiiriilmektedir. SOX2, Nanog, OCT4 ve SOX2’
nin kendisi de dahil olmak tizere pluripotent kok hiicre 6zgiil genlerinin ekspresyonunu
diizenleyen OCT-SOX artiricilarini aktive etmek igin in vitro olarak OCT4 ile sinerjistik
olarak etki etmektedir. Bu bulgular SOX2’ nin SOX artiric1 aktivitesi i¢in ES hiicreleri
tarafindan gerekli olmaktadir. Epiblast ve farklilasmamis ES hiicreleri icinde yiiksek
oranda eksprese edilen {i¢ transkripsiyon faktoriinii OCT4, Nanog ve SOX2 tanimlanmustir.
Bu genlerin her birinin bos mutasyonlart pluripotent hiicrelerin korunamamasi nedeniyle
erken embriyonik 6liime neden olur (Maruyama ve ark, 2005).

SOX2 ve diger SOX faktorleri OCT-SOX aktivatoriine bagli genlerin
ekspresyonunu etkilemektedir. OCT4 ekspresyonunu pozitif veya negatif yonden etkileyen
coklu genleri ise SOX2 diizenlemektedir (Masui ve ark, 2007). Preimplantasyon morula
déneminde OCT4 ve SOX2’ nin, blastosist déneminde ise OCT4 SOX2 ve Nanog EKH’
lerin farklilasmasinda 6nemli rolii vardir. EKH’ lerde SOX2 gen ekspresyonu kendisi ve
OCT4 geni tarafindan, OCT4 gen ekspresyonu ise kendisi ve SOX2 geni tarafindan
diizenlenmektedir (Okumura ve ark, 2005). SOX proteinlerinin 6nemli bir o6zelligi,
genellikle gen diizenleyici islevlerini, yalnizca ortak transkripsiyon faktorleri ile
kompleksler olusturarak gostermeleridir (Kamachi ve ark, 2000). Boylelikle, SOX bagh
transkripsiyonel diizenlenme i¢in gerekli olan ikinci bir ortak protein icin bir baglanma
bolgesi ile birlikte bir fonksiyonel SOX-baglanma bdlgesine eslik eder ve tek bir SOX
proteininin tek bagina DNA bdlgesine baglanmasi transkripsiyonel aktivasyona yol agmaz

(Han ve ark, 2012).
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Sekil 27. ESC' lerde SOX2-Pou5f1 / OCT4 gosterimi (Kamachi ve ark, 2013).
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2.10. Transkripsiyon Aktivasyonu

Bir¢ok kopyalama faktorii transkripsiyonun aktivasyonu i¢in olmast gereken 6zgiil
bolgeleri icerir. DNA baglanma etki alanlarinda oldugu gibi, birkag farkli aktivasyon alani
da bulunmaktadir. Bu aktivasyon alanlari, bazal transkripsiyon kompleksinin bilesenleriyle
etkilesime girerek islev goriir. Bu bir RNA polimeraz II kompleksi ve gen promotoriinde
bir araya gelen ve transkripsiyonun gerceklesmesi i¢in gerekli olan TFIIB ve TFIID gibi
cesitli transkripsiyon faktorleridir (Roeder, 1996; Nikolov ve ark, 1997). Spesifik
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi, gen transkripsiyonunu uyarabilir.

Gen transkripsiyonunun diizenlenmesi, hem 6zgiil dokuya 6zgii gen ekspresyonuna
hem de 0zgiil uyaranlara yanit olarak gen aktivitesinin diizenlenmesine merkezi bir
yaklagimdir. Bu nedenle, transkripsiyondan sonra ¢ogu durumda diizenlenme,
transkripsiyon seviyesinde gergeklesir. Transkripsiyon faktorleri olarak bilinen proteinler,
transkripsiyon iizerinde gozlemlenen etkiyi tretecek sekilde genin transkripsiyonunu
pozitif veya negatif olarak diizenler (Latchman, 1997). Pozitif etki eden bir faktoriin
aktivitesine miidahale ederek, transkripsiyon tizerindeki uyarici etkisini bloke eder. Negatif
etki eden faktor, aktivasyon alaninin aktivitesini sondiirme olarak bilinen bir durumda
engellemek icin pozitif etkili faktorle etkilesime girerek etki yapabilir. Aktivitesini
azaltmak i¢in dogrudan ya da dolayli olarak bazal transkripsiyonel kompleks ile etkileserek
islev gormektedir. Bagka bir molekiilin DNA baglanma alanina transfer edildiginde
aktivasyon alanlar1 gibi islev gorebilen tanimlanmis inhibitor alanlara sahiptirler
(Latchman, 1997). Bu nedenle, transkripsiyonel aktivatorlerin ve baskilayicilarin belirli bir

genin diizenleyici bolgesine baglanmasi arasindaki denge transkripsiyon hizini belirler.

2.10.1. Transkripsiyon Faktorleri Diizenleme

Transkripsiyon faktorleri iki seviyede diizenlenebilir:
e Transkripsiyon faktorii sentezinin diizenlenmesi

e Transkripsiyon faktor aktivitesinin diizenlenmesi
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2.10.1.1. Transkripsiyon sentezi diizenleme

Bir¢ok farkli durumda, bir transkripsiyon faktorii, belirli bir hiicre tipinde
sentezlenerek diizenlenir. Bunun 6rnegi sadece iskelet kas hiicrelerinde sentezlenen MyoD
transkripsiyon faktoriiyle ilgilidir. Bu nedenle, bu durumda, farklilasmamig fibroblast
hiicrelerinde MyoD faktoriiniin  asir1  ekspresyonu, kasa Ozgii gen ifadesinin
indiiksiyonunda bu faktoriin kritik roliinii gosteren iskelet kas hiicrelerine doniistiirmek i¢in
yeterlidir (Edmondson ve ark, 1993). Ozgiil bir uyarana yanmit olarak 6zgiil genlerin
uyarilmasinda Onemli bir rol oynayan transkripsiyon faktorlerini diizenlemek igin
kullanilabilir. Spesifik hiicre tipinde 6zel uyarana yanit olarak transkripsiyon sonrasi
modifikasyonun ardindan 6zel transkripsiyon faktorleri de sentezlenir (Ramji ve ark,

1993).

2.10.1.2. Transkripsiyon faktor aktivitesinin diizenlenmesi

Transkripsiyon faktorii sentezinin diizenlenmesi 6nemli bir kontrol noktasidir. Bu
durumda, belirli bir uyarana cevap olarak bir transkripsiyon faktoriiniin gelistirilmis
sentezi, karsilik gelen genin gelistirilmis transkripsiyonu ile kontrol edilecek, bu da daha
sonra bagka transkripsiyon faktorlerinin sentezini gerektirir. Transkripsiyon faktdrlerinin
aktivasyonu, belirli bir ligandin baglanmasi, protein-protein etkilesimi ve transkripsiyon
faktorii fosforilasyonundaki degisimleri igerebilen bir dizi farkli mekanizma yoluyla
gergeklesebilir. Bir hiicre tipinde veya belli bir uyarana yanit olarak transkripsiyon sonrasi

modifikasyonun ardindan transkripsiyon faktorleri sentezlenir veya aktive olur (Latchman,
1997).

2.10.2. Transkripsiyon Faktorii ve Kanser

Transkripsiyon faktdrlerinin bazilar1 hiicrenin biiyiimesini inhibe ederken, bazilar
hiicre biiylimesini uyaran c¢esitli proteinlerin etkisiyle kontrol edilir. Kanser, bu nedenle
biiyiime tesvik edici faktorleri kodlayan ozgiil genlerin anormal aktivasyonundan
kaynaklanabilir (Bourne ve ark, 1992). Bazi onkogenler ve antionkogenler, 6zgiil genlerin

transkripsiyonunu diizenleyen farkli transkripsiyon faktorlerini kodlarlar. Transkripsiyon

40



faktorlerini kodlayan onkogenlerin neden oldugu kanserlerde normalden daha yiiksek
seviyelerde genler eksprese edildiginde bazi proteinlerin ifadesi artar. Bu nedenle de
mutasyonlar ortaya ¢ikar. Insanlarda, bu gibi mutasyonlarda onkogenik transkripsiyon
faktorlerini kodlayan genlerin, kromozomal yeniden diizenlemelerde yer aldiklari ortaya
ctkmistir (Rabbitts, 1994). Insan kanserlerinin ¢ogunun p53 geninde mutasyonlar igerdigi
distintilmektedir (Berns, 1994).

2.11. Kok Hiicre

Kok hiicreler, kendini yenileyebilir ve farkli hiicre tiirlerine farklilasabilirler. in
Vivo veya in vitro olarak uygun sartlar saglandiginda farkli hiicre tipine dontigebilirler
(Collins ve ark, 2001). Ilk insan embriyonik kok hiicre soyu, 1998' de insan
blastosistlerinden tiiretilmistir (Thomson ve ark, 1998). iki haploit esey hiicresinin
birlesmesiyle olusan zigotun birbirini izleyen boliinmeleriyle blastokist denilen yap1
olusur. Bu asamadaki hiicreler biitiin organizmay1 olusturmak iizere cogalip farklilagirlar
(Sadler, 2005). Insanda 4-6 giinliik bir blastokistin i¢ hiicre kitlesinde (ICM) yer alan bu
hiicreler embriyonik kok hiicrelerdir. Bunlar, tim germ tabakalarini ve onlardan kdken
alacak sistemleri olusturabilme yetenegindedirler (Lodish ve ark, 2004). Embriyonik
gelisimin ilerleyen donemlerinde hiicreler, uterus duvarina implante olana kadar
pluripotent; implantasyondan sonra ise multipotent 6zellik kazanirlar (Lanza ve ark, 2009).
Kok hiicreler endodermal, ektodermal ve mezodermal gruplandirilabilir. Bunlar cesitli

somatik hiicrelere olgunlasabilirler (Sekil 28).
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Sekil 28. Blastosistin farklilastig1 dokular (Thurairajah ve ark, 2017).
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Bir hiicrenin kok hiicre olarak nitelendirilebilmesi i¢in bazi temel 6zelliklere sahip
olmas1 gereklidir:

I. Uzun siire boliinebilme-kendini yenileyebilme: Kok hiicreler boliinmeler

sirasinda bir yandan Oncii hiicreye farklilasacak olan hiicreyi iiretirler. Bu olay hiicre
boliinmesi sonucu olusur. Hiicrelerin boliinme kapasitesine hiicrelerin émriinii belirleyen
faktorlerden birisi kromozom uglarinda bulunan telomerlerdir. Kromozomlarin uglarinin
parcalanarak diger kromozomlara kaynagmasini engeller boylece kromozomlarin yapisal
biitiinliiglinii korur. Telomerler ne kadar uzun olursa telomeraz enzimi 0 kadar aktiftir.
Telomerlerin uzun kalmasimi saglayan telomeraz enzimidir. Kok hiicreler ¢cok yogun
telomeraz enzim aktivitesinden dolayi ¢ok sayida boliiniirler (Brink ve ark, 2008).
2. Farkli hiicrelere doniisebilme: Farklilasma, ¢ok hiicreli organizmalar1 olusturmak iizere
bir araya gelmis hiicrelerin, 6zgiin bir yap1 kazanmak icin gegirdikleri bir dizi degisimdir.
Bir bireyi olusturabilecek kapasiteye sahip olan bu hiicreler, sinirsiz farklilagsma yetenegine
sahiptir. Bu degisim, hiicre dis1 matriks proteinleri, sitokinler ve biiylime faktorleri gibi
cesitli molekiillerin yer aldig1 karmasik bir siiregtir. Bir hiicre farklilasmaya baslamadan
once yeterli sayiya ulasir ardindan farklilasma ile ilgili olanlar devreye girer. Bu siiregte
genellikle hiicre boliinme dongilisiinden ¢ikar. Farklilasmayr uyaran ve devam ettiren
etkenlerin ortadan kalkmasi durumunda hiicre tekrar boliinme dongiisiine girer (Kansu,
2005; Akar ve ark, 2009). Kok hiicreler ayn1 zamanda embriyonik gelisimi ve doku
onarimi i¢in gereken yeni hiicre gereksinimlerinin karsilanmasi ic¢in simetrik hiicre
boliinmesi de gergeklesir. Doku islevlerinin hasarli oldugu durumda kok hiicreler kisa
zamanda Oncii hiicrelere doniiserek onarimi saglar. Dollenmis yumurta tek bir hiicre
olmakla birlikte, viicut sistemlerini meydana getirecek biitiin hiicreler bu tek hiicreden
cogalirlar. Déllenmenin 5. giiniinden itibaren ve birka¢ hiicre bdliinmesinden sonra
totipotent hiicreler farklilagsmaya baglayarak blastosist denilen i¢i bos bir kiireye
dontistirler. Blastosistte iki tip hiicre vardir, biri dis tabaka, digeri ise i¢ tabakadir.
Blastosistin dis tabakasindan, yavrunun beslenmesi ve solunumunu saglayacak plasenta ve
koruyucu koryon kesesi geligir. Blastosistin i¢ hiicre tabakasindan gz, kalp, beyin, kaslar,
kemikler gibi doku ve organlar gelisir. Bunun i¢in endoderm ve ektodermin bir arada
caligmas1 gerekir. Tek basina endodermden hicbir canli gelisemez. Blastosistin i¢
tabakasindaki hiicre kiimesi pluripotenttir. Blastosistin i¢ hiicre tabakasindan kdken alan
pluripotent kok hiicrelerine embriyonik kok hiicreler de denilmektedir (Gimble ve ark,
2003; Barry ve ark, 2004; Aasen ve ark, 2010).
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Sekil 29. Kok hiicre Hiyerarsisi (Thurairajah ve ark, 2017).

2.11.1. Kok Hiicre Tipleri

Kok hiicreler farklilagabilme yeteneklerine ve kaynagina gore olmak iizere iki ana
grupta incelenir. Farklilasma yeteneklerine gore temel olarak totipotent, pluripotent ve
multipotent kok hiicre olarak tige ayrilir. Bu kok hiicreler sirasiyla embriyodan fetiisten ve
eriskinlerden elde edilebilir (Tarnowski ve ark, 2006; Kuijk ve ark, 2011).

Kaynagina gore kok hiicreler embriyonik ve embriyonik olmayan kok hiicreler olmak

tizere ikiye ayrilir.

2.11.1.1. Embriyonik kok hiicreler

Pluripotent 6zellik organizmadaki {i¢ germ tabakasindan kdken alan biitiin hiicreleri
olusturabilme 6zelligi olup ve EKH’ ler bu 6zellige sahiptir. Embriyonik kok hiicreler
pluripotent olmalarinin yaninda sinirsiz ¢ogalma ve kendi kendilerini yenileyebilme
ozellikleri ile bircok hastaligin tedavisinde kullanilabilmektedirler (Thomson ve ark,
1998).

Embriyonun blastosist evresindeki i¢ hiicre kitlesinden elde edilen embriyonik kok
hiicreler endoderm, ektoderm ve mezodermi temsil eden hiicre tiplerine farklilasabilir ve
hepatositler, sinir hiicreleri, kalp kasi1 hiicreleri gibi farklilagsmasin1 tamamlamis hiicre
tiplerini olusturabilirler. Bu hiicreler in vitro ortamda sinirsiz ve farklilagmadan ¢ogalma
kapasitesine sahiptir ve pluripotenttirler. Embriyonik kok hiicreler, déllenmeden birkag

giin sonraki blastokist agsamasindan izole edilmektedirler.
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2.11.1.1.1. Totipotent kok hiicre

Dollenme meydana geldiginde olusan zigot denilen hiicre tek basma tiim
organizmayr meydana getirecek genetik bilgiye sahiptir. Viicuttaki tiim hiicrelere
dontigebilme o6zelligine sahip olan embriyonun ilk hiicrelerine totipotent hiicre denir.
Totipotent hiicreler bir bireyi olusturabilecek kapasite ve farklilagma yetenegindedirler
(Sagsoz ve ark, 2008). Doéllenmeden sonraki ilk 4 giin i¢inde zigotun birka¢ defa
boliinmesi ile olusan hiicreler blastosisti olusturur. Blastosisti olusturan bu hiicreler

birbirinin aynisidir, her biri totipotent hiicredir.

2.11.1.1.2. Pluripotent kok hiicreler

Pluripotent 6zellik iic embriyonik tabakayr temsil eden hiicre tiplerine
farklilagabilme 0Ozelligi olarak tanimlanabilir. Totipotent hiicre o6zelligi tasiyan
blastosistlerin i¢indeki hiicreler anne karninda ilk 4 giin icinde herhangi bir nedenle
birbirinden ayrilirsa bu hiicrelerin her biri kendi basina biyilir. Totipotent hiicreler
dollenmeden 4.5 gilin sonra blastosist evresine gelistiginde pluripotent hiicreler olusur.
Pluripotent hiicreler totipotent hiicreler gibi bir organizmayi olusturacak gilice sahip
degildir. Fakat bu hiicreler, uygun kosullar saglandiginda organizmanin tiim hiicre tiplerine
doniisebilme 6zelligine sahiptir. Pluripotent hiicreler, organizmada bir¢ok dokunun

olusmasina kaynaklik etmesine ragmen, yeni bir birey olusturamazlar (Kansu, 2005).

Bir pluripotent kok hiicre tiim viicut hiicrelerinin koken aldigi ii¢ germ tabakasina

PLURIPOTENT
KOK HUCRELER

doniisebilen hiicrelerdir.

[ | |
Endoderm Ektoderm Mezoderm
Beyin, deri, kil

Sekil 30. Pluripotent hiicreden gelisen doku ve organlar.
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Pluripotent kok hiicreler, 3 germ tabakasina endoderm, mezoderm ve ektoderme
farklilagabilirler (Sekil 30). EKH’ leri pluripotent ve farklilasmamis hiicrelerin
belirteglerinden olan CD9, CD24 ve OCT4, Nanog eksprese ederler. In vitro ve in vivo
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embriyonik kok hiicrelerin pluripotent 6zelligi Nanog, SOX2 ve OCT4 transkripsiyon
faktorlerinin eszamanl ekspresyonlarina dayanir fakat in vivo embriyonik kdk hiicrelerin
pluripotent 6zelligi bu hiicrelerin kendi kendilerini yenileyememeleri nedeniyle gelisimin
ilerleyen asamalarinda kaybolmaktadir (Nichols ve ark, 2009). SOX2, OCT4 gibi

pluripotent 6zelligin saglanmasi i¢in gereklidir.

Yetiskin kok Emriyonik kok
hii hicre
licre

OCT4

SOX2

NANOG
Indiiklenmis
pluripotent ' Kanser kok
kok hiicre hiicreleri

Sekil 31. Dort tip kok hiicrede SOX2, Nanog ve OCT4'iin iliskisi.
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Sekil 32. Pluripotent Kok hiicrelerin farklilagma Potansiyeli (Constanze ve ark, 2015).

2.11.1.1.3. indiiklenmis pluripotent kék hiicre

Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (IPKH) yaklasik 60 yil énce Philadelphia’
dan Briggs ve King ile Cambridge’ den Gurdon isimli arastirmacilarin, kurbaga yavrusu
barsak hiicre ¢ekirdeklerini, c¢ekirdegi c¢ikarilmis kurbaga yumurtalarina transplante
etmeleri ile baglamistir (Gurdon ve ark, 1958). Somatik hiicre niikleer transferi denilen bu
deney 1990’ I1 yillarda memeli tiirlerinde de denenmis ve koyun Dolly’ nin klonlanmasini

saglamistir (Campbell ve ark, 1996). 2006 yilinda ise, Takahashi ve Yamanaka embriyonel
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kok hiicrelerin pluripotensi ve kendini yenileme 6zelligini saglayan 24 faktor {izerinde
calisma yapmislardir. OCT4, SOX2, KIf4 ve c-myc kombinasyonunun retroviriis araciligi
ile eksprese edilmesinin fare fibroblast hiicrelerini yeniden programlamak igin yeterli
oldugunu géstermislerdir (Takahashi ve ark, 2006). Indiiklenmis pluripotent kok hiicre
(IPKH), tanim olarak pluripotent 6zellik kazanmis somatik hiicrelere denir. IPKH’ ler

olusturulurken somatik hiicreye pluripotent 6zellik saglayan genler aktarilir.

2.11.1.1.4. Multipotent kok hiicre

Multipotent kok hiicreler genelde kendileriyle ayni embriyonik tabakayi temsil
eden, sinirlt sayida hiicre tipine farklilagabilme potansiyeline sahiptirler ve gelisimin ilk
evresinde olusup yalmizca 6zellesmis hiicrelere farklilasabilirler (Kuijk ve ark, 2011).
Pluripotent hiicrelerden daha sinirli sayida hiicre tipine doniisebilen ve tek bir yonde
farklilasmak tizere programlanmis hiicrelerdir. Asama asama farklilasmalar gegiren
pluripotent hiicreler, daha &zel hiicreler haline gelirler. Ornegin; kan hiicrelerini
olusturacak kok hiicreleri, oksijen tastyarak solunumda gerekli olan alyuvarlar, akyuvarlar
ve trombositler gibi birbirinden farkli 6zelliklere sahip iic ana grupta farklilasirlar. Deri
kok hiicreleri ¢esitli tipteki deri hiicrelerini, kas kok hiicreleri de farkli tipteki kas
dokularin1 meydana getirirler. Bu 06zelliklere sahip kok hiicrelerine multipotent kok

hiicreler denir (Sagsoz ve ark, 2008).

2.11.1.2. Embriyonik olmayan kok hiicreler

Dokulardaki 6len veya hasar gormiis olan hiicreleri yenileyebilme 6zelligine
sahiptir. Kendilerini yenileme ve farklilasma yeteneklerine sahip bu hiicreler, yerlesim ve
farklilagsma ozelliklerine gore cesitli alt stniflarda hematopoetik kok hiicreler, mezenkimal
kok hiicreler olarak simiflandirilmaktadir. Somatik kok hiicre denilen eriskin kok
hiicrelerinin esas gorevleri, bulunduklari dokuyu tamir etmek ve dokunun devamliligini
saglamaktir (Reya ve ark, 2001).

Hematopoez, organizmanin kan hiicrelerini olusturma siirecidir. Hematopoetik kok
hiicreler (HKH), makrofajlar, monositler, dentritik hiicreler, eritrositler, lenfositler ve

trombositler gibi tiim olgun kan hiicrelerine farklilagabilirler. Yetiskin kok hiicre
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tiplerinden biri olan ve biitiin kan hiicrelerine doniisme yetenegindeki hematopoetik kok
hiicrelerin gelisim ve farklilagsmalart da bu siiregte gergeklesmektedir (Erden, 2014).
Embriyonik déonemde olusan HKH’ ler, kemik iligi gelisip kok hiicre fonksiyonlari igin
gereken mikrogevreyi saglayana kadar bu bdlgeler arasinda goc ederler. Dogumun
gerceklesmesiyle HKH’ ler kemik iliginde yerlesik olarak gorevlerini yasam boyu
stirdiirtirler (Erden, 2014). Gebelik boyunca anneyle fetiis arasindaki baglantiy1 saglayarak
bebegin besin ile oksijen gereksinimini karsilayan gobek kordonunda bu hiicreler olduk¢a
zengindir ve giinlimiizde ¢esitli hastaliklarin tedavisinde gerektiginde kullanilabilir (Lanza

ve ark, 2009).

2.11.1.3. Organlardaki kok hiicreler

2.11.1.3.1. Adiposit kok hiicre

Yag dokusundan elde edilen pluripotent kok hiicreler de kemik iliginden elde edilen
kok hiicreler kadar farklilagabilme yetenegine sahiptir. Uygun kosullarda elde edilmis olan
adiposit kok hiicre doku ve organlardaki kiiciik hasarlar1 gidermede gorevli olup in vitro
kosullarda adipojenik, kondrojenik, myojenik ve osteojenik hiicrelere doniisebilmektedir.
Adipositler gibi mezodermal tiirevli dokular1 ayirt edebilen hiicreler, kondrositler ve
osteoblastlar mezensimal kok hiicreler olarak adlandirilirlar. Yetiskin kok hiicre tipi olan
mezenkimal kok hiicreler, cesitli dokulardan elde edilebilmekte kiiltiir ortaminda gerekli
kosullar saglandiginda hizla g¢ogaltilabilmektedirler. MKH’ ler ilk defa 1966 yilinda
Fridenstein ve Petrakova tarafindan tanimlanmiglardir. Fridenstein, yaptigr kemik iligi
kiiltiiriinde morfolojik olarak fibroblastlara benzeyen hiicre kolonilerinin bulundugunu ve
bu hiicrelerin kemik ve yag hiicrelerine farklilasma yeteneginde oldugunu gostermistir
(Barry ve ark, 2004). Pek ¢ok arastirmaci, MKH' lerin, néronlar, epitelyal hiicreler ve
mezengimal orijinli hiicrelerde farklilasabilen multipotent yetiskin progenitor hiicrelerden
farkl1 olarak kabul edildigini belirtmektedir (Jiang ve ark, 2012). Yiizeye yapisma, stromal
karakterde yiizey antijenlerine (CD71, CD90, CD29, CD44 gibi.) sahip olma ve
multipotent farklilasma potansiyeli, MKH’ lerin tanimlanmasinda kullanilan baslica
ozelliklerdir (Pittenger ve ark, 1999). Cesitli dokularda destek hiicresi olarak bulunan
MKH?’ ler, ¢cok sayida sitokin (interldkin 6, 7, 8, 11, 12, 14, 15, v.b.), enzim ve hiicre dis1

matriks proteini sentezlemektedir.
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2.11.1.3.2. Noronal kok hiicre

Noronal kok hiicreler merkezi sinir sisteminin gelisiminde énemli role sahiptirler
ancak erigkinlerde belli bolgelerde bulunur. Noronal kok hiicreler multipotent yapidadir.
Sinir hiicrelerinden noéron, astrosit, oligodentrositlerin tiim alt tipleri sinir sistemi hiicre

tiplerine farklilasabilmektedir.

2.11.1.3.3. Epidermal kok hiicre

Epidermal kok hiicreler, kil folikiilii ve epidermis ic¢inde yer almaktadir. Bu
hiicreler multipotent olup kolay elde edilebilen hiicrelerdir. Epidermal devamliligi
saglarlar, doku yaralanmasi sonrasi dokunun onarimina katkida bulunurlar. Organizmanin
yagsami boyunca kok hiicrelerden koken alan farklilasmamis epitel hiicreler sindirim

sisteminde hiicre yenilenmesini hizl bir sekilde saglarlar.

2.11.1.3.4. Dental pulpa kok hiicresi

Dis pulpast kok hiicreleri proliferasyon gosterebilen multipotent 6zellikteki
mezenkimal kok hiicrelerdir. Dis pulpast ¢esitli hiicre tiplerine doniisebilmektedir. Dis
pulpasi, disin i¢ kisminda bulunan yumusak canli dokudur. Kok hiicreler bu canli dokunun

icinde bulunur ve dis ile ¢ene arasindaki hiicrelerin baglantisini ve farklilasmasini saglarlar

(Batouli ve ark, 2003).

2.11.1.3.5. Kanser kok hiicreleri

Kanser kok hiicreleri tiimor dokusunun igerisinde yer almaktadirlar. Yiiksek
telomeraz aktivitesine sahip olduklari i¢in ¢ok hizli bir sekilde gogalabilirler (Spillane ve
ark, 2007). KKH’ ler hem kendini yenileme hem de tiimoriin korunmasini saglayan
heterojen hiicre tiplerine farklilasma yetenegine sahip olan ve bu nedenle normal kdok
hiicrelerin o6zelliklerini paylasan timdor hiicreleridir (Sekil 33) (Marte, 2013). Bazi solid

kanser tiirlerinde de hiicre kitlesi i¢inde kok hiicre 6zelliklerini barindiran belli sayida
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KKH bulunmaktadir. Bunlar kendini yenileme ve ¢ogalma 6zellikleri sayesinde ¢ogalarak
timor kitlesinin yeniden ortaya ¢ikmasina ve biiylimesine neden olmaktadir. KKH' ler,
epigenetik mutasyonlarin meydana geldigi normal kok hiicrelerden iretilir (Reya ve ark,
2001; Spillane ve ark, 2007; Akar ve ark, 2009).

Kanser kok hiicreleri, normal kok hiicreler ile kendini yenileme i¢in kullanilan
sinyal yollari, OCT4 ve SOX2 gibi transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu, anjiojenik
faktorler salgilayarak anjiogenezi uyarmak, metastaz ve belirli bir bolgeye yerlesme ile

ilgili ortak yiizey reseptorlerine sahip olmak gibi benzerlikler igerir (Erden, 2014).
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Sekil 33. Kanser kok hiicresi (CSC) modeli. (Papaccio ve ark, 2017).

Kanser kok hiicreleri, 6zgiil ylizey belirteclerinin ekspresyonu ile de gosterilebilir.
Kok hiicre belirteglerini kullanarak kok hiicre tipini belirlemek giiniimiizde yaygin olarak
kullanilan yontemlerden birisi olmustur. Hiicrelerin yilizeyinde yer alan, hiicrede sinyal
yolaklar1 {izerinde veya hiicre yapisma molekiilleri olarak rol oynayan belirteglerden
birgogu CD (cluster of differentiation ) denilen baslik altinda toplanmis ve hiicre tiiriine
gore Ozglin ve yaygin olarak bulunabilmektedirler. Bununla ilgili ilk arastirmalar yiizey
molekiillerini kullanarak 16semik kok hiicrelerini belirlemeye yonelik yapilmistir (Bonnet
ve ark, 1997). Kok hiicreler tarafindan eksprese edilen 6zgiil yiizey molekiillerinin
(CD133, CD44 gibi) tanimlanmasi, tiimor dokusu i¢inde bulunan kanser kok hiicrelerinin
diger tiimor hiicrelerinden ayirt edilmesinde islev goriir. CD44 meme kanseri, mide
kanseri, prostat kanseri ve kolorektal maligniteler dahil olmak {izere bircok insan
kanserinde kanser kok hiicresi yiizey belirteci olarak kabul edilmistir. Ayn1 zamanda tiim
kanser hiicreleri ayn1 yiizey belirteglerini de sentezleyebilmektedir. Baska bir 6nemli faktor
bagisiklik sistemi yetersiz olan hayvanlar {izerinde yapilan ¢aligmalarda tiimorde, yalnizca

belli grup hiicrelerin tiimor biiylimesini sagladigini fakat diger hiicrelerin saglamadigini
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gostermektedir. Bu da kanser kok hiicrelerinin yenileme ve farklilasma iki ana gorevi
oldugunu gostermektedir (Al-Hajj ve ark, 2004). CD24, CD133 ve CD34 gibi KKH’ leri
cesitli kanser tiirlerinde zenginlestirmek ic¢in kullanilir. Bu yiizey belirteclerini eksprese
eden hiicreler flow sitometri yontemiyle izole edilerek bagisiklik baskilayici farelere
transplante edildiginde, diger hiicrelere oranla yiiksek tiimorojenik kapasiteye sahip
olundugu bulunmustur (Zhang ve ark, 2010; Chen ve ark, 2013). CD44 kanser kok
hiicrelerinin hiicre yiizeyi belirteci olarak calismaktadir. CD44, hiicre-hiicre ve hiicre-
matriks etkilesimlerine aracilik etmedeki onemli islevleri ve 6zellikle kanser yayilmasinda
malign siiregle olan iliskisi nedeniyle biiyiik ilgi gormistiir (Naor ve ark, 2002; Naor ve
ark, 2008). Son zamanlarda, CD44 ekspresyonunun, timor baglatilmasi ve ilerlemesi igin
artan potansiyel ile iliskili oldugu bulunmustur. Epiteliyal tiimorlerde CD44 ve CD133
kanser kok hiicre yiizey belirtegleridir (Al Hajj ve ark, 2003; Dalerba ve ark, 2007; Clay ve
ark, 2010). CD133 (Prominin-1) hematopoetik kok hiicrelerin hiicre yiizey belirteci ve
prostat, kolon ve over timorlerinde kanser kok hiicrelerinin yiizey belirteci oldugu
bildirilmistir. Bas-boyun kanserlerinde izole edilen CD44 pozitif tiimor hiicrelerinin
yiiksek tiimorojenik potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. CD44 gen transkripsiyonu B-
catenin ve Wnt sinyal yolagi araciligiyla aktivasyonun bir pargasi olarak hiicre-hiicre ve
hiicre-matriks baglantilari timdr gelisiminde yer alir (Noto ve ark, 2013). CD133 prominin
olarak bilinen, bir transmembran glikoproteinidir. Hematopoetik ve noral dokular basta
olmak {iizere bircok organda kok hiicre oOzelligi gosteren hiicrelerde ekspresyonu
saptanmustir. Ozellikle kolorektal kanserlerde kanser kok hiicre yiizey belirteci olarak
kabul edilmektedir. Kolorektal kanserler diginda, akciger ve pankreatik kanserlerde yliksek
CD133 ekspresyonunun, hastalarin sag kalim oranlariyla iliskili oldugu gosterilmistir.
CD133 prostat kanserinde hiicre yiizey belirteci bakimindan pozitiftir. insan prostat
kanseri, akciger kanseri ve diger baz1 kanser hiicre ¢izgilerinden izole edilen KKH” lerin
ileri ¢alismalari, SOX2' nin Nanog, OCT4 ve yiizey marker proteini CD44 gibi diger
embriyonik belirteclerle fazla ifade edildigini gostermistir (Gu ve ark, 2007; Kasper, 2008)
(Sekil 34). PC3 hiicrelerinin CD133 olduklar: yiiksek seviyede hem CD133 hem de CD44
ifade ettigi gosterilmistir. Bununla birlikte en yiliksek seviyede CD133-CD44 ifade eden
hiicreler kok hiicre ¢ogalmasini uyaran sartlar altinda prostat kanser kok hiicreleri
acisindan zenginlesmistir. Timor baslatma klon olusturma kapasiteleri artmistir. Bu

hiicreler potansiyel KKH’ lerce zengin oldugunu diislindiirmektedir.
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Sekil 34. Prostat kanseri (PCa) hiicreleri ve PCa kok hiicreleri ile iliskili yolaklar (Leao ve

ark, 2017).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Malzemeler

Flow Sitometri

Kullanilan Madde Firma
PC3 hiicre hatti ATCC-CRL-1435
RPMI-1640 Sigma
DMSO Sigma
FBS Gibco
%25 Trypsin-EDTA (1X) Gibco
Penicilin-Streptomycin (10.000 units) Sigma
DPBS Sigma
Kemiliiminesans Reaktif Santa Cruz
3.2. Kullamilan Cihazlar
Cihaz Firma
Laminar Kabin HERA safe
CO; Inkiibator Niive EC 160
ELISA Thermo Labsystems Multiskan Spectrum
SDS - PAGE Bio-Rad (Tetra Cell)
Western Blot Bio-Rad (Transblot Turbo)
Mikroskop Olympus BX51
Orbital Shaker Isolab
Rotator Isolab
Santrifiij Hettich / Ependorf
Etiiv MRC
Elektroporator Bio-Rad

Invitrogen Attive Flow cytometry,America
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3.3. Hiicre Kiiltiirii

Calismalarda prostat kanser hiicre hatt1 olan PC3 hiicre hatt1 kullanildi. PC3 hiicresi
ATCC (CRL-1435) den ticari olarak temin edildi.

Resim 1. Tezde kullanilan hiicre kiiltiirii kabini ve malzemeleri

3.3.1. Hiicrelerin Biiyiitiiliip Cogaltilmasi

PC3 hiicreleri 25 cm?’ lik flasklara ekildi. Hiicre kiiltiirii ortam1 olarak % 10 FBS,
Penicilin-Streptomycin (100 tinite), L-Glutamine ve NaHCO3 iceren RPMI-1640 besiyeri
kullanildi. Hiicreler 37 °C’ de, % 95 nem ve % 5 CO: igeren ortamda inkiibasyona
birakilip ¢ogaltildi (Resim 1).

3.3.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler biyiitiiliip ¢ogaltildiginda farkli ortama gegirmek igin steril kosullarda
pasajlandi1 (Resim 1). Pasajlama isleminde dnce hiicre besiyeri ¢ekildi, DPBS ile yikandi.
Sonra hiicreleri flasktan kaldirmak i¢in Tripsin-EDTA c¢ozeltisi eklendi ve % 5 COz igeren
etiivde hiicreleri kaldirmak tizere bekletildi. Tripsin-EDTA’ nin aktivitesini durdurmak igin
FBS iceren medium konuldu. Hiicreler falkon tiipe toplanip 1200 rpm’ de 5 dakika
santrifiij edildi. Ust faz atilip ¢oken pellet medyumda siispande edildi ve yapilacak isleme

gore hiicre kiiltiir platelerine ekim yapildi.
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3.3.3. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Hiicreler uzun zamanl pasajlandiklarinda morfolojik, biiyiime, fonksiyon olarak
degisime ugramaktadirlar. Dondurulan hiicreler ise daha uzun siire 6zelliklerinde degisim
olmadan saklanabilmektedirler. Calisma siiresince, hiicreler belirli pasajlarla donduruldu.
Dondurulma sirasinda hiicreleri korumak i¢in dondurma c¢ozeltisi kullanildi. Hiicreleri
pasajlamak iizere yapilan tiim islemler yapildiktan sonra son asamada hiicre kiiltiir kabina
aktarilmadan % 10’ luk DMSO’ lu FBS eklenerek -80 °C’ de saklandi. Cozdiirtilecek olan
hiicreler -80 °C’ den ¢ikarild1 ve ¢oziilmesi beklendi. Ardindan ¢oziinen hiicreler hiicre
kiiltir kabina alinarak tizerine RPMI-1640 besiyerine eklendi, 37 °C inkiibatore

yerlestirildi.

3.3.4. Hiicre Sayimi

Hiicre sayimi hiicre Yyogunlugunu belirlemek {izere yapilir ve hiicre sayimi
belirlenirken Thoma lami {izerinde bulunan sayim bdlgelerinden faydalanilir. Sayim
bolgesinin toplam alan1 1 mm? dir. Lamel yapistirildiginda sayim bolgesinin yiiksekligi de
0.1 mm’ dir. Sayim islemini kolaylastirmak amaciyla her bir sayim bdlgesi de kendi
igerisinde karelere boliinmiistir.

Thoma lam1 ydnteminin esas1; mikroskop altinda 0,1 mm?hacimde sayim yapilarak
hesaplama yardimiyla numunenin bir mL’ sinde bulunan hiicre sayisin1 belirlemektir (Sekil

35).

Sekil 35. Thoma laminda sayim yapilan karelerin toplam goriis alani.
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Yapilan ¢alismada 25 cm? flask ve 6 kuyucuk plateler kullanildi. Platelere ekim
yapilmadan 6nce her kuyucuga belli sayida hiicre ekebilmek icin hiicreyi pasajlandiktan
sonra Tripan Mavisi ile boyanip Thoma Laminda (Iso Lab) hiicre sayim1 yapildi. Tripan
mavisi hiicrelerin canliligini belirlemede kullanilan negatif ytiklii bir boyadir.

e Sayim i¢in; 10 pL hiicre siispansiyonu, 15 pL PBS, 25 uL Tripan Mavisi karistirildi
ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyondan sonra Thoma Lamma 10 pL
yiiklenerek 151k mikroskobunda sayim yapildi. Bu durumda o6lii hiicreler tripan
mavisi ile boyanirken, canli hiicrelerde boyanma gozlemlenmedi. Yalnizca
boyanmamis hiicreler sayilarak canli hiicre sayimmi gerceklestirildi. Thoma
Lamindaki 16 kareli olan 4 bdlgede ayr1 ayr1 sayim yapilarak bu 4 bodlgenin
ortalamast alindi. Seyreltme faktorii de dikkate alinarak mL basina diisen hiicre

sayis1 hesaplanarak her bir kuyucuga ekilecek olan hiicre miktar1 belirlendi.

3.4. pIRF5 ve pSOX2 Plazmitlerinin Cogaltilmasi ve izolasyonu

¢ Projede kullanilan ekspresyon plazmidleri Rutgers Kanser Arastirma Merkezinden
Dr. Betsy Barnes tarafindan temin edilmis ve daha Onceki arastirmalarda
kullanilmigtir (Cevik O ve ark, 2017).

e pIRF5 ve pSOX2 plazmidleri E.coli DH50 susuna transforme edilirken
elektroporasyon teknigi ile gerceklestirildi. Plazmid DNA igermeyen E.coli DH5a
susu On hazirhiklar yapilarak logaritmik tireme fazina getirildi. Cilinkii bu fazda
bakterilerin kompetentligi en yiiksek diizeydedir. Uygun miktarda negatif yiikli
plazmid DNA ve pozitif yiiklii bakteri ile bir araya getirilerek plazmidlerin hiicre
zarma tutunmalari saglandi ve ¢ok kisa siire elektrik akimina tabi tutularak hiicre
zarinin yapisinda kiiciik porlar olusturuldu. Bu porlardan plazmidlerin hiicre igine
girmesi saglandi.

e Plazmid igeren bakterilerin segilimi antibiyotikle yapilarak ve daha sonraki
calismalarda kullanilmak tiizere gliserol igerisinde -80 °C’ da uzun siireli olarak

saklandi.
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3.4.1. Elektroporasyon

Elektroporasyonda asagidaki islem basamaklar1 izlendi. Oncelikle LB broth ve LB
agar hazirlandi.
LB Broth hazirlanmasinda izlenen prosediir
e 59 NaCl
e 5g Tripton
e 2.5g Maya Ekstrakt1
500ml dH.0 igerisinde ¢oziiliirerek pH 7.5 olacak sekilde NaOH ile ayarlandiktan sonra,
sise ile birlikte otoklavlandi ve +4 °C” da saklandi.
LB Agar hazirlanmasinda izlenen prosediir
¢ 5g NaCl
e 5g Tripton
¢ 2.5g Maya Ekstrakti
e 7.5g Agar
500 ml dH20 igerisinde ¢o6ziildiikten sonra otoklavlandi ve sogumasi beklendikten sonra
uygun antibiyotik (Ampisilin i¢gin 100 pg / ml veya kanamisin inin 50 pg / ml)
konsantrasyonu eklenerek petrilere dokiildii. Katilastiktan sonra strec film ile sarilarak +4
°C’ da saklandi.

3.4.1.1. Bakteri kiiltiirlerinin, araglarinin ve reaktiflerinin hazirlanmasi

Steril olarak borosilikat cam test tiiplerine 1-5 ml otoklavlanmig LB broth' u
konuldu daha sonra kiigiik bir bakteri (E. coli DH5a) alikotu ile inokiile edildi. Inokiile
edilmis test tiipleri 37 °C sicakliga ayarlanmis inkiibatore yerlestirilerek, c¢alkalayic
tizerinde yiiksek hizda agilip gece boyu inkiibe edildi. LB-agar antibiyotikli hazirland1 ve
petrilere dokiildii,+4 °C” de sakland.
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3.4.1.2. Elektrocompetent bakterilerin biiyiimesi

Her bir LB agar petrisine bakteri kiiltiirtiniin 100 ul' sini yayma yapilarak dagitildi.
Petri 4-6 saat 37 °C' de ince bir bakteri iiremesi ayirt edinceye kadar inkiibe edildi.

Hiicreler aktif olarak biiyilirken en competent fazda bulunmaktadir.

3.4.1.3. Elektrocompetent bakteriyel hiicrelerin hazirlanmasi

e Bakteri, agar ylizeyini delmemeye calisarak steril bir 6ze ile toplandi. Bunun i¢in tek
bir transformasyon i¢in 2 mm ¢apinda bir bakteri kitlesi yeterli olmaktadir.

e 1 ml buz soguklugunda steril ddH20 (E. coli i¢in) i¢inde bakteri kiitlesini tekrar
siispanse edildi ve higbir kiimelesme goriilmeyene kadar iyice karistirilip, buz
tizerinde tutuldu.

e Siispanse edilen bakteriler +4 °C” de 5000 xg’ de 5 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatant1 atildi, ayn1 hacimde soguk steril ddH20O iginde bakteriyel pelleti
yeniden siispansiyon haline getirildi ve toplam ii¢ yikama i¢in iki kez daha dnce
yapildig1 gibi santrifiij adimini tekrarlandi.

e Siipernatanti ¢ikarildi, tekrar siispansiyon haline getirildi ve 40 pl soguk steril ddH20

icinde bakteriyel pellet iyice gevsetilip buz iizerinde tutuldu.

3.4.1.4. Elektrocompetent bakterilerin transformasyonu

e 40 pl bakteriyel siispansiyona 1 pg kadar plazmid DNA ilave edildikten sonra bu
karisimi 6nceden sogutulmus, steril 0.2 cm' lik bos elektroporator kiivetine aktarildi
(Resim 2).

e Kiivet elektroporasyon kuyusuna yerlestirildi ve 1,8 kV, 25 uF' de elektroporasyon
yapildi. Zaman sabiti ~ 5.0 msn olmalidir ve hig bir ark olusmamalidir.

e Elektoporatdrden alinan bakteri 1 ml LB Broth icine yeniden silispansiyon haline
getirildi.

¢ Antibiyotik se¢imi olmadan 30 dakika siireyle 37 °C' de inkiibe ederek hiicrelerin

iyilesmesine izin verildi.
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e Bakterileri 6nceden hazirlanmig antibiyotikli LB agar petrisine 37 °C' de gece boyu
inkiibe edildi.

Resim 2. Elektroporasyonda kullanilan elektroporator (Bio-Rad).

Resim 3. Elektroporasyonu yapilan E.coli kati besi yerinde seg¢ilimi ve sivi besi yerinde

cogaltilmasi.

Elektroporasyondan sonra petri lizerindeki koloniler sec¢ildi (Resim 3). Secilen

koloniler siv1 besiyerinde ¢ogaltilip plazmid izolasyonu i¢in kullanildu.

3.4.2. Plazmid izolasyonu

PIRF5 ve pSOX2 plazmidi i¢eren dondurulmus stok bakteri kiiltiirii oda 1sisinda
¢ozdiiriildii. Bakteri kabini igerisinde alev agik olarak 8 ml LB Medyum igerisine
antibiyotik, pIRF5 veya pSOX2 plazmidi igeren stok bakteri ayri ayr1 eklenerek gece boyu
37 °C’ da galkalamali etiiv igerisinde inkiibasyona birakildi. Cogatilan bakteriler plazmid
izolasyonunda QIAGEN Plasmid Mini Kiti (cat. nos. 12123) ile kullanild1 (Sekil 36).

58



1. Hazairlama 2. Yiikleme 3. Yikama 4. Eliisyon

& Hazirlama @ Omek @ Yikama & Elsésyon
solésyonu solésyonu solésyonu solésyonu

. Polimer >
kolon

& & & &

Analiz Moleksls

= K Bile leri
arigim Bilegenler: o

s+ Analiz Moleksller:

Sekil 36. Plazmid izolasyon basamaklari.

Kit i¢erisindeki izolasyon protokoliine gore;

e Gece boyu inkiibasyona birakilan bakteriler 6000 xg’ de 15 dk santrifiij edildi. Ust
faz dokiildii.

e Bakteri pellet 0.3 ml P1 buffer i¢erisinde vortekslenerek ¢oziildii.

e Uzerine 0.3 ml P2 buffer ilave edildi ve karismasi igin hafifce 4-6 defa alt iist edildi.
Oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edildi.

¢ (0.3 ml P3 buffer ilave edilerek hafifce karigtirildi ve buz lizerinde 5 dakika
inkiibasyona birakildi. P3 buffer eklendikten sonra olusan mavi renk yavas yavas
beyaza donmeye basladi.

e Beyaza dénen ependorflar +4 ‘C’ de sogutmali santrifiijde 14.000 xg’ de 10 dakika
santrifiij edildi.

¢ Qiagen kolonu igerisine 1 ml QBT solusyonu eklenerek kolondan ge¢mesi beklendi.

¢ Elde edilen siipernatantlar kolona yiiklenerek yercekimi etkisiyle kolondan akmasi
beklendi.

e Kolon 2 x 2 ml olacak sekilde QC buffer (yikama soliisyonu) ile yikandi ve
kolondan yer¢ekimi ile akmas1 beklendi.

¢ Kolona baglanan DNA temiz bir 2 ml’ lik ependorfa 0.8 ml QF buffer ile ayrildi, QF
buffer 6nceden 65 °C’ de 1sitilarak kullanildi.

® DNA ependorfa alinan karigimi iizerine oda sicakligindaki propanol eklenerek DNA
¢oktiirmesi yapildi. 15.000 xg” de 30 dakika +4 °C’ de santifiij edildi. Supernatant
dikkatlice uzaklastirildi. Santrifiijden ¢ikan ependorflar izopropanolden kurtarmak
icin dokiiliip pecete ile kurulandi. Pellet ependorfun dibinde kaldu.

¢ DNA pellet 1 ml oda 1sisindaki % 70’ lik ethanol ile yikandi ve 15.000 xg’ de 10 dk
santrifiij edildi. Supernatant dikkatlice dokiildi.
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e Pellet 5 dakika etanol ucana kadar kurutuldu. Ardindan yeterli miktarda uygun
tamponda ¢ozildi (TE buffer, pH 8.0).

e Plazmid DNA 6rneginin bir kism1 miktar ve saflik kontrolii yapmak amaciyla ayri
bir ependorfa alinarak kalan kisim ilerki deneylerde kullanilmak iizere -20 °C’ da

saklandi.

3.4.3. Plazmidlerin Saflik ve Miktar Tayini

Izole edilen plazmidler nanodropta 6l¢timii yapildi. Plazmidlerin kontrolii agaroz jel
elektroforezi yapilarak gergeklestirildi. % 0, 03 ethidium bromiir % 1 agaroz jel dokiilerek
ornekler 6x DNA Loading buffer ile kuyucuklara yiiklendi ve 100 V akimda yiiriitiildii.

Bantlar SyneGene goriintiileme cihazinda goériintiilendi.

3.5. IRF5 ve SOX2 i¢in Transfeksiyonu

pIRF5 ve pSOX2 ekspresyon plazmiti kullanilarak 6 kuyucuk plate icin 1 ug DNA
ile transfeksiyon yapildi. IRF5 ve SOX2 protein overekspresyonu gerceklestirildi.
Transfeksiyonda plazmid 06zel bir transfeksiyon reaktifi igerisindeki lipozomla
(Lipofectamine 2000) kaplanarak hiicre i¢ine girisi saglandi. Bunun i¢in kullanilan ticari
kitin protokoline uygun yapildi. Transfeksiyonun gergeklestigi 8-12 saat sonra
mikroskoptan goriintii alinarak hiicre canliliklart kontrol edildi ve 24 saat inkiibasyona tabi

tutuldu. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler IP ve western blot deneyleri igin kullanildi.

3.6. IRF5 ve SOX2 Overekspresyonunun Migrasyon Uzerine EtKisi

Scratch testi, hiz, siireklilik ve polarite gibi temel hiicre gdcli parametrelerini
Olcmek icin yaygin olarak kullanilan basit ve tekrarlanabilen bir testtir. Hiicreler konfluent
olmak igin biyiirlerken pipet ucu ile ince bir ¢izgi c¢ekilerek bosluk agilir. Bosluk
kenarindaki hiicreler polarize olurak hiicre hiicre iletisiminden Otiirii bosluga go¢ eder

(Sekil 37).
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(A) Konfluent hiicre hatti. (B) Steril bir tip yardimu ile hiicre hattinda bir yara olusturulmasi. (C) Cizilerek

olusturulan yara. (D) Yaranin agilmasindan 24 saat sonra yaranin kapanma miktari

Sekil 37. Scratch Assay (Keren IH and Renee LH, 2011)

pIRF5 ve pSOX2 ile transfeksiyon sonrasinda IRF5 ve SOX2 proteinlerinin
overekspresyonun hiicre migrasyonuna olan etkisi aragtirilmistir. Transfeksiyondan sonra
hiicreler 37 °C’ de, % 95 nem ve % 5 COz igeren ortamda inkiibasyona birakilip cogaltildi.
Hiicreler % 50 konfluent olunca steril bir ortamda pipet ucu ile Sekil 36° da gosterildigi
gibi kuyucuklarin ortasindan bastan basa ¢izildi. 0 ve 24 saat goriintiileri alinarak

transfeksiyonun migrasyon ve proliferasyon iizerine olan etkisi degerlendirildi.

3.7. BCA Protein Tayini

Bicinchoninicasit (BCA) protein tayin kiti (Santa Cruz BCA Protein Assay Kit, sc-
202389) konsantrasyonu bilinmeyen orneklerdeki protein miktarin1 belirlemek icin
kullamlir. Prensip olarak oda sicakliginda sistein, sistin, triptofan ve tirozin kalintilar1 Cu*?
iyonlarin1 Cu*! e indirgerler. Daha yiiksek sicakliklarda (37 °C ila 60 °C), proteindeki
peptid baglar1 da bu indirgemeyi gerceklestirir. Her Cu*! iyonu, 2 BCA molekiilii ile
kompleks olusturur. Kompleks 562 nm’ de absorbans veren mor renk olusturur.
Bilinmeyen oOrnekteki absorbans miktar1 standart ile karsilastirillir ve Ornekteki toplam
protein miktar1 hesaplanir.

Hiicre lizis soliisyonu ile toplanan 6rnekler BCA protein tayin kitine uygun sekilde
96 kuyucuklu elisa plakasma 2 tekrarli olarak yiiklendi. Uzerine hazirlanan BCA
soliisyonu eklenerek 37 °C’ de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 562 nm’ de
Ol¢iim alindi. Alman absorbans degerleri Microsoft Excel programina aktarilarak toplam

protein miktarlar1 hesaplandi.
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Hazirlanan ¢ozeltiler:

e BCA soliisyonu: Reaktif A ve Reaktif B, 1:50 oraninda hazirlandi.

e BCA standart soliisyonu: 2 mg / ml stok soliisyon, PBS ile 1000 ug / ml, 500 pg /
ml, 250 ug / ml, 125 pug / ml, 62,5 pg / ml ve 31,25 ug / ml olacak sekilde seri
dilisyon yapildi.

¢ 96 kuyucuklu elisa plakasina 25 pl 6rnek veya 25 pl standartlar yiikklendi. Yiikleme
yapilan kuyularin iizerine 200 pl BSA soliisyonu eklendi.

e 37 °C’ da 30 dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasinda Termo Labsystems — Multiskan Spectrum plaka okuyucuda

562 nm’ de 6l¢iim alind1 (Resim 4).

Resim 4. BCA Protein tayini. Multiskan Spectrum ve elisa plate yiiklemesi.

3.8. Hiicrelerde Yapilan Western Blot Calismalari

Hiicreler toplandiktan sonra patlatma tampon kullanilarak buz icerisinde bekletildi
ve patlamalar1 saglandi. 12.000 xg’ de 4 °C’ de 10 dakika santrifiij edilerek st fazda
Western Blot ¢alismalar1 yapildi.

3.8.1. SDS PAGE/Western Blot

Proteinlerin birbirlerinden ayrilmasinda SDS-PAGE yayginlasarak kullanilan bir
yontemdir. Bu yontemde SDS anyonik bir deterjan olup, proteinleri bir jelde molekiiler
agirliklarina gore ayrismasini saglar. Proteinler icerdiklere aminoasitlere bagli olarak
genellikle art1 veya eksi yiike sahiptirler. Her bir protein molekiilii ¢ok sayida (-) yiikli
deterjan molekiili baglar ve proteinlerin (-) yiik ile yiiklenmesini saglar. Voltaj

uygulandiginda (+) elektrota dogru ilerlemesine neden olur. SDS’ nin proteinlerin
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hidrofobik alanlarina baglanmasi ile birden fazla alt boliime sahip proteinlerin birbirinden
ayrilir. Polimerlesme reaksiyonunda akrilamid molekiilleri yanyana baglanarak diiz
zincirler olusturur, bis-akrilamis molekiilleri ise akrilamid molekiilleri arasinda capraz
baglanmalar olusturuarak jellesmeyi baslatir. Polimerlesme derecesi sicaklik, pH, APS,
TEMED miktarina gore farklilik gosterir. Numuneye 2-merkaptoetanol eklenmesinin
sebebi proteinlerin yapisinda bulunan disiilfit baglarini kirmaktir. Boylece her bir
polipeptid ayr1 ayr1 analiz edilir. SDS-PAGE de ayrim polipeptidin molekiil agirhigiyla
saglanir. Elektroforez siiresinde negatif yiiklii SDS-protein kompleksleri porlu akrilamid
jel icinde gog eder. Diisiik derisimde hazirlanan jellerin gozenekleri daha biiyiik olup, daha
biiyiik molekiil agirlikli biyomolekiillerin ayrilmasinda kullanilir. Kii¢iik proteinler biiyiik
proteinlere gore porlardan daha ¢abuk ve kolay gecerler. Boylece proteinler jel icinde goc
ederken biiyiikliiklerine gore bantlara ayrilir. Jelde ayrilan proteinler bir membrana
aktarilarak blotlanir. Membran ve jel sandvig yapilarak semi-dry elektroforetik transfer,
diisiik voltajda hizli transfer yapilir. Blotlamadan sonra hedef proteini tanimlamak igin
antikor kullanilir. Blotlamadan sonra membran ilgili proteine karsi primer antikorlarla
soliisyonunda inkiibe edilir. Ikinci antikor, birinci antikora spesifik olarak baglanir.
Substrat eklendiginde enzim bu substratla reaksiyona girer. Boylece ilgili proteini igeren

bant igaretlenmis olur.

3.8.2. Western Blot Asamasinda Hazirlanan Cozeltiler:

e 4X yiginlama jeli ¢ozeltisi: 0.5 M Tris, % 0.4 SDS, pH: 6.8

e 4X Ayirma jeli ¢ozeltisi: 1.5 M Tris, % 0.4 SDS, pH: 8.8

e % 30 Akrilamit-bis ¢ozeltisi

¢ % 10 Amonyum Persiilfat ¢ozeltisi (APS)

e % 10 SDS ¢ozeltisi

e TEMED

e 2X Ornek yiikleme tamponu: % 4 SDS, % 20 gliserol, % 10 p-merkaptoetanol,
9%0.004 bromfenol mavisi ve 0.125 M TrisHCI, (pH 6.8)

e Elektroforez yiiriitme ¢ozeltisi: 5 m M Tris, 38.4 mM Glisin, % 1 SDS

e Transfer ¢6zeltisi: 5 mM Tris, 38.4 mM Glisin, %20 Metanol

¢ Bloklama ¢ozeltisi: % 2’ lik BSA ¢ozeltisi
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e TBST: 20 mM Tris, 154 mM NaCl, % 0.1 Tween 20

e Primer antikor (1:1000): GAPDH (sc-25778), IRF5 (sc-390364), OCT4 (sc-
9081), SOX2 (sc-17320), NANOG (sc-33759)

e Sekonder antikor (1:3000): (HRP konjugatli sc-2030(R), sc-2020(G), sc-
516102(M))

e Kemiliiminesans Reaktif: Santa Cruz (sc-2048)

Tablo 4. SDS-poliakrilamid jelin yogunluguna gore hazirlanisi.

% 4’ liik % 12’ lik Ayirma %15’ lik Ayirma

Madde L -
Yiginlama jeli  jeli jeli

4X yigilama ¢ozeltisi  1.25 ml - -

4X Ayirma g¢ozeltisi - 2.5ml 2.5ml

% 30 Akrilamit-bis 0.65 ml 4 ml 5ml

%10 SDS 50 uL 100 uL 100 uL

APS 25 uL 50 uL 50 uL

TEMED 5uL 10 uL 10 uL

Distile su 3.05 ml 3.4 ml 2.4 ml

e Jeller hazirlanip camlar arasinda polimerlesmesi saglandiktan sonra tanka
yerlestirildi (Tablo 5).

e Igerdikleri protein miktarlar tespit edilen drnekler, 1:1 oraninda hazirlanan 6rnek
yiikleme tampon ile 5 dakika 95 °C kaynatildi. Her kuyucuga 25 pg / mL oraninda
protein iceren numuneler yiiklendi. Bir kuyuya 5 pl standart (Intron, 24052)
yiiklendi. Elektroforezde numuneler ilk 6nce 100 V 1 saat yiiriitiildii (Resim 5).

Resim 5. SDS-PAGE jel dokiimii.
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eElektroforez sonrasinda jeldeki proteinlerin membrana gegmesi igin yar1 kuru sistemle
immuno blotlama yapildi. PVDF membran blotlama kagidina yerlestirildi. Membran
tizerine jel dikkatlice yerlestirilerek blotlama islemi 25 Volt ve 1 Amper 30 dakika
gerceklestirildi (Resim 6).

Resim 6. Jeldeki proteinlerin PVDF membrana transferi.

eProteinlerin PVDF membrane transferinden sonra membran 2 saat siire ile oda 1sinda
% 2’ lik BSA ile blokland1. 2 saat sonra primer antikor ile +4 °C* de gece boyu
karistiricr iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBST ile 3 kez 10° ar
dakika yikandi.

eMembran, sekonder antikorla oda sicakliginda karistirici lizerinde 2 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBST ile 3 kez 10’ ar dakika yikandi.

eKemiliiminesans substrat iceren ¢ozelti ile (Santa Cruz Immuno Cruz™ Western
Blotting Luminol Reagent: sc-2048) ile 1 dakika karanlikta inkiibe edildi.

eBantlar SyneGene goriintiileme sistemi kullanilarak analiz edildi. GAPDH referans
protein olarak kullanildi. Bantlarin dansitometrik analizi image] (NIH, USA)
programinda yapildu.

3.9. Immiinopresipitasyon (IP) Deneyleri

Immiinopresipitasyon deneyleri in-vivo protein-protein etkilesimlerinin analizinde
kullanilir. Agaroz yapida olan boncuklar {izerine bulunan protein A / G igeren IgG spesifik
antikor bulunan bir yapidadir. Hiicre lizatinin igerisine hedeflenen proteinin antikoru
eklenir ve agaroz boncuk ile muamele edildigi zaman IgG ile baglanmasi saglanir.

Santrifiijlendigi zaman agarozun yogunlugu sebebiyle dibe ¢oken pelletle hedeflenen
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proteini ilk iliskili proteinler gelir. Immiinopresipite olmus proteinler LCMS ile analiz
edilebilir veya birbirleriyle etkilesen proteinlerin kimligini teyit icin Western blotla da
analiz edilir (Sekil 38).

e Patlatma soliisyonu ile toplanan hiicreler 12.000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi.
Ust fazdan 60 pl input &rnekleri igin ayrilarak 1:3 oranminda hazirlanan 4x Ornek
yiikleme tampon ile 5 dakika 95 °C kaynatildi. Ornekler western blot deneylerinde
kullanilmak igin -20 °C’ de saklandi.

e |P denemesi igin siipernatant 6rneklerinden ayri bir ependorfa alindu.

e Icerisine 10 ul uygun primer antikor (IRF5 veya SOX2) konularak ependorflarin
agz1 parafilm ile kapatildi.+4 °C’ de rotator lizerinde 6 saat inkiibasyona birakildi.

e 6 saat sonunda primer antikor ile inkiibasyona birakilan 6rneklerin {izerine 20 pl
protein A / G agarose eklenerek +4 °C’ de rotator iizerinde 48 saat inkiibasyona
birakildi.

e Inkiibasyon sonunda 6rnekler 3000 rpm 10 dakika santrifiij edildi.

o Pellet 3 defa 500 ul RIPA buffer ile yikandi (3000 rpm 10 dakika santrifiij).

¢ Yikamalar sonunda kalan pellet 1:1 oraninda hazirlanan 2x 6rnek yilikleme tampon

ile 5 dakika 95°C’ da kaynatildi. Tiim 6rnekler western blot deneylerinde kullanildi.

Antijen Primer antikor >
“ }’ Sekonder Antikor -
. AQ® X * PRTY
X —— e — A
e % o D 7 o
«
s A es agaroz boncuklar
manyetik boncuklar
yiom elyon: ¢ — .  SDSPAGE-
T ~ Westen blot

Sekil 38. Imminopresipitasyon ile protein saflastirma basamaklari

(http://ruo.mbl.co.jp/bio/g/support/method/immunoprecipitation.html
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3.10. CD133/CD44 Baglanma Deneyleri

IRF5 ve SOX2 proteinlerinin overekspresyonun CD133 ve CD44 yiizey belirtecleri
tizerindeki degisiklikleri flow sitometre ile Ol¢iilmiistiir. Flow sitometri akan bir sivi
igerisindeki hiicrelerin ozelliklerinin incelenmesidir. Bir akis kanali boyunca belirli bir
hizda akan bir sivinin igerisinde bulunan hiicrelerin farkli 6zelliklerini ayn1 anda belirleyen
sistemdir. Flow sitometri sisteminin bilesenleri akis (siv1) sistemi, 151k kaynagi, filtreler-
sinyal dedektorleri, bilgisayar-yazilm, ayirma mekanizmasidir. Dedektor filtreler hiicreden
gelen 151k sagilimi, floresans emisyon filtre ve dedektorlerde dijital sinyale doniisiir ve
antikor araciligiyla antijeni gostermek i¢in kullanilan renk maddelerine florokrom madde
(floresan antikor) denir. Bunun kullanilmasinin amaci direkt hedefin tespiti ile biyolojik ve
biyokimyasal Ozellikleri saptamaktir. Degisik dalga boylarindaki floresan Ol¢limler
florokromla isaretli hiicre ylizey reseptorleri, sitokin gibi molekiiller hakkinda bilgi verir.
Floresan yogunlugu salinan enerjinin miktar1 hiicrede bulunan baglanma bdlgelerinin
miktari ile dogru orantilidir. Hiicrenin i¢ yapisi, hiicrenin biiyiikliigii ve hiicrede incelemek
istedigimiz antijene spesifik baglanan floresan bagl antikordan gelen floresan 1sima
miktar1 Ol¢lilmektedir. FITC (Fluorescein Isothiocyonate), PE (Phycoerythtin), PI
(Propidium Iodide), ECD (Energy Coupled Dye) gibi cesitli boyalar1 vardir. Bu boyalar
farkli absorbanslarda farkli dalga boyalari farkli renk verirler. Tek floresan boya ile isaretli
antikor kullanilmasiyla hiicre yiizey belirteci saptanir. Bu yontem ile sitokinlerin tespiti zor
oOlgiiliir. Ciinkii florokrom boyali antikorlarin hiicre igerisine girmesi zordur. Bu nedenle
hiicreler florokrom boya eklenmeden once; seri diliisyonda fikse edilip morfolojik zarara
ugramadan, hiicre zarinin gegirgenligi artirilir, daha sonra boya eklenir. Flow sitometrinin
avantajlar1 ¢ok sayida hiicre analizi, kisa siirede analiz ve her hiicrede 8-10 parametrenin
saptanabilmesini saglar.

¢ pIRF5 ve pSOX2 ile transfeksiyon sonrasinda hiicreler 37 °C’ de, % 95 nem ve % 5
CO:2 igeren ortamda 36 saat inkiibasyona birakilip ¢cogaltildu.

e Hiicreler inkiibasyon sonrasinda tripsin-EDTA kullanilarak kaldirildi ve 1000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

e Hiicre pelleti % 2’ lik parafomaldehid ile 3 saat 4 °C” de fikse edildikten sonra hiicre
stispansiyon soliisyonu ile slispanse edildi. Siispanse edilen hiicrelerde SuL. CD133-
FITC veya 5 uL CD44-FITC antikorlart (Thermofisher, USA) konularak 1 saat
inkiibe edildi.
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e Inkiibasyon sonrasinda baglanmayan antikorlar1 ayirmak icin hiicreler 1000 rpm’ de
5 dakika santrifiij edilerek PBS ile yikandi.

e Pellet PBS ile siispanse edilerek flowsitometride (Invitrogen Attune Flowcytometry,
America) baglanma diizeyleri Ol¢iildii. IRF5 ve SOX2 proteinin CD133 ve CD44

diizeyleri lizerine olan etkisi degerlendirildi.

3.11. istatistiksel Analiz

Bu tez c¢alismasinda Istatistiksel analiz ydnteminin se¢imi ve uygunlugunun
tespitinde normal dagilimlar arastirilmis ve SPSS 15.0 analiz programi kullanilarak
yapilmistir. Gruplar arasindaki farklarin karsilastirilmasi igin One Way Anova analizi
yapilmis ve alt gruplar arasindaki farklar1 gormek i¢in posthoc testlerinden Tukey testinden

yararlanilmistir. Gruplar arasi farklilik anlamli bulunmustur (p< 0.05 oldugundan dolayz1).
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4. BULGULAR

4.1. Plazmidlerin Cogaltilmasi ve Klonlarin Secimi

Elektroporasyon ile transformasyonu yapilan bakteriler LB Agarda biiyiitiildii ve
koloniler secilerek ayr1 ayr1 petrilerde iiretildi. Izolasyon i¢in kolonilerden alian bakteri
kiiltiirleri LB medyumda firetilerek plazmid izolasyonunda kullanildi.

Antibiyotik direng geni igeren plazmidlerin DH5a E.coli hiicrelerine transforma edilmesi
sonrasinda, antibiyotikli agarlarda biiyiidiikleri ve c¢ogaldiklar1 goriilmiistiir. Cogalan

bakterilerden tek koloni Resim 7’ de yer alan alanlardan se¢ilmistir.

pKontrol pIRFS pSOX2

DH5a

Resim 7. DH5a Bakterileri Kompetent hiicre kolonileri.

4.2. Plazmit izolasyonu Sonrasinda Agaroz Jel Elektroforezi

izole edilen plazmidlerin Nanodrop dl¢iimleri alinarak miktar1 ve saflig1 belirlendi.
Buna ek olarak Agaroz jel elektroforezi yapildi. izole edilen plazmidler kullanilan DNA
markeri ile % 1’ lik Agaroz jelde yerleri belirlendi. Gériintii iki bant seklinde goriildii. Ust
bant nicking plazmid DNA, alt bant siipersarmal plazmid DNA olarak beklenen sonuglar

elde edildi (Sekil 39).

w >
2 g
= =

6000bp ——>
5000bp ——>

4000bp —>

Sekil 39. Agaroz jel elektroforezinde plazmidlerin ayristirilmasi.
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4.3. Plazmitlerin Protein ifadesi Kontrolii

pKontrol-GFP ve pSOX2-GFP plazmidlerinin protein ifadeleri floresan mikroskopta
kontrol edildi. Kontrol plazmitinin GFP proteininin overekspresyonu hiicrenin her yerinde
lokalize oldugu goriildi. pSOX2 GFP ile yapilan overekspresyonda ise niikleus
cevresinde lokalize oldugu goriildii. SOX2 proteini niikleer bir protein olup, ekspresyon

sonrast niikleus ¢evresinde ekspresyon yapmasi proteinin ifadesinin dogru yerde

gerceklestigini gostermektedir (Resim 8).

pKontrol pSOX2

PC3

Resim 8. Plazmit transfeksiyonunun PC3 hiicrelerinde ekspresyonu.

4.4. Overekspresyon Yapilan Proteinlerin Western Blot Analizleri

PC3 hiicrelerinde yapilan western blot analizlerinde IRF5 proteinin
overekspresyonu spesifik antikor kullanilarak gosterildi. Kontrol grubu olarak IRF5 gen

bolgesi icermeyen plazmid ile transfeksiyon yapilarak hiicrede endojen IRF5 miktar
kontrol edildi (Sekil 40).

pKontrol
pIRFS

IRF5 “ ‘ | 60 kDa

Sekil 40. pIRFS5 ekspresyon vektoriinde IRFS protein ekspresyon western blot ile kontrolii.

PIRF5 ile overekspresyon yapilan hiicrelerde kontrol grubuna oranla IRF5
proteinin yaklasik 4.3 kat fazla miktarda sentezlendigi goriildii. IRF5 overekspresyonu
PC3 hiicrelerinde basarili bir sekilde gerceklestirilmis ve kontrol grubuna gore artisi
anlamli bulunmustur (p<*** 0.001) (Sekil 41).
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PC3 Hiicresi
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IRF5/GAPDH oram
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pKontrol PIRF5
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Sekil 41. pIRFS5 ekspresyon vektoriinde IRFS protein ekspresyon diizeyleri.

Western Blot analizlerinde SOX2 proteinin overekspresyonunun PC3 hiicrelerinde
gergeklesip gerceklesmedigi gosterilmistir. Kontrol grubuna gore daha yiiksek oranda
SOX2 protein ekspresyon bandi saglandi. SOX2 protein 34 kDa agirliginda olup western
blot bantlarinda da dogrulugu tespit edilmistir. Referans protein olarak GAPDH kullanildi

(Sekil 42).

34 kDa

q pKontrol
‘ pSOX2

SOX2

GAPDH 37 kDa

Sekil 42. pSOX2 ekspresyon vektoriinde SOX2 protein ekspresyon western blot ile

kontrold.

pSOX2 ile overekspresyon yapilan hiicrelerde kontrol grubuna oranla SOX2
proteinin yaklasitk 5.1 kat fazla miktarda sentezlendigi goriildii. SOX2 proteini
overekpresyonu PC3 hiicrelerinde gergeklestirilmis ve kontrol grubuna gore artis anlamli

bulunmustur (Sekil 43) ( p<***0.001).
PC3 Hiicresi

’_T_‘

pKontrol pSOX2

SOX2/GAPDH orani

Sekil 43. pSOX2 ekspresyon vektoriinde SOX2 protein ekspresyon diizeyleri.
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Transfeksiyon sonrast PC3 hiicrelerinin morfolojilerini degerlendirmek ig¢in
mikroskop altinda hiicresel degisiklikler ve proliferasyon incelenmistir. IRF5 proteininin
hiicre proliferasyonunu negatif yonde etkiledigi buna karsiik SOX2 proteinin
proliferasyonu pozitif yonde etkiledigi gézlemlendi (Resim 9).

Kontrol IRFS SOX2

- AN

Resim 9. pIRF5 ve pSOX2 ekspresyon vektorlerinin transfeksiyon sonrasi hiicre

morfolojileri

[statistiksel olarak degerlendirildiginde kontrol grununun proliferasyonu % 100
olarak alindiginda pIRFS5 ile transfeksiyon yapilan hiicrelerde proliferasyon yaklasik
olarak % 75, pSOX2 ile transfeksiyon yapilan hiicrelerde ise yaklasik olarak % 130
olarak bulunmustur (*p<0.05, ***p< 0.001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda) (Sekil
44).

PC3 Hiucresi
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Sekil 44. pIRFS5 ve pSOX2 vektdrlerinin hiicre proliferasyon grafigi

4.5. SOX2’nin Hiicre Migrasyonu Uzerine Etkisi

Migrasyon denemesi igin scratch yontemi kullanilarak elde edilen verilerde
kontrol grubuna kiyasla pSOX2 vektor plazmidi ile overekspresyon saglanan hiicrelerde;
plate tizerine agilan boslugun daha fazla kapandigi gozlemlendi. Bu sonu¢ SOX2

proteininin migrasyonu hizlandirdigin1 gostermektedir (Resim 10).
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pKontrol pSOX2

0.saat

24 saat

PC3 hiicresi

Resim 10. pSOX2 ekspresyon vektoriiniin PC3 hiicrelerinde migrasyon plate goriintiisii

Istatistiksel olarak pSOX2 ekspresyon yapilan PC3 hiicrelerinde, kontrol grubuna
oranla migrasyonun yaklasik % 80 arttirdigi bulunmustur. Bu sonuglar SOX2 proteinin
PC3 hiicrelerinde proliferasyonu pozitif yonde etkiledigini gostermektedir (*** p<0.001

kontrol grubuna gore) (Sekil 45).

PC3 Hiicresi
250
* Kk
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g

a 150

E 100
ES
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pKontrol pSOX2

Sekil 45. pSOX2 ekspresyon vektoriiniin PC3 hiicrelerinde migrasyon grafigi.

4.6. IRFS5 ile SOX2 Protein Etkilesimleri Sonuclar:

SOX2 ve IRF5 overekspresyon yapilan PC3 hiicrelerinde SOX2 ile IP yapilan
orneklerde hem IRF5 hemde SOX2 yogun bir sekilde goriilmektedir. Ayni 6rneklerin
inputlarinda SOX2 kontrolii yapildiginda IRFS5 overekspresyon yapilan hiicrelerde kontrol
hiicrelerine gore SOX2 protein expresyonu daha az oldugu gorilmektedir. IRFS
overeksprese oldugu zaman SOX2 diizeyleri azalmig olabilir. IRF5 ve SOX2
proteinlerinin birbirleri ile iliskide oldugu bantlarda goriilmektedir. GAPDH endojen
protein kontrolii olarak kullanilmis ve protein miktarlarinin her bir kuyuda esit olduklar

gosterilmistir (Sekil 46).
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Sekil 46. SOX2 ile IP yapilan 6rneklerde SOX2 ve IRFS5 protein iliskisi

IRFS5 ile yapilan IP 6rneklerinde SOX2 ve IRF5 overekspresyonu yapilan hiicreler
karsilastirildigi zaman SOX2 bantlariin her iki blottada oldugu goriilmektedir. Kontrol
hiicrelerinde de bu bantlar goriiliir ve IRF5 overekspresyon yapilanlarda bantlarinda daha
yogun oldugu goriilmektedir. Ayni1 sekilde 6rmeklerin IRF5 bantlar1 degerlendirildigi
zaman kontrol grubuna gore bantlar daha yogundur. Inputlarda IRFS5 overekspresyon
diizeyleri kontrol edildigi zaman yalnizca pIRF5 plazmidi ile overekspresyon yapilan
orneklerde bant goriilmektedir. GAPDH endojen protein olarak kullanilmis ve her bir

kuyuda 6rneklerin esit yiiklendigi goriilmektedir (Sekil 47).

pKontrol
pSOX2
pIRF5

. ‘o’. WB:IRF5

| WB:SOX2

3 WB:IRFS

Sekil 47. IRFS5 ile IP yapilan 6rneklerde SOX2 ve IRFS protein iligkisi.

IP:IRF5

Input

Immiinopresipitasyon sonuglar biitiinii ile degerlendirildigi zaman IRF5 ve SOX2
proteinleri birbirleri ile etkileserek transkripsiyonda énemli rol oynar. iki proteinin
birbirleri ile etkilesimde olmasi1 ve farkli bolgelerden baglanmalar yaparak c¢esitli
fonksiyonlar1 yerine getirmesi konusunda ileri analizlere ihtiyag¢ vardir.

SOX2 ve IRF5 etkinligi olan hiicrelerin se¢imi yontem kisminda anlatildigi
sekilde gerceklestirilip ardindan CD133 antijeni i¢in CDI133-FITC isaretli antikorla
isaretlendi. CD133 olan se¢ilmis hiicrelerden, bu isaretli antikorlar araciligiyla CD133-
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FITC ile pKontrol, pIRF ve pSOX2 hiicreler segilerek okundu. Kontrol grubuna kiyasla
SOX2’nin proliferasyonundaki artis daha fazla CD133 baglanmasi gosterirken, pIRFS5

baglanmasini azalttig1 gézlemlenmistir (Sekil 48).
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Sekil 48. pIRF5 ve pSOX2 yapilan 6rneklerde CD133 baglanma grafikler

CD133 ekspresyonu PC3 hiicrelerinde degerlendirildiginde kontrol grubunun
baglanmas1 % 100 olarak alindiginda pIRFS5 ile transfeksiyon yapilan hiicrelerde baglanma
yaklasik olarak % 90, pSOX2 ile transfeksiyon yapilan hiicrelerde ise yaklasik olarak %
150 olarak bulunmustur (Sekil 49) (p<***0.001). Bu baglanma PC3 hiicrelerinde SOX2
asirt ifadesi CD133 ylizey antijenlerine de yiliksek baglanma gostermesi SOX2’nin

proliferasyonu arttirmis oldugunu gostermektedir.
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Sekil 49. pIRF5 ve pSOX2 yapilan 6rneklerde CD133 baglanma ytizdesi

CD44 ekspresyonu PC3 hiicrelerinde degerlendirildiginde kontrol grubunun
baglanmas1 % 100 olarak kabul edildiginde pIRFS5 ile transfeksiyon yapilan hiicrelerde
baglanma yaklagsik olarak % 60, pSOX2 ile transfeksiyon yapilan hiicrelerde ise yaklasik
olarak % 170 olarak bulunmustur (***p<0.001) (Sekil 50). CD44 hiicre yapisma molekiilii

yine SOX2’ nin transkripsiyonda fazla baglanma gostermesi PC3 hiicrelerinde
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proliferasyonu arttirdig1 yoniindedir.
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Sekil 50. pIRF5 ve pSOX2 yapilan 6rneklerde CD44 baglanma yilizdesi

SOX2 ve IRF5 etkinligi olan hiicrelerin se¢imi yontem kisminda anlatildigi
sekilde gergeklestirilip ardindan CD44 antijeni icin CD44-FITC isaretli antikorla
isaretlendi. CD44 olan se¢ilmis hiicrelerden, bu isaretli antikorlar araciligiyla CD44-FITC
ile pKontrol, pIRF ve pSOX2 hiicreler secilerek okundu. Kontrol grubuna kiyasla
SOX2’nin proliferasyonundaki artis daha fazla CD44 baglanmasi gosterirken, pIRFS5

baglanmasini azalttigi gézlemlenmistir (Sekil 51)
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Sekil 51. pIRFS ve pSOX2 yapilan 6rneklerde CD44 baglanma grafikleri
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5. TARTISMA

Prostat kanseri, ileri yaslarda goriilmesine ragmen diinyada erkeklerde kansere
bagl 6liimlerin ikinci biiylik nedeni olarak kabul edilmistir. Prostat kanserinde rol oynayan
bircok mekanizma hala aydinlatilamamis olmakla birlikte yeni sinyal yolaklarinin kesfi ile
yeni biyobelirteglerin belirlenmesinden yeni terapdtiklerin gelistirilmesine kadar yapilan
caligmalarin sayist her gecen giin hizla artmaktadir. Prostat kanserinde molekiiler ve
genetik degisikliklerin kanserin ayirt edici ozellikleri oldugu bilinmektedir (Albertson,
2006). Molekiiler mekanizmalarin ve genetik degisikliklerin tanimlanmasi, timor
biyolojisini anlamak i¢in gereklidir.

Kok hiicreler kendini yenileme, farklilasma, proliferasyon ve apoptozda énemli bir
rol oynamaktadir. Kok hiicre faktorleri kanser hiicrelerinin farklilagmasina neden olmakta
bazi onkogenlerin, apoptotik proteinlerin ya da tiimor baskilayict genlerin kontrollerini
saglamaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalar kok hiicre faktorlerinin iligkili oldugu
sinyal yolaklarinin aydinlatilmas1 gerekliligini dogurmus ve yeni gen tedavilerin
gelistirilmesi konusunda bu bilgilerin kullanilabilecegini gostermistir.

Kanser kok hiicreler kanserin baslatilmasinda, ilerlemesinde ve mevcut tedavilere
kars1 direncte 6nemli bir rol oynayabilir. Kanser kok hiicrelerin ayrimlarinin yapilmasinda
cesitli ylizey antijenleri kullanilmaktadir. Bu ylizey antijenleri kanser hiicrelerinde
ekspresyon yapmakla birlikte kok hiicre potansiyeli ve cesitli faktorlere bagli olarak
ekspresyon diizeyleri degismektedir (Sabet ve ark, 2014). CD44 ve CD133 kanser kok
hiicre ylizey antijenlerinden biri olup c¢esitli kanserlerde ekspresyon diizeyleri farklilik
gostermekle birlikte western blot, immiinofloresans ve flow sitometri gibi teknikler
kullanilarak gosterilmektedir (Wang ve ark, 2012). Prostat kanser kok hiicrelerine bakildig:
zaman ilk olarak 1989 yilinda kesfedilmistir (Isaacs ve ark, 1989). Prostat dokusunun
heterojen bir yap1 sergilemesi sebebiyle literatiirde androjene bagimli ve bagimsiz bir
farklilagsma gosterdigi bildirilmistir (Tsujimura ve ark, 2002; Skvortsov ve ark, 2018).
Prostat kanser kok hiicrelerinin kemoterapik ilaglara ve radyoterapik uygulamalara karsi
direng gelistirme potansiyelinin yliksek olmasi sebebiyle klinikte Onemli bir sorun
olusturmaktadir (Wang ve ark, 2012). Prostat kanser kok hiicreleri hem mikro cevreleri
hem de cesitli reseptorleri icermeleri sebebiyle prostat kanser hiicrelerinin fenotiplerini de
degistirebilmektedirler (Qin ve ark, 2012). Normal prostat kok hiicrelerinin yiizey antijeni
olarak Lin-Sca-1, CD133, CD44, CD117 igerdigi ve aldehid dehigrogenaz aktivitesininde
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yiiksek oldugu bildirilmistir (Leong ve ark, 2008, Burger ve ark, 2009). Bununla birlikte
prostat kanser kok hiicrelerinin ise CD133 ve CD44 ylizey antijeninin metastaz goriilen
biyopsi 6rneklerinde daha fazla ekpresyonunun oldugu ile ilgili bulgular literatiirde yer
kazanmistir (Collins ve ark, 2005). Yapilan bir bagka arastirmada 144 prostat kanser
hastasinin immiinohistokimyasal boyama yapilmis dokular1 incelendigi zaman gleason
skoru diistik hastalarin timor boyutlarinin biiyiik oldugu ve CD44 pozitif ve CD133 pozitif
oldugu tespit edilmistir. PSA diizeylerine bakildig1 zaman CD44 ve CD133 pozitifligi ile
iliskili tam olarak tespit edilememis ama metastaz ile iliskisinin oldugu ileri siirilmiistiir
(Kalantari ve ark, 2017). LNCaP hiicreleri kullanilarak CD44 pozitif ve CD24 negatif
prostat kanser hiicreleri ile NOD / SCID farelerde tiimor olusturuldugunda timdordjenitenin
arttigr tespit edilmistir. DU145 hiicreleri kullanilarak CD44 pozitif ve CD133 pozitif
hiicrelerde telomeraz aktivitesinin yiiksek oldugu ve fenotipik olarak prostat 6zelliklerinin
degistigini tespit etmislerdir (Miki ve ark, 2007). Prostat kanser kok hiicrelerinin CD133 ve
CD44 ekspresyonlarmin yani sira Nanog, SOX2 ve OCT4 protein ekspresyonlarinida
gerceklestirdikleri ve bu hiicrelerin yeni biyomarker gelistirilmesi ve terapdtikler i¢in hedef
olabilecegi bildirilmistir. PC3 hiicrelerinin epitelyal mezankimal gecis hiicreleri oldugu
(EMT) ve fenotiplerinin her nekadar epitel hiicrelerine benzese de kok hiicre faktorlerini
asir1 ifade etmeleri sebebiyle prostat kanser kok hiicreleri gibi davrandiklari ileri
stiriilmiistiir (Jiang ve ark, 2010). Ayrica prostat kanser kok hiicrelerinin Wnt sinyal
yolagi, Hedgehod sinyal yolagi, Notch sinyal yolagi, NF-kB sinyal yolagi, ABC
transporterlar, mMiRNA’ lar ve tiimor mikrogevre ile iliskili oldugu ve kok hiicre faktorleri
tarafindan kontrol edildigi ile ilgili olarak son yillarda yapilan arastirmalarin sayis1 da
artmaktadir (Leao ve ark, 2017). Bu tez calismasinda PC3 hiicrelerinde SOX2
ekspresyonlar arttig1 zaman CD44 ve CD133 pozitifliginin arttig1 tespit edilmistir. Ayrica
IRF5 ekspresyon diizeyleri PC3 hiicrelerinde arttifi zaman CD133 ekspresyon
diizeylerinin degismedigi CD44 diizeylerinin kontrol grubuna goére azaldig goriilmektedir.
Metastaz yetenegi yliksek olan tiimorlerde arttigr bildirilen CD44 diizeylerinin IRFS
ekspresyonu ile prostat kanseri hiicrelerinde diismesi klinikte uygulanacak olan terapiler
agisindan onem teskil edecektir. SOX2, bir kok hiicre faktorii olarak bilinen bir
transkripsiyon faktorii olup prostat kanseri dahil, simdiye kadar incelenen ¢ogu insan
kanser tiiriinde asir1 ifade edildigi gosterilmistir (Maurizi ve ark, 2018). SOX2’ nin bazi
epitelyal kanserlerde onkogen olarak davrandigi bulunmustur. SOX2, yumurtalik, akciger,
deri, beyin, meme, prostat ve pankreas kanserleri dahil olmak iizere en az 25 farkh

kanserdeki biiylime, tlimdrijenisite, ilag direnci ve metastazda rol oynamaktadir (Jeter ve
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ark, 2009). Ayrica SOX2’ nin ubikitinasyon, fosforilasyon ve asetilasyon gibi
postraslasyonel modifikasyonlarda da gorev aldigida bildirilmektedir (Baltus ve ark 2009;
Van Hoof ve ark, 2009). Prostat kanserinde kok hiicre faktorlerinin ekspresyon
profillerinin belirlenmesi konusunda yapilan bir arastirmada prostat kanser hasta
dokularinda Nanog, OCT3/4 ve SOX2 diizeylerinin normal dokulardakine gore
ekspresyonlarinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. PC3 ve DUI145 prostat kanser
hiicrelerinde OCT3/4 ve SOX2 diizeylerinin hiicre proliferasyonunu arttirdigini ve ayrica
immun defekt olan farelerde de SOX2’nin tiimoérojeniteyi indiikledigi tespit edilmistir (Bae
ve ark, 2010).

Lin ve arkadaglarinin yaptigi c¢aligmada SOX2 proteininin prostat kanseri
hiicrelerinin ¢ogunda eksprese edildigi gosterilmistir. Yapilan ¢alismada LNCaP androjene
bagimli ve DU145 ile PC3 androjenden bagimsiz prostat kanser hiicrelerinde SOX2
diizeyleri hem mRNA hem de protein ekspresyonlar1 karsilastirilmistir. Aragtirmada PC3
hiicrelerinin farkli metastazik yetenege sahip olan tiirleri olan PC3M, PC3M- 1E8 ve
PC3M- 2B4 hiicreleri de kullanilmis SOX2’ nin metastaz {izerindeki roliide arastirilmustir.
SOX2 diizeylerinin hem gen hem de proteinin seviyelerinin, androjenden bagimsiz insan
prostat kanseri hiicrelerinde daha yiiksek oldugu ve SOX2' nin metastazik yetenegi yiiksek
olan androjenden bagimsiz prostat kanserinin ilerlemesinde onemli bir rol oynadigini
gosterilmistir. mRNA ve SOX2 protein seviyeleri, yiiksek metastatik insan prostat kanserli
hiicre soyu DU145, PC-3M-1E8, PC-3, kotii metastatik hiicre hatt1 ile karsilastirildiginda,
onemli Ol¢iide daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. SOX2 ekspresyonlart shRNA ile
susturuldugu zaman androjenden bagimsiz kanser hiicrelerinin apoptoza gittigi tespit
edilmistir (Lin ve ark, 2012). EGFR ve iligkili sinyal yollari, gesitli timérlerde timor
hiicresi proliferasyonunun kilit diizenleyicileridir (Gusterson, 1992). EGFR, prostat
kanserinin yaklasik % 30' unda fazla sentezlenir (Shah ve ark, 2006). EGFR, TGF-a dahil
olmak tizere yedi olasi liganddan biri ile aktive edilebilir (Harris ve ark, 2003; Seth ve ark,
1999). Onceki ¢alismalar, hastalik daha ileri asamalara geldiginde, TGF-a' nin EGFR igin
baskin ligand oldugunu gostermistir (Seth ve ark, 1999; DeHaan ve ark, 2009). TGF-a /
EGFR otokrin dongiisii, PCa invazyonu ve progresyonu (Mimeault ve ark, 2007) ve
EGFR'nin noral prekiirsor hiicrelerde SOX2 ekspresyonunu diizenleyebilecegini
gostermislerdir (Hu ve ark, 2010). SOX2’nin TGFa ile indiiklendigini ve hiicrelerin EGFR
/ PI3K / AKT sinyal yolagindaki proteinlerle iliskili oldugunu gostermislerdir (Lin ve ark,
2012). Bu tez galismasinda benzer bir sekilde PC3 hiicrelerinde plazmitler ile SOX2

overekspresyon yapildigr zaman hiicre migrasyonunun arttig1 tespit edilmis ve hiicrelerin
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metastazik yeteneklerinin SOX2 tarafindan kontrol edilebildigi gosterilmistir. Yapilan
diger calismalarda SOX2' nin asir1 ekspresyonunun onkogenik oldugunu gosterilmis ayrica
akciger meme ve kanserleri hiicre populasyonunun biiylimesini 6nemli Olciide arttigi
bildirilmistir (Chen ve ark, 2008). Glioblastoma hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada ise
SOX2 susturulmasi, hiicre proliferasyonun inhibe edilmesine ve tiimdrojenitenin
kaybolmasina neden oldugu da gosterilmistir (Garros ve ark, 2016). Saglikli hiicrelerde
SOX2 ekspresyonunun diisiik oldugu bildirilmekle birlikte T hiicrelerinde ifadesinin
arttirtlarak  gliablastoma  tiimorlerinin  tedavisinde SOX2’ nin  hedef alinarak
immunoterapide kullanilabilecegi de yapilan calismalarla gosterilmistir (Schmitz ve ark,
2007). Osteosarkoma hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada CRISPR / CAS teknolojisi
kullanilarak SOX2 delesyon yapilan hiicrelerde canliligin azaldigi ve profilerasyonun
yavagladigi tespit edilmistir. Osteosarkoma yapilan fare modelinde SOX2 knockout
edildiginde tlimordjenitenin ve kanser kok hiicre fenotipinin baskilandigi ayni ¢alismada
tespit edilmistir (Maurizi ve ark, 2018). Klinik arastirmalarda skuaméz akciger kanser
hiicreleri ve 6zofagus kanser tiirlerinde SOX2 diizeylerinin taranmasi yapildigi zaman
SOX2 diizeylerinin artisinin kanser prognozunda 6nemli oldugu ve hasta sag kalim ile
iligkili olabilecegi rapor edilmistir (Wilbertz ve ark, 2011). Bas ve boyun skuaméz hiicreli
karsinomlarda (HNSCC) yapilan bir calismada embriyonik protein olan SOX2’ nin
ekspresyonu belirlenmek tizere HNSCC’ li hasta dokular1 analiz edilmistir. Calismada
SOX2, Bcl-2 Ki-67 ve pl6 protein ekspresyonlart incelendigi zaman metastaz diizeyi
yiiksek olan tiimor dokularinda SOX2 protein ekspresyonunun yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Schrock ve ark, 2014). Prostat kanseri ve SOX2 konusunda yapilan
caligmalarda insan prostat epitel hiicrelerinde embriyonik kok hiicre belirtegleri olan
Nanog, OCT4 ve SOX2 diizeylerinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Saglikli epitel
hiicrelerinden hTERT kullanilarak prostat kanser kok hiicreleri gelistirilmistir. Arastirmada
hem progenitor hiicre belirtegleri CD144, CD133 Nestin, C-Kit ekpresyonunun hemde
OCT4, Nanog, SOX2 ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Gu ve ark, 2007). Prostat
kanser hiicrelerinde SOX2 ve kok hiicre gelisiminde temel rol oynayan hedgehog sinyal
yolag1 arasindaki iliskinin aragtirilmas: konusunda yapilan bir ¢alismada PC3 ve DU145
hiicreleri kullanilarak si-RNA ile SOX2’nin susturulmast sonucu hiicrelerin metastatik
davraniginda, proliferasyonunda ve migrasyonda azalmanin oldugu tespit edilmistir.
DU145 hiicrelerinin, PC3' e kiyasla daha diisiik SOX2 geni ve protein ifadesine sahip
oldugu bildirilmistir. SOX2 androjenden bagimsiz prostat kanseri hiicrelerinin

proliferasyonunu azaltip kanser dis1 kok hiicre populasyonunda apoptozu indiiklemistir.
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Hedgehog sinyal yolunun bloke edilmesi ile prostat kanseri hiicrelerinin tiimdrijenitesini
bliyik  ol¢iide  engelledigi  gostermislerdir.  Hedgehog  sinyal  yolaginda
immunopresipitasyon deneyleri yapilarak bu yolakta iliskili olan GLII ve GLI2
trasnksripsiyon faktorleri ile etkilesimde oldugu ve prostat kanserinde metastazdaki
roliiniin bununla kontrol edildigi ileri siiriilmektedir (Kar ve ark, 2017). Yapilan bu
calisma prostat kanserinde, SOX2' nin tiimdrojenik 6zellikler i¢in gerekli oldugunu ve bu
transkripsiyon faktoriinii hedef almanin uygun bir tedavi segenegi oldugunu kuvvetli bir
sekilde gostermektedir.

Interferonlar 1970" lerde yapilan arastirmalar sonucunda bu maddelerin sadece viral
enfeksiyonu Onlemekle kalmayip, ayni zamanda bazi kanserlerin biiylimesini de
baskilayabildigi ortaya konulmustur. Ozellikle, tavuk embriyolarindan korioid pargalarmi
kullanmis, bunlar1 1s1 ile inaktive edilmis influenza viriisii ile enfekte etmisler ve bu
hiicrelerin, daha sonra virlis olmayan bir virlis ile enfekte oldugunda ayni tipteki diger
fragmanlar1 koruyabilen bir protein {iretebildigini gozlemlemislerdir. Bu nedenle,
interferon isminin hiicreler iizerinde viral bir girisime sahip olma kapasitesinden
kaynaklanabilmektedir (Isaacs ve ark, 1957). Yakin zamanda yapilan ¢alismalar, viriis
enfeksiyonlarinda interferonlarin enfeksiyonlara karsi aktif rol oynadiklarini gdstermistir.
Viriisle enfekte olan hiicrelerden salinan interferonlar, enfekte olmamis hiicrelerin
reseptorlerine baglanarak bu hiicreleri uyarir ve viriise karst direng olusumunu
saglamaktadir (Ryff ve ark, 2007). IRFS5, otoimmiin hastalik dahil olmak iizere cesitli
hastaliklarda yer almak i¢in bir diizenleyici olarak tanimlanmistir (Richez ve ark, 2010).
Onceki calismalar, p53 aracili apoptozda IRFS' in roliinii 6ne siirmiistiir (Mori ve ark,
2002). Baz1 ¢aligmalar da IRF5' in p53' ten farkli bir yol iizerinde hareket ettigini ortaya
koymustur (Barnes ve ark, 2003; Hu ve ark, 2005; Yanai ve ark, 2007). Lin Guo ve
arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada ise IRFS5' in kondrositler tizerindeki fizyolojik rolii
ve osteoartrit (OA) veya romatoartritin (RA) patolojik gelisimi daha dnce bildirilmistir.
Kondrositler multifaktoriyel bir hastalik olan osteoartritin patolojik gelisiminde rol
oynamaktadirlar (Komori ve ark, 2016). MMP' ler en 6nemli katabolik faktorlerdir. IRFS
insan kondrositleri ve insan kondrosarkom hiicre ¢izgisi SW1353 hiicrelerinde eksprese
edilirler (Van Hove ve ark, 2012). IRF5, promotdriinii hedefleyerek MMP-3' iin
transkripsiyonunu diizenler (Sugiyama ve ark, 2007) IRF5 'in MMP-3 ekspresyonuna
etkileri NFkB' nin aracilik eder. IRF5, otoimmiin hastalik dahil olmak tizere g¢esitli
hastaliklarda yer almak icin bir diizenleyici olarak tanimlanmigtir. IRF5' in kondrositler

tizerindeki fizyolojik rolii ve OA veya RA' nin patolojik gelisimi daha 6nceki ¢alismalarda
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da bildirilmistir. Bu ¢aligmada, IRF5' in, MMP-3' iin promotdr bolgesine baglanarak
transkripsiyonunu diizenlendigi bulunmustur. MMP-3' iin OA ve RA' nin patogenezindeki
onemli rolleri goz Oniine alindiginda, elde edilen sonuglar IRF5 'in OA ve RA' da rol
oynayabilecegini agiklamaktadir. IRF5' in susturulmasiin, NFkB lusiferaz aktivitesinde
TNF-a artis1  artirdigint  bulmusglardir.  NFkB, normal fizyolojik kosullar altinda
sitoplazmada tecrit edilen 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Hiicrelerin TNF-a gibi
enflamatuar  sitokinlere maruz kalmasi, NF-kB' nin sitoplazmadan niikleer
translokasyonunu saglayan ve gen transkripsiyonunu baglatan fosforilasyona neden olur.
Ozetle, IRF5' in insan kondrositlerinde promotériine bilerek MMP-3' iin transkripsiyonunu
diizenledigini bulmuslardir. Bu ¢alisma sonucundaki bulgular IRF5' in OA ve RA tedavisi
icin yeni bir farmakolojik hedef olabilecegini gostermektedir. IFNa ekspresyonunun
stiriilmesine ek olarak, IRF5, OA ve RA'nin patolojik gelisiminde rol oynayan IL-6, TNF-a
ve IL-17 ekspresyonunu yukari regiile eder (Krausgruber ve ark, 2011). Hiicrelerin TNF-a
gibi enflamatuar sitokinlere maruz kalmasi, NFkB' nin sitoplazmadan niikleer
translokasyonunu saglayan ve gen transkripsiyonunu baslatan fosforilasyona ve IkBa'nin
bozunmasina neden olur. NFkB ve IRF5 aktivasyonunun, bu genlerin promotor bolgesine
yakin bir yerde baglanarak IFN-f ve IL-6' nin ekspresyonunu koordine olarak diizenledigi
bildirilmistir. Lin Guo ve arkadaglarmin yaptigi caligmalar sonucunda MMP3' iin
ekspresyonunu diizenleyen NFkB ve IRF5 arasinda yeni bir sinyal baglantis1 oldugunu
bulunmustur. IRF5 bir transkripsiyon faktorii olmasinin yani sira son yillarda tiimor
stipressOr rolliniin oldugu ile ilgili ¢aligmalarda hizla artmaktadir. Tiimor baskilayict
ozelligini p21, Bak, Bax, ve kaspaz8’ i1 indiiklemesi ile gergeklestirdigi ile ilgili caligmalar
mevcuttur (Mori ve ark, 2002; Barnes ve ark, 2004). IRF5’ in tipl interferonlar1 kontrol
ettigi bilinmektedir. IRF5 ve SOX2 konusunda literatiirde yapilmis bir arastirma
bulunmamaktadir. Interferonlar ve SOX2 arasindaki iliski konusunda yapilana calismalara
bakildigi zaman IRF7° nin kok hiicre faktorlerinin diizenlenmesinde rol oynadigi ve
antiviral cevapta onemli oldugu gosterilmektedir (Eggenberger ve ark, 2019). Ayrica
yapilan bir bagska ¢alismada ise akciger kanser hiicrelerinde IFN alfa ve IFN gama
ekspresyonunu degistiren inteferon indiikleyici trans membran proteininin SOX2
tarafindan baskilandigi ve kotii prognoza sebep oldugu bildirilmistir (Yang ve ark, 2019).
Biz ¢alismamizda PC3 prostat kanser hiicrelerinde SOX2 over ekspresyon yapilan
orneklerde migrasyon diizeylerinin arttifin1 saptadik. Kontrol gruplarina gore daha hizl
boliinen, hizli yayilan ve hiicrelerdeki morfolojik degisikliklerde SOX2 protein ekspresyon

diizeylerindeki degisikliklerin hiicrenin biiylime egilimini arttirdigini bulduk. Prostat
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kanserinde SOX2’ nin CD44 ve CDI133 ile ekspresyonlarimin birlikte artis1 IRFS over
ekspresyonu yapildigi zaman azalmis ve hiicrelerin prolirerasyonlari azalarak migrasyon

yeteneklerinin diistiigli bu tez ¢calismasinda gdsterilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu tez ¢alismasinda androjenden bagimsiz prostat kanser hiicrelerinde bir
kok hiicre faktorii SOX2 proteininin asirt ifade edilmesi hiicrelerde bir transkripsiyon
faktorii olan IRFS5 proteini ile etkilesim yaptig1 immunopresipitasyon deneyleri ile tespit
edilmistir. IRF5 overekspresyon yapilan 6rneklerde kok hiicre farklilasmasinin bir belirteci
olan CD133 ve CD44 yiizey antijenlerinin ekspresyonunda azalmaya neden olmustur.
Prostat kanserinde IRF5 proteininin SOX2 proteininin ekspsreyonu lizerinde degisiklik
yapip yapmadigr konusunda daha ileri analizlere gereksinim duyulmaktadir. Kanser kok
hiicrelerin farklilasmasinda ve kanser hiicrelerinin metastazindaki rolleri sebebiyle SOX2
proteininin kontrol edilmesi konusunda IRF5 yeni bir terapétik adayi olabilir ve sinyal
yolaklarinin aydinlatilmasi ile klinik uygulamalar i¢in yeni gen terapilerin gelistirilmesine

katkida bulunabilir.
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