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ÖZET 

 

Prostat kanseri, rastlanma sıklığı açısından erkeklerde ikinci, genel olarak ise 
dördüncü en sık görülen kanser tipidir. Prostat kanserinin progresyonunda androjen 
reseptöründeki mutasyonlar önem taşımaktadır. Androjen reseptörünün alternatif 
kesimlenmesi ile oluşan AR varyantları, son yıllarda prostat kanseri alanındaki 
önemli bir araştırma konusudur. Prostat kanserinde anormal artmış AR varyant 
ekspresyonuna aracılık eden moleküler mekanizmalar halen tam olarak 
bilinmemektedir. Bu tez çalışmasında, prostat kanserinde regülasyonu bozulmuş 
olan AR yolağının ve NF-κβ, HSP-27 gibi ilişkili sinyal yolaklarındaki anahtar 
genlerin ekspresyonu prostat kanserli hücre hatlarında ve farklı evrelerdeki prostat 
kanserli hasta gruplarında araştırılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre, ileri evre 
prostat kanseri vakalarında androjen reseptörleri  blokajının yanı sıra NF-κβ sinyal 
yolağını ve AR regülatörü olduğu daha önceki çalışmalarda ortaya konan Hsp-27 
proteinini hedefleyen terapilerin de önemli olacağı düşünülmektedir. Prostat 
kanserinin başlaması ve progresyonunda önem arz eden AR ve varyant AR 
oluşumu ile ilgili moleküler mekanizmaların aydınlatılması ile bu ilişkili sinyal 
yolaklarını hedefleyen inhibitörlerin klinikte kullanımı yaygınlaşarak prostat 
kanserinin tedavisine yönelik önemli aşamalar kaydedilebilecektir.  
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ABSTRACT 

 

Prostate cancer is the second most common cancer in men and globally the fourth 
most common cancer. Mutations in the androgen receptor are important in the 
progression of prostate cancer. AR variants which are created with alternative 
splicing of androgen receptor have been an important research topic in prostate 
cancer in recent years. Molecular mechanisms mediating expression of abnormally 
increased AR variant in prostate cancer are still unknown. In this thesis, the 
expression of the AR pathway, which is impaired in prostate cancer, and key genes 
in related signaling pathways such as NF-κβ, HSP-27, has been investigated in 
prostate cancer cell lines and in different groups of prostate cancer patients. 
According to the results, therapies targeting the NF-κβ signaling pathway and HSP-
27 protein which is known to be AR regulator will be important in addition to 
androgen receptor blockade in advanced prostate cancer cases. By elucidating the 
molecular mechanisms related to the formation of AR and variant AR, which are 
important in the initiation and progression of prostate cancer, the use of inhibitors 
targeting these related signaling pathways will become prevalent and important 
steps in the treatment of prostate cancer will be recorded. 
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1. GİRİŞ 

 

Prostat kanseri (PCa), dünya genelinde erkeklerde kanserle ilişkili ölümler arasında 

ikinci sırada yer alan önemli bir sağlık problemidir. Tedaviye yönelik önemli bir 

yaklaşım olan androjen deprivasyon tedavisi (ADT) uygulamasına  rağmen, agresif 

ve terapiye dirençli tümörlerin relapsı hastalar arasında başlıca ölüm nedenidir. Bu 

ADT'ye dirençli PCa formu, hormona refrakter veya kastrasyon dirençli prostat 

kanseri (KDPK) olarak adlandırılır. Bu evrede, androjen yokluğunda bile sürekli 

androjen reseptörü (AR) sinyalizasyonu aktiftir. Yüksek düzeydeki AR 

sinyallemesinin altında yatan çeşitli mekanizmalar arasında AR gen amplifikasyonu, 

sitokinler veya kinazlarla liganddan bağımsız AR aktivasyonu, hem intrakrin hem de 

intratümoral androjen üretimi, AR ko-aktivatörlerinin aşırı ekspresyonu ve en 

önemlisi, yapısal olarak aktif AR kesim varyantlarının  ekspresyonu bulunmaktadır. 

Bu nedenle androjen reseptörü, prostat kanserinin başlamasını ve ilerlemesini 

destekleyen başlıca faktörlerden biri olarak bilinmektedir.  

 

AR’nün üzerinde N-terminal domain (NTD), DNA’ya bağlanan domain (DBD) ve 

hormona bağlanan domain (LBD) olmak üzere 3 bölümü vardır. Androjene bağımlı 

gen ekspresyonu ve hücre gelişimi tam uzunluktaki AR (FL-AR) tarafından, 

androjenden bağımsız transkripsiyonel aktivite ve hücre gelişimi ise karboksi ucu 

kesilmiş, liganda bağlanan domain içermeyen AR varyantları (AR-V7, 567es gibi) 

tarafından sürdürülmektedir. Bu kesilmiş AR formları, C-terminal ligand bağlama 

bölgesini içermez, ancak N-terminal bölgesini korur, böylece kastre hormon 

seviyelerine rağmen AR hedef genlerinin transkripsiyonel aktivasyonunu teşvik 

eder. Tam uzunluktaki androjen reseptöründen alternatif kesimlenme (splicing) 

mekanizması ile oluşan androjen reseptörü varyant-7 (AR-V7) ileri evre prostat 

kanserinde abiraterone, enzalutamid gibi anti-androjen ilaçlara direnç ve kötü 

prognoz nedeni olarak belirtilmeye başlanmıştır. Ancak moleküler düzeyde ilişkili 

sinyal yolakları henüz aydınlatılmamıştır. Sekiz ekzondan oluşan androjen 

reseptörünün ekzon 5,6 ve 7 kısmı delesyona uğramış bir başka varyantı ise ARV-

567es olarak tanımlanmıştır.  
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NF-κβ (Nükleer Faktör Kappa-β) transkripsiyon faktörleri, hücrelerin immün ve 

inflamatuar uyaranlara karşı verdiği yanıtın düzenlenmesini ve hücre sağkalımını 

kontrol eden önemli protein gruplarındandır. Ayrıca anjiogenezi, proliferasyonu, 

migrasyonu uyarıcı ve apoptozu baskılayıcı rolü de bilinmektedir. Hücrelerde NF-κβ 

yolağının aşırı aktivasyonunun primer prostat kanseri oluşumu ve metastatik 

kastrasyona dirençli evreye geçişte ilişkili olabileceği çeşitli çalışmalarda rapor 

edilmiştir. Ayrıca, AR promotorü üzerindeki çoklu NF-κβ bağlanma bölgeleri aracılığı 

ile tam uzunluktaki AR ifadelenmesinin artışında rolü olabileceği düşünülmektedir.  

 

Hormon terapi, radyoterapi, kemoterapi gibi standart kanser terapilerini içeren 

hücresel streslere yanıt olarak ifadesi artan sitoprotektif şaperon proteinlerin de 

tedaviye karşı dirençte büyük rol oynadığı bilinmektedir. HSP-27 (Isı-şok proteini 

27) şaperon proteinleri, prostat kanserini de içine alan pek çok kanserde aşırı 

ifadelenmesi belirlenmiştir. HSP’leri, AR gibi pek çok steroid reseptörün 

katlanmasında, aktivasyonunda, hücre içi trafiğinde ve transkripsiyonel aktivitesinin 

düzenlenmesinde rol alır. Aşırı ekspresyonu kötü prognoz ve kastrasyona direnç 

süreci ile de ilişkilidir. Bu nedenle, prostat kanserinde regülasyonu bozulmuş olan 

AR yolağının ve NF-κβ, HSP-27 gibi ilişkili sinyal yolaklarının inaktif hale getirilmesi 

ile bu yolaklar ile ilişkili anahtar genlerin üzerinde protein ekspresyonu seviyesinde 

önemli etkilerinin bulunması beklenebiliir.  

 

Bu amaçla bu tez çalışmasında, NF-κβ ve HSP-27’yi hedefleyen inhibitör ajanların 

kombinasyonu ve AR-V7 ‘nin siRNA aracılı susturulması ile agresif prostat 

kanserinde yüksek aktivitesi bilinen AR ile ilişkili yolaklar üzerine olan etkileri prostat 

kanserli hücre hatlarında protein düzeyinde incelenmiştir. Ayrıca çalışmamızda, 

total kandan AR, AR-V7, AR-V567es ekspresyonu real-time PCR yöntemi ile RNA 

düzeyinde ifadelenmeleri incelenerek hastalığın evresine özgü ifade profillemesi 

yapılmıştır. NF-κβ yolağı ve HSP-27 ekspresyonu NF-κβ ve HSP-27 insana özgü 

ELISA kiti ile protein düzeyinde incelenmiştir. Bu tez çalışması sonucunda, prostat 

kanserinde regülasyonu bozulmuş olan AR yolağının, HSP-27 ile NF-κβ sinyal 

yolağı ile ilişkili anahtar genlerin ekspresyonu üzerinde önemli etkileri görülmüştür. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser 

Kanser, normal dokulara sızmak ve onları tahrip etmek için doğal sınırlarının ötesine 

geçen, anormal hücrelerin gelişimi ile karakterize karmaşık bir hastalıktır. Normal 

bir hücrenin malign bir hücreye transformasyonu, genetik ve epigenetik değişiklikleri 

içeren çok aşamalı bir süreçtir [1]. Çok aşamalı bu süreç, kanserojenez olarak 

adlandırılır.  

 

In vivo modeller ile yapılan  karsinojenez çalışmalarından elde edilen kanıtlar;  

başlangıç (inisiasyon), artış (promosyon) ve ilerleme (progresyon) olarak 

tanımlamış üç farklı karsinojenez aşamasının, neoplastik hücrelerin gelişiminden 

çok daha önce ortaya çıktığını göstermiştir [2]. İnisiasyon, onkojenik yolakların 

aktivasyonu ve apoptotik yolaklar ile DNA onarım mekanizmalarının 

inaktivasyonuna neden olabilen, bir hücrede geri dönüşümsüz genetik değişikliklerin 

uyarılmasıdır.  İnisiasyon aşaması, reaktif oksijen türlerinin neden olduğu DNA 

zincirindeki kopmalar-eklentiler ve diğer lezyonları içeren DNA hasarlarını 

indükleyebilen endojen veya eksojen kanserojen maddeler tarafından tetiklenebilir. 

Genel olarak, reaktif bir kimyasal madde nükleotidlerin yapısını değiştirerek DNA'da 

etkin onarımı ortadan kaldırır ve, DNA replikasyonu sırasında mutasyonlar meydana 

getirir. Artan DNA hasarına neden olabilen veya katkıda bulunabilen kanserojenler 

arasında ultraviyole ışınımı, Hepatit B gibi virüsler, safra tuzları ve sigara dumanında 

bulunan kimyasallar sayılabilir [3]. Promosyon aşaması, bir preneoplastik tümör 

popülasyonu üretmek için başlatılan hücrenin klonal genişlemesidir. Mutasyona 

sahip hücrelerin çoğalması, genellikle mutajenik olmayan mitojen ajanlar ile uyarılır. 

Örneğin androjenler, tümörogenezi artırıcı özelliklere sahip olduğu gösterilen 

ajanlardandır [4]. Progresyon aşaması ise, preneoplastik hücrelerin bir kısmının 

daha fazla genetik ve epigenetik değişikliklere uğradığı, çoğalma, yayılma ve 

metastazda artış gösteren malign hücrelere dönüştüğü geri dönüşümsüz bir süreçtir 

[5].  

 

Kanser biyolojisini anlamak için yapılan çalışmalar sonucunda, kanser hücrelerine 

karakteristik önemli özellikleri keşfedilmiştir. Kanser hücreleri, normal hücrelerde 
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doğal bir süreç olan apoptotik yollara dirençlidirler. Ayrıca, anjiogenez denilen süreç 

ile, yeni kan damarları oluşturulmasıyla beslenmeyi sürdürürler. Proliferatif sinyaller 

hep aktiftir ve sınırsız olarak büyümeyi ve bölünmeyi sürdürürler. Tümör 

baskılayıcıların mutasyonlar ile inaktivasyonu sonucu, onkogen aktivasyonu ile 

büyüme baskılayıcılardan etkilenmezler. Metastaz ve invazyon kapasiteleri oldukça 

yüksek olduğundan, dolaşım yolu ile yeni odaklarda yayılma imkanı bulurlar. Ayrıca, 

normal hücrelerde görülen belirli miktarda çoğalma sonucu gözlenen kontak 

inhibisyona duyarsızdırlar. Kanser hücreleri, yüksek telomeraz aktivasyonu sonucu 

sınırsız bölünme kapasitesine sahiptir. Oldukça hızlı bölünme yeteneklerinden 

dolayı yüksek miktarda enerjiye ihtiyaç duyan kanser hücreleri, enerji 

metabolizmalarını değiştirerek Warburg etkisi olarak bilinen mekanizma ile glikozu 

kullanarak devamlı enerji üretirler [2].  

 

 
 
Şekil 2.1. Kanser hücrelerinin temel nitelikleri [2] 
 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO)'nün raporuna göre kanser, dünyadaki ikinci önde gelen 

ölüm nedenidir ve 2018'de tahmin edilen 9,6 milyon ölüm kanser kaynaklıdır. 

Yaklaşık olarak, 6 ölümden 1 tanesi kanser nedenlidir. [6]. Yine WHO'nun 2014 

verilerine göre, Türkiye'de erkeklerde kansere bağlı ölümlerin sayısı 58 bin 400, 

kadınlarda ise 32 bin 500 olarak rapor edilmiştir [7]. Bu nedenle, kanser riskinin 
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azaltılması, önlenmesi, erken teşhis ve etkili tedavisine yönelik çabalar konusunda 

araştırmalar önem arz etmektedir. 

 

2.2. Prostat Kanseri 

Prostat kanseri, dünya çapında akciğer, meme ve barsak kanserlerinin ardından en 

sık teşhis edilen kanser tipidir. Amerikan verilerine göre, cilt kanserinden sonra, 

prostat kanseri Amerikalı erkeklerde en sık görülen kanserdir. Amerikan Kanser 

Derneği’nin tahminlerine göre, 2018’de ABD’de yaklaşık 164.690 yeni prostat 

kanseri vakası ve prostat kanserinden yaklaşık 29.430 ölüm olacağı şeklindedir [8] 

Ülkemizde Kanser Dairesi Başkanlığının 2014 yılı verilerine göre prostat kanseri 

erkeklerde akciğer kanserinden sonra ikinci sırada görülmektedir ve insidansı 

100.000'de 32.9'dur [9]. 

2.3. Prostat Kanseri Risk Faktörleri 

Dünyada prostat kanseri insidansı ve mortalite oranlarında önemli farklılıklar vardır. 

İnsidans oranlarındaki bu farklılık, genetik, çevresel ve sosyal faktörlerin 

kombinasyonuna bağlanabilir. Yaş, ırk ve aile öyküsü en önemli risk faktörleri iken, 

diyet ve yaşam tarzı da potansiyel risk faktörleri olarak tanınmaktadır [10]. 

Prostat kanseri, 40 yaşın altındaki erkeklerde oldukça nadir görülen ve daha sonra 

yaşamın her on yılında görülme sıklığıyla hızla arttığı için yaşlı erkeklerin hastalığı 

olarak kabul edilir. Prostat kanserinin premalign evresinden invaziv formuna 

ilerlemek on yıllar alabildiği bilinmekle birlikte, gelişmiş ülkeler prostat kanseri 

tarama programları ile hastalığın çok daha erken bir aşamada tespit edilebileceği 

için tanı yaşının düşmesi de muhtemeldir [10]. 

Irk, prostat kanseri gelişiminde ikinci önemli risk faktörüdür. Siyahi ırktakilerin diğer 

etnik gruplarla karşılaştırıldığında prostat kanseri görülme sıklığı daha yüksektir. 

Ayrıca, prostat kanseri siyahi erkeklerde beyaz ırktaki akranlarına göre daha genç 

yaşta teşhis edilmektedir. Irksal farklılıkların araştırıldığı çalışmalar, siyah 

erkeklerde beyaz erkeklere kıyasla artmış 5-alfa redüktaz aktivitesi ve 
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dihidrotestosteron seviyelerinde görülen testosteron metabolizmasında belirgin 

farklılıklar göstermiştir. Ayrıca, androjen reseptöründe gözlenen farklılıkların da 

siyah erkeklerde prostat kanseri sıklığında da rol oynayabildiği düşünülmektedir 

[11]. 

Ailede prostat kanseri öyküsü, prostat malignitelerinin gelişimi için bir başka önemli 

risk faktörüdür. Prostat kanseri vakalarının% 5-10'unun aile öyküsü ve prostat 

kanserine yatkınlık genlerinin kalıtımı ile ilişkili olduğu tahmin edilmektedir. Etkilenen 

birinci derece akraba 65 yaşından küçük bir yaşta teşhis edilirse veya eğer herhangi 

bir yaşta birden fazla birinci derece akraba teşhis edilmişse risk daha da artar. Ek 

olarak, biyolojik annesi meme kanseri olan erkeklerde artmış bir prostat kanseri riski 

bulunduğuna dair kanıtlar vardır. Aynı ailedeki prostat ve meme kanserleri 

arasındaki bu ilişki, BRCA1 / BRCA2 genlerindeki mutasyonların varlığına 

bağlanabilir. Kalıtsal prostat kanseri vakalarında ayrıca, kromozom 1 üzerinde yer 

alan RNASEL genini inaktive edici mutasyonlar da gözlenmiştir [12,13]. 

Diyet ve yaşam tarzının prostat kanseri insidansını etkileyebileceğini, ABD’ye 

yerleşen Asya kökenli erkek göçmenlerde prostat kanseri insidansının, kendi 

ülkelerine göre daha yüksek olduğunu gösteren karşılaştırmalı epidemiyolojik 

çalışmalar ortaya koymuştur. Yüksek yağ içerikli batı diyetinin, prostat 

karsinogenezinde rol oynadığı belirtilmiştir. İn vitro ve in vivo çalışmalarda, yüksek 

yağlı diyete maruz kalmanın bir sonucu olarak prostat kanseri hücrelerinin çoğaldığı 

gösterilmiştir. Vaka kontrolü ve prospektif kohort çalışmaları da yüksek diyetsel yağ 

tüketimi ile prostat kanseri arasındaki bağlantıyı desteklemiştir. Ek olarak, birkaç 

çalışmada yüksek alfalinolenik asit alımı ile artan bir prostat kanseri riski 

gösterilmiştir. Bu bağlamda, prostat kanseri insidansı ve mortalite riski ile bağlantılı 

olması nedeniyle obezite önemli bir faktördür [14]. 

2.4. Prostat Bezi Yapısı ve Fonksiyonu 

Prostat, mesanenin altına yerleşik ve üretrayı çevreleyen, ceviz kadar büyüklükte 

bir salgı organıdır. Prostat, üretrayı katmanlar halinde saran sırayla transisyonel, 

santral ve periferal zonlardan oluşur. Transisyonel zon sfinkterik bir işleve hizmet 

ederken, santral ve periferal zonlar prostatın sekretuar işlevinden sorumludur. 
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Transisyonel zonda genelde 50 ve üstü yaştaki erkeklerde gelişen ve alt idrar yolu 

semptomlarına neden olan benign prostat hiperplazisi (BPH) ortaya çıkar. PCa, ilk 

olarak periferal zondan gelişir. Prostat bezinin asıl işlevi, semen bileşenlerinden biri 

olan prostat sıvısını salgılamaktır. Prostat bezinin kasları da, bu seminal sıvının 

ejakülasyon sırasında üretraya itmesini sağlar. Ejakülasyon sırasında milyonlarca 

sperm, testislerden vas deferens yoluyla prostat alanına doğru hareket eder. Bu 

noktada prostat, mesane ve idrar yolu arasındaki açıklığı kapatarak, idrar yolundaki 

sıvıyı serbest bırakıp spermi ilerleterek kasılır. PCa için biyobelirteç olan prostat 

spesifik antijen (PSA), sperm hareketine yardımcı olmak için spermi sıvılaştıran bir 

serin proteazdır. Salgılama fonksiyonuna ek olarak, prostat ayrıca kanda bulunan 

maddeleri prostatın bazal kısmından lümene taşır. Testise açılan bir kapı olarak 

prostat, bir erkeğin yaşamı boyunca çevresel olarak bakteri ve virüslere maruz 

kalmanın neden olduğu önemli bir inflamasyon bölgesidir [15,16]. 

2.5. Prostat Kanserinin Tanısı 

Herhangi bir kanser tarama programının amacı, kanseri metastazdan önceki erken 

aşamalarında tespit etmek ve böylece genel hastalığa özgü mortaliteyi azaltmaktır. 

Prostat kanserinde tanı genel olarak PSA tanısı, digital rektal muayene ve 

histopatolojik analiz yöntemleri ile saptanmaktadır. Bu tekniklerin belli ölçüde 

sınırlamaları olduğundan risk değerlendirilmesinde, hasta tedavi takibi ve 

sağkalımında önem arz edecek yeni biyobelirteçler araştırılmaktadır. Günümüzde 

oldukça yaygın uygulanabilen PSA testi son otuz yılda prostat kanserinin tanısında 

büyük yer almıştır. PSA testinin yaygınlaşması ile birlikte batılı ülkelerde prostat 

kanserinin tanısında da artış gözlemlenmiştir. Kallikrein ilişkili bir serin proteaz olan 

PSA, prostatın sekresyon ürünü olup, prostatın doğal yapısının bozulması sonucu 

kandaki düzeyi artar ve sonucunda biyopsi gerekir [17,18]. 

2.6. Prostat Kanserinin Moleküler Patogenezi Ve Progresyonu 

Lokal olarak sınırlı hastalık için prognoz, cerrahi rezeksiyon veya radyasyon tedavisi 

ile yapılan tedavi için olumludur. Prostat kanserinin her aşamasında, nükleer bir 

reseptör olan androjen reseptörü aktivitesi önemli rol oynar ve bu nedenle, invaziv 

hastalık için tedavi seçenekleri, bu yolu hedeflemeye dayanır. Genellikle direkt AR 
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antagonistleriyle birleştirilmiş androjen deprivasyon tedavisi, yayılmış hastalık için 

standart tedavidir ve hastalara 24-36 aylık regresyon sağlar [19]. Bununla birlikte, 

başlangıçta uygulanan etkili tedavi seçeneklerine rağmen, AR'nin anormal 

reaktivasyonu nedeniyle nükseden PCa kastrasyona dirençli prostat kanseri 

(KDPK) olarak adlandırılır. KDPK'ne progresyon aynı zamanda hücre döngüsü 

ilerlemesiyle birlikte kontrolsüz proliferasyonu ilerleten sinyal yolaklarındaki 

bozulmalar da artar. Neoplastik büyümeyi destekleyen ve tedavi edilemeyen KDPK 

oluşumunu teşvik eden moleküler mekanizmaları anlamak, etkin tedavi seçenekleri 

geliştirmek için çok önemlidir [19]. 

 

Gelişen prostat bezi, stroma ile çevrili lümen ve bazal epitel hücre katmanlarından 

oluşur. Luminal epitel hücreleri, prostat lümeni düzenleyen polarize kolumnar 

hücrelerdir ve bazal hücreler, lümeni stromadan ayıran uzun hücrelerdir. Bu 

hücreler, çeşitli hücresel belirteçlere dayanarak patolojik olarak ayırt edilebilir. 

Örneğin, lüminal epitel yüksek düzeyde AR ifade eder ve sitokeratin 8 ve 18, CD57 

ve NKX3.1 için pozitiftir. Bazal epitel hücreleri düşük AR seviyeleri ifade eder ve 

sitokeratin 5 ve 14, p63, CD44 ve GSTP1 için pozitiflik gösterir [19,20]. 

 

Her ne kadar prostat kanserinin prostat epitelyal hücrelerinden geliştiği fikri kabul 

görse de, tümörlerin bazal hücrelerden mi yoksa lüminal epitel hücrelerden mi 

kaynaklandığı konusunda çelişkili kanıtlar vardır. Prostat organı sıklıkla kanserin 

varsayılan öncüsü olan prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) lezyonlarının yanı sıra 

çoklu tümör odaklarını da içerir. Tümörler geliştikçe, daha küçük kanal yapılarıyla 

giderek daha az organize olurlar ve sonuçta bu yapıları tamamen kaybedebilirler. 

Büyüme ile birlikte, tümörler çevre dokuları istila eder ve lenf bezlerine, mesaneye 

ve kemiğe metastaz yapar. PCa ile bir takım delesyonlar, amplifikasyonlar ve daha 

yakın zamanda, genomik translokasyonlar ilişkilendirilmiştir. Bunlardan bazıları 

AR'nin aktivitesini / yapısını değiştirir, bazıları AR tarafından düzenlenir ve diğerleri 

AR sinyalinden bağımsızdır [21,22]. 

 

PCa'deki en sık regülasyonu bozulmuş yolaklardan biri, büyümeyi arttırmada ve 

apoptozu bloke etmede kritik bir rol oynayan PI3K sinyalizasyon yoludur. Primer 

PCa'nın yaklaşık % 40'ı ve metastatik PCa'nın % 70'i PI3K / AKT yolunda genomik 

değişiklikler sergiler. Bunların çoğu, AKT aktivasyonunu sınırlayan bir lipit fosfataz 
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olan PTEN (fosfataz ve tensin homologu) kaybıyla karakterizedir. Fare modellerinde 

yapılan çalışmalarda, PTEN'in homozigot delesyonunun, metastaz yapan tümörleri 

uyarmak için yeterli olduğu gösterilmiştir [19,23]. 

 

Füzyon proteinlerinin tekrarlayan kromozomal translokasyonlar yoluyla oluşumu da 

PCa'de önemli bir faktördür. Bu füzyonların çoğunluğu yalnızca androjen ile regüle 

edilmiş değildir, aynı zamanda AR'nün füzyonların oluşumunu desteklediğine dair 

kanıtlar vardır. Tomlins ve arkadaşlarının yaptıkları bir çalışmada, PCa'nın 

%50'sinden fazlasının TMPRSS2 promotörü ve ETS transkripsiyon faktörlerinin 

kodlama bölgelerinin kısımları arasında bir gen füzyonu oluşturduğunu bulmuşlardır 

[24].  

 

TMPRSS2 (transmembran proteaz, serin 2), PCa'de yüksek oranda ifade edilen 

androjene duyarlı bir gendir. ETS (E-twenty six) protein ailesi üyeleri ise aşırı 

eksprese edildiklerinde, hücre proliferasyonunu, hücre göçünü, hücre döngüsü 

kontrolünü ve apoptozu düzenleyerek tümörogenezde işlev gören transkripsiyon 

faktörleridir. TMPRSS2 ve ERG arasındaki füzyonlar, ETV1 veya ETV4 gibi diğer 

ETS ailesi üyeleri ile yapılan füzyonlardan çok daha yaygındır. Bu durumun olası 

nedeni, TMPRSS2 ve ERG'in, aynı kromozom üzerinde yaklaşık 3 Mb ayrı 

yerleşimde olmasıdır, oysa diğer ETS faktörleri, farklı kromozomlar üzerinde yer 

almaktadır. AR'nün bu füzyonların oluşumunu kolaylaştırdığına dair kanıtlar 

bulunmaktadır. Normal prostat epitel hücrelerine DHT uygulamasının, FISH ile 

ölçülen TMPRSS2 ve ERG’nin ko-lokalizasyonunu indüklediği de gösterilmiştir. 

Füzyonun ifadelenmesinin, invazyon ile ilişkili genlerin ifadesini arttırdığı konusunda 

iyi bir fikir birliği vardır. Bazı araştırmacılar, protein düzeyindeki ekspresyonun 

baskılanmasının in vitro çoğalmayı azalttığını göstermişlerdir. Birkaç araştırma 

grubu ise, füzyon proteinlerinin fare prostatındaki yapay ekspresyonunun, tümör 

üretmek için yetersiz olduğunu bildirmiştir. Bununla birlikte, ETS faktörü 

ekspresyonu ile kombine olarak artmış PI3K sinyalinin tümörogenezde rol oynadığı 

da gösterilmiştir [24,25,26]. Ayrıca, füzyon ifadelenmesi ve PTEN delesyonu 

birlikteliğinin hastalarda biyokimyasal rekürrens bulgusu olan artmış serum PSA 

düzeyi için prediktif olduğu da belirtilmiştir [27]. 
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Bir çok kanserde onkogenler veya tümör baskılayıcıların protein düzeyinde 

ekspresyonlarının değişmesine neden olan bir takım genel genomik değişiklikler 

meydana gelmektedir. Prostat kanserinde c-myc'in amplifikasyonu ve aşırı 

ekspresyonu yaygındır. Hem p53 hem de Rb ekspresyonunda kayıp veya 

inaktivasyon meydana gelmektedir, ancak bu durum, primer tümörlerden ziyade 

metastatik tümörlerde daha yaygındır. Daha da önemli olarak, AR'ünde ve AR 

işlevini modüle eden proteinlerde de çeşitli değişiklikler vardır [19,28]. 

 

 

 
Şekil 2.2. Prostat kanserinin başlaması ve ilerlemesinde yer alan moleküler 

değişikliklerin özeti [19]. 
 

2.7. Androjen Reseptörünün Yapısı, Fonksiyonu ve Gelişimdeki Rolü 

 

AR, transkripsiyon faktörlerinin süper ailesinin bir nükleer steroid reseptörü üyesidir 

ve NR3C4 (nuclear receptor subfamily 3, group C, member 4) olarak sınıflandırılır. 

AR geni, Xq11-12 bölgesinde lokalizedir. Bu nedenle, erkekler genin tek bir 

kopyasına sahiptir ve inaktive edici mutasyonlar androjen duyarsızlık sendromu 

(AIS) ile sonuçlanır [29].  
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AR, yaklaşık 919 amino asitlik bir proteini kodlayan sekiz ekzon içerir [30]. 

Uzunluktaki varyasyon, değişken uzunluktaki bir poliglutamin tekrarının ve değişken 

bir poliglisin tekrarının bir sonucudur. Her iki tekrar da ekson 1 tarafından kodlanan 

amino terminal bölgesindedir ve bu nedenle literatürdeki amino asit 

numaralandırması tutarsız olabilir. Daha kısa glutamin tekrarları tipik olarak çoklu 

hücre tiplerinde daha yüksek transkripsiyonel aktivite seviyelerine neden olur. Daha 

az CAG tekrarı olan AR’ne sahip erkeklerde, PCa riskinin daha yüksek olduğuna 

dair bazı kanıtlar vardır [29,31].  

 

Çoğu nükleer reseptör gibi, AR de farklı fonksiyonel motiflerden oluşur. Bunlar; 

amino terminal domain (ekzon 1 tarafından kodlanan NTD), DNA’ya bağlanan 

domain (ekzon 2 ve 3 tarafından kodlanan DBD), bir menteşe bölgesi (ekson 4'ün 

5′  kısmı tarafından kodlanan Hinge bölgesi ve bir ligand’a bağlanan domain (Ekzon 

4 ila ekzon 8'in kalanı tarafından kodlanan LBD) olarak üç kısımdan oluşur [32]. 

 

Ligandına bağlanmamış AR etkin değildir bu nedenle ısı şok proteinleri (HSP) adı 

verilen sitoplazmik şaperonlara bağlanır [30,33]. Dolaşımdaki esas androjen olan  

testosteron testislerde üretilir. Prostatta ve sınırlı sayıdaki başka dokularda, 

testosteron 5α-redüktaz enzimleri tarafından dihidrotestosterona (DHT) 

dönüştürülür. Her ne kadar testosteron ve DHT ikisi de AR'ne bağlanıp 

aktivasyonunu sağlasa da, DHT'nin AR için daha yüksek bir afinitesi vardır ve 

prostattaki birincil androjendir. Hormon bağlanması, sitoplazmik şaperonların 

ayrışmasıyla sonuçlanan ve nükleer lokalizasyon sinyalini açığa çıkaran bir 

konformasyonel değişime neden olur. Hormona bağlı AR, dimerize olup nükleusa 

transloke olduktan sonra DNA dizilerine bağlanıp hedef gen ekspresyonunu 

düzenlemek için bir dizi transkripsiyonel yardımcı  düzenleyiciler ile etkileşime girer. 

AR yardımcı düzenleyicileri olarak 150'den fazla protein tanımlanmıştır. Bunlar, 

p160 (SRC-1, SRC-2 / TIF2, SRC-3 / AIB1) familyası, p300 / CBP, ARA54, ARA55 

ve ARA70 olmak üzere diğer birçok proteini içerir. Yardımcı düzenleyicilerin çoğu, 

transkripsiyonu kolaylaştırmak için kromatin yapısını açmada görev alan histon 

asetil transferazlar, metil transferazlar ve kinazlar gibi enzimlerdir. En iyi bilinen 

mekanizmada, bir AR dimeri konsensüs DNA bağlama dizisine bağlanır ve 

transkripsiyonu aktive etmek için bir dizi yardımcı düzenleyiciyi bir araya getirir. 

Ayrıca, bu dimer doğrudan DNA'ya bağlanmadan, diğer transkripsiyon faktörleriyle 
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etkileşime girerek de transkripsiyonu düzenleyebilir. AR’nün ayrıca diğer hedef 

genlerin transkripsiyonunu henüz tam aydınlatılmamış mekanizmalar ile baskıladığı 

da bilinmektedir. Ligand bağlanması ile AR ayrıca hedef gen dizilerine 

bağlanmaksızın çeşitli kinazları aktive ederek transkripsiyonu düzenleyebilir 

[29,30,34]. 

 

AR normal prostat gelişimi ve fonksiyonu için hayati önem taşıyan gen 

ekspresyonunu düzenler. Ürogenital sinüs mezenkimindeki (UGM) stromal AR, 

prostat gelişiminin başlaması için parakrin sinyallemesi yoluyla duktal morfogenezi 

düzenler [35]. Doku rekombinant deneyleri, androjen duyarsız (Tfm) farelerden 

alınan mesane epitel hücreleri ile birleştirilmiş AR pozitif farelerin UGM'sinin stromal 

hücrelerinin, bir prostatın karakteristik glandüler yapılarını ürettiğini, ancak 

dorsolateral fare prostatının salgıladığı androjen bağımlı proteinlerin tam olarak  

üretemediğini göstermiştir. Bununla birlikte, tersi kombinasyonda, androjenlerin 

varlığında bile farelerde prostatik gelişme göstermediği gözlenmiştir. Bu durum, 

prostat gelişiminde mezenkimal AR’nün çok önemli bir rolü olduğunu 

göstermektedir. Stromal AR, normal gelişen prostatta epitel hücre proliferasyonu, 

sağkalım ve farklılaşmanın anahtar bir modülatörü olarak işlev görür. Normal bir  

prostatta, AR tüm lümen hücrelerinde ve bazı epitelyal bazal ve ara hücre tiplerinde 

ve ayrıca stromal hücrelerde eksprese edilir. Epitel hücreleri, stromal hücrelerden 

salgılanan androjen kaynaklı büyüme faktörlerine bağlıdır. Epitelyal AR'nün birincil 

rolü, prostatın karakteristiğini oluşturmak için sekrete edilen proteinlerin üretimi gibi 

görünmektedir. İlginç bir şekilde AR, hem lüminal hücrelerin hayatta kalma faktörü 

olarak hem de bazal hücre proliferasyonunun bir baskılayıcısı olarak işlev gören bir 

büyüme uyarıcı ve inhibitör rolü oynayarak normal prostat gelişimini sıkı bir şekilde 

düzenler [29,35,36]. 

 

Prostat kanserindeki rolünün aksine, normal prostat epitelindeki AR proliferasyonu 

inhibe eder ve farklılaşmayı destekler. Olgun prostat, bazal, lümen ve küçük bir 

yüzdedeki nöroendokrin hücreden oluşur. Bazal hücreler AR negatif, androjenden 

bağımsız ve lümen hücrelerinden daha az farklıdır. Bazal hücreler ayrıca yüksek 

proliferatif ve düşük apoptotik fraksiyon sergilerler. Aksine lüminal hücreler, AR-

pozitif, androjene bağımlıdır ve prostat spesifik antijen (PSA) ve prostatik asit 

fosfataz (PAP) gibi farklılaşma markerlarını ifade etmesi açısından oldukça farklıdır. 



13 

 

Prostat kök hücresi, kök hücre popülasyonunu yenilemek ve kendi kendini 

yenileyebilme yeteneğine sahip geçici çoğalan hücreler üretmek için asimetrik 

olarak bölünür. Geçici çoğalan bu hücreler, lüminal ve nöroendokrin hücrelere 

farklılaşır [37]. 

 

Androjenler embriyonik gelişim, puberte, fertilite ve erişkin homeostazında kilit rol 

oynarlar.  AR için bir ligand olarak bu işlevlerini gerçekleştirirler. Ergenlikten önce 

erkekler, vücuttaki değişikliklerin testislerde Leydig hücrelerinden sentezlenen 

testosteron yerine, DHEA ve ACTH gibi adrenal androjenler tarafından 

yönlendirildiği adrenarş denilen bir sürece maruz kalır. Bu değişiklikler kasık ve 

koltuk altı kıllarındaki artışla belirgindir. Tersine, ergenlikle ilişkili olgunlaşma 

testosteronun androjenik ve anabolik etkilerinden kaynaklanır. Ergenlik, testislerin 

ve penisin genişlemesi, vücut kıllarının büyümesi, gırtlakın genişlemesi ve sesin 

derinleşmesi, artmış kemik ve kas kütlesi, boy, davranış değişiklikleri ve 

spermatogenez ile belirgindir.  

 

Testosteron, ergenlik döneminde kemik kitlesinin birikmesi, ve kemik sağlığının 

korunması için önemlidir. Testosteron osteoblast hücre sağkalımını ve 

proliferasyonunu arttırır, bu da kemik emilimini azaltır, formasyonu arttırır ve kemik 

kütlesinin korunmasına yardımcı olur [37,38]. 

 

Androjenlerin prostattaki normal fonksiyonlarını ve lümen epitel hücrelerinin farklı 

fonksiyonlarını düzenlemek açısından önemli olan  AR, prostat spesifik antijen gibi 

seminal sıvı proteinlerini kodlayan birçok geni, yüksek düzeyde  protein ve lipit 

sentezini desteklemek için gerekli metabolik yollarda bulunan çoklu genleri 

indüklerken, normal prostat lümen epitel hücrelerinin çoğalmasını uyarmaz. 

Bununla birlikte AR, PCa gelişimini ve PCa hücre hatlarındaki androjen 

yoksunluğunu açıkça uyarabilir ve G0 / G1 hücre döngüsünün durmasına da neden 

olur [39]. 

AR ayrıca prostat stromasındaki hücre alt grupları tarafından zayıf bir şekilde 

eksprese edilir ve bu hücrelerde AR'nün keratinosit büyüme faktörü veya fibroblast 

büyüme faktörü gibi büyüme faktörlerinin ekspresyonunu stimüle edebileceği de 

belirtilmektedir. Bu mekanizma sayesinde, stromal hücrelerdeki AR, epitelin 
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büyümesini dolaylı olarak düzenleyebilir ve bu stromal faktörlerin kaybı kastrasyon 

sonrası prostat involüsyonuna da katkıda bulunabilir [37]. 

2.8. Androjen Reseptör Varyantları 

 

1941 yılında Huggins ve Hodges, metastatik prostat kanserli hastaların tedavisinde 

hormonal manipülasyonun klinik etkinliğini göstermişlerdir. Yayımladıkları ilk 

çalışmalarında, terapötik yanıtı değerlendirmek ve hastalık ilerlemesini izlemek için 

prostatik asit fosfataz (PAP) adlı bir serum biyobelirteç kullandıklarını belirtmişlerdir. 

Günümüzde cerrahi veya kimyasal kastrasyonları içeren androjen deprivasyonu 

tedavisi, ileri prostat kanserli hastalar için bakım standardıdır ve serum prostat 

spesifik antijen (PSA) seviyeleri, tedavi yanıtı ve hastalık ilerlemesinin bir göstergesi 

olarak yaygın şekilde kullanılmaktadır. ADT ile tedavi edilen metastatik prostat 

kanseri olan erkeklerde, kastrasyona dirençli prostat kanserine ilerleme neredeyse 

her zaman değişken bir klinik yanıt süresinden sonra meydana gelir, ancak 

literatürde ADT'nin metastatik prostat kanseri hastalarının küçük bir alt grubunda 

tam remisyon ve uzun vadede  sağkalım süresine (> 10 yıl) yol açabileceğini 

gösteren önemli istisnalar da bildirilmiştir. Benzer şekilde, bir biyobelirteç olarak 

serum PSA, terapötik yanıtın ve ADT'yi takiben hastalık ilerlemesinin 

değerlendirilmesinde önemli bir rol oynamasına rağmen, metastatik prostat kanserli 

erkeklerde prognostik ve prediktif yararı çok sınırlıdır ve ADT'ye direnç belirteci 

değildir [40,41].  

 

Esas olarak, KDPK’de sürekli androjen reseptörü sinyalinin önemini destekleyen 

kanıtlar temel alınarak, metastatik KDPK (mKDPK) hastalarını tedavi etmek için yeni 

AR-hedefleme tedavileri geliştirilmiştir.  AR sinyallemesinin mKDPK için kilit rolü 

olduğu bilinen bir görüştür [42]. Dolaşımdaki androjenlerin kastre seviyeleri altında, 

AR sinyalizasyonu öncelikle gonadal olmayan androjenlerin yanı sıra AR proteininin 

aşırı ekspresyonu tarafından sürdürülür. Bu kavramsal çerçeve, erken genom 

çalışmalarından elde edilen bulgular ile desteklenmiştir ve ligand sentezini daha 

fazla baskılamak (Abirateron) veya AR aşırı ekspresyon setinde AR'nü bloke etmek 

için (Enzalutamid) tasarlanan KDPK tedavilerinin başarılı klinik gelişimine doğrudan 

katkıda bulunmuştur. Abirateron ve Enzalütamid, FDA tarafından sağkalım yararı 

temelinde metastatik KDPK'nin kemoterapi ile kombine veya tekli tedavisi için 
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onaylanmıştır. Abirateron, hem dolaşımdaki hem de intratümöral androjen 

seviyelerini etkili şekilde azaltan seçici bir CYP17A1 inhibitörüdür. Enzalutamid ise, 

yüksek AR afinitesi nedeniyle AR sinyalini güçlü şekilde baskılayan bir AR 

antagonistidir. Bu iki ilaç, mKDPK'li hastalar için tedavi seçeneklerini genişletmesi 

yanında hastalık sonuçlarını da gerçekten iyileştirmiştir ve prostat kanseri 

tedavisinin klinik görünümünü hızla değiştirmişlerdir. Bununla birlikte, önemli bir 

KDPK hasta grubunun bu iki ilaca karşı direnç gösterdiği ve ayrıca tedavi edilen 

hastaların da çoğunluğunun tedavi süresince edinilmiş direnç geliştirdiği 

gözlenmiştir. Terapi verilmeden önce hastanın dirençli olup olmadığını bilmek açık 

bir klinik fayda olsa da, tedavi seçiminde birincil veya kazanılmış direnci belirtmek 

için şu anda mevcut biyobelirteç bulunmamaktadır.  Abirateron ve enzalutamide 

direnç geliştiren hastaların çoğundaki PSA seviyelerinde artışla birlikte ilerleyerek, 

AR sinyalizasyonunun bu güçlü inhibitörlerine rağmen, AR sinyalinin tekrar 

aktivasyonuna işaret ettiği açıktır [42-45]. Anormal AR fonksiyonunun aktivasyonu 

ilaca direnç sağlamaktadır.  

 

AR uç-birleştirme (splice) varyantları (ARVs), AR’de görülen aberasyonlar için esas 

nedenlerden olduğu yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. AR varyantları,  ligand-

bağlanmayan kesilmiş AR molekülleridir ve abirateron ve enzalutamid dahil olmak 

üzere mevcut tüm AR yönelimli tedavilerin temel hedefi olan liganda bağlanan 

domaini eksik olup (LBD), AR fonksiyonu için gerekli olan N terminal alanını ve DND 

bağlanma alanını korur. AR varyantları, ligand yokluğunda veya enzalutamid 

varlığında yapısal olarak aktif AR sinyallemesine aracılık edebilir. Birçok ARV, 

keşfedilmiş ve karakterize edilmiş olsa da, bunların büyük çoğunluğu için klinik 

uygunluk belirsizliğini korumaktadır. mKDPK'nde en yüksek ifadelenme gösteren 

AR varyantı olarak bilinen AR-V7, daha kapsamlı olarak araştırılmıştır [46-48]. 

 

Son yıllarda AR varyantlarının keşfi, karakterizasyonu ve klinikteki uygunluğu 

açısından bir takım çalışmalar yapılmıştır. Bu bulgulara dayanarak, AR-V7, göreceli 

ekspresyon bolluğu, transkripsiyonel aktivitesi ve mKDPK'de saptanabilen bir 

protein ürününün varlığı nedeniyle, en önemli AR varyantlarından biri olarak 

tanımlanmıştır. AR geninde, N terminal bölgesi (NTD), DNA’ya bağlanan bölge 

(DBD), menteşe bölgesi ve liganda bağlanan bölge (LBD) dahil olmak üzere 

kodladıkları AR protein alanı ile ilgili sekiz ekzon bulunur.  AR ‑ V7 mRNA’sı, ilk üç 
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eksonu, ardından intron 3 içerisinde varyanta spesifik kriptik ekson 3 (CE3)’ü tutar. 

CE3 bölgesinde oluşan uç-birleştirme, 16 varyant spesifik amino asitten sonra erken 

translasyon terminasyonu nedeniyle LBD bölgesi kesilmiş bir AR-V7 proteini 

oluşumu ile sonuçlanır. Tam uzunluktaki AR transkript (AR-FL) ve AR-V7 arasındaki 

bu yapısal farklılıklar, AR-FL ve AR-V7’nin spesifik olarak tespit edilmesini sağlar 

[40,47]. 

 

 
 
Şekil 2.3. Tam uzunluktaki AR ve AR-V7 kesim varyantının transkript yapıları [40]. 
 

AR-V7, Johns Hopkins ve Maryland Üniversitesi'ndeki iki bağımsız grup tarafından 

keşfedilmiştir. Araştırmalar sonucunda, ekson 3'ten sonra kesilen ve bu nedenle 

ligand bağlayıcı alanları eksik yedi farklı AR kesim varyantı keşfetmişlerdir. AR, AR-

V1 ve AR-V7 ekspresyonu, KDPK hastalarında hormon-naif hastalara göre artmış 

bulunmuş, ancak yalnızca artan AR-V7 ekspresyonu cerrahi sonrası biyokimyasal 

başarısızlıkla, yani daha önce PSA seviyelerinin yükselmesiyle ilişkiliyken,  AR-V7 / 

AR oranı, AR, veya AR-V1 ekspresyonu nüks için güvenilir olarak prediktif 

olmadığını belirtmişlerdir [40]. 

 

AR-V7, ekson 3'ten sonra kesilir ve tam uzunluktaki AR pre-mRNA'nın intron 3'ünde 

bulunan kriptik bir ekson 3'e (CE3) eklenir. AR-V7, ekzon 3'ten sonra kesildiği için, 
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iki taraflı nükleer lokalizasyon sinyali (NLS)'nin ikinci yarısından yoksundur, bu da 

AR-V7 nükleer lokalizasyonunun nasıl gerçekleştiği sorusunu akla getirmiştir. Chan 

ve arkadaşlarının çalışmasında,  AR-V7'nin CE3 bölgesindeki K629 ve R631'in tam 

uzunluktaki AR menteşe bölgesinde K629 ve R631 ile aynı hizada olduğunu ve bu 

rezidülerdeki alanin mutasyonunun nükleer lokalizasyonu azalttığını, ancak yine de 

AR-V7'yi çekirdekten tamamen dışlamadığını göstermişlerdir. Bu sonuçlar, AR-

V7'deki kanonik AR NLS pozisyonundaki iki temel rezidünün, AR-V7 nükleer 

lokalizasyonu için gerekli olduğunu, ancak AR-V7'nin tam uzunluktaki AR'den farklı 

olan çekirdeğe lokalize olduğu başka mekanizmaların da olduğunu gösterir [49]. 

Ayrıca, ligand ile düzenlenmiş bir AR nükleer çıkış sinyali (NES), LBD üzerinde 

yerleşiktir.  

 

Tam uzunluktaki AR'den farklı olarak, AR-V7’nin nükleer lokalizasyonu ve 

transkripsiyonel aktivitesi androjen tarafından düzenlenmez ve hem androjen 

azaltılmış hem de tersi koşullarda yapısal olarak etkindir. AR-V7, PSA gibi normal 

olarak androjene yanıt veren genlerin ekspresyonunu düzenlerken, tam uzunluktaki 

AR ile düzenlenen gen alt setine kıyasla proliferatif bir fenotip ile bağlantılı farklı bir 

gen setini daha güçlü bir şekilde düzenlediğine dair kanıtlar vardır.  Bununla birlikte, 

Li ve arkadaşlarının çalışmasında AR-V7'nin, AR ile aynı genlerin bir alt kümesinin 

ekspresyonunu düzenlediğini tespit etmişlerdir. Bu çalışmada, PSA gibi AR hedefi 

genlerin ekspresyonu, DHT veya AR-V7 ekspresyonunun artmasıyla sürekli olarak 

artış göstermiştir. Ayrıca AR-V7 transkripsiyon oranının, AR transkripsiyon oranına 

bağlı olduğunu gösteren çalışmalar da mevcuttur [50]. 

 

Hücre hatlarında yapılan çalışmalar, VCaP ve LN95 hücrelerinde androjen ile ARV7 

düzenlemesinin benzer olmakla birlikte, 22Rv1 hücrelerinde ARV7'nin ifadesinin 

daha yüksek olduğu ve protein ifadesinin neredeyse tam uzunluktaki AR'ye eşit ve 

hormonal değişikliklerden daha az etkilendiği gösterilmiştir [51]. 

 

Sekiz ekzondan oluşan androjen reseptörünün ekzon 5,6 ve 7 kısmı delesyona 

uğramış bir başka varyantı ise AR-V567es olarak tanımlanmıştır. Transgenik 

farelerle yapılan bir çalışmada bu varyantın karsinojenezi indüklediği ve tümör 

progresyonunu hızlandırdığı belirtilmiştir. Prostat kanserli hastalar ile yapılan bir 
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başka çalışmada ise hastaların yaklaşık %30’unda AR-V567es ifadelenmesi 

gösterilmiştir [83]. 

 

Tam uzunluktaki androjen reseptöründen splicing mekanizması ile oluşan AR 

varyantlarının ileri evre prostat kanserinde ilaç direnci ve kötü prognoz nedeni 

olduğu yapılan çalışmalarda belirtilmeye başlanmıştır. Ancak moleküler düzeyde 

ilişkili sinyal yolakları henüz aydınlatılamamıştır. 

 

2.9. NF-κβ (Nükleer Faktör Kappa-B) Sinyal Yolağı 

 

NF-κβ hücrelerin immün ve inflamatuar uyaranlara verdiği yanıtın düzenlenmesini 

ve hücrelerin canlılığını sürdürmesinin kontrolünde önemli transkripsiyon faktörleri 

ailesidir.  Bu kontrol kanser kemorezistansı ve onkogenezisini içeren süreçleri 

içermektedir. Ayrıca anjiogenezi, proliferasyonu, migrasyonu uyarıcı ve apoptozu 

baskılayıcı rolleri de bilinmektedir. NF-κβ, p50 ve p65 heterodimerlerinden meydana 

gelir. Sitoplazmada ise NF-κβ’ye bağlı olarak bulunan Iκβ (NF Kappa β inhibitörü) 

proteini NF-κβ’nin nükleusa translokasyonunu ve dolayısı ile hedef genlerinin 

aktivasyonunu inhibe eder. İyonize radyasyonlar, patojenler, hücresel stresler gibi 

hücre dışı uyarımlar sonucu Iκβ proteininin fosforilasyonu indüklenir. Bu 

fosforilasyon ise yıkımına neden olur. Böylece inhibitörü olan Iκβ proteininden 

ayrılan NF-κβ nükleusa transloke olur ve hedef genlerini aktive eder. Hücrelerde 

NF-κβ yolağının aşırı aktivasyonunun primer prostat kanseri oluşumu ve metastatik 

kastrasyona dirençli evreye geçişte ilişkili olabileceği çeşitli çalışmalarda rapor 

edilmiştir [52,54].  

 

AR promotorü üzerindeki çoklu NF-κβ bağlanma bölgelerinin tam uzunluktaki AR 

ifadelenmesinin artışında rolü olabileceği düşünülmektedir. Bununla birlikte, yüksek 

NF-κβ sinyalizasyonunun varyant AR oluşumundaki rolü ve AR regülasyonunun 

bozulması ile metastatik kastrasyona dirençle ilişkisini anlamaya yönelik çalışmalar 

devam etmektedir. NF-κβ yolağının kemoterapötik ajanlara karşı geliştirilen dirençte 

de rol oynayabileceği gösterilmiştir [54-56]. Bu nedenlerden dolayı potansiyel bir 

terapötik hedef olarak görülen NF-κβ sinyal yolağının inhibitörü olarak anti-

inflamatuar ve anti-kanser olarak bilinen BAY11-7082 bu tez çalışmasında 

kullanılan ajanlardan biridir. BAY11-7082’nin inhibisyon mekanizması, spesifik 
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olarak IKK (Iκβ kinase) aktivitesini ve dolayısı ile Iκβ fosforilasyonunu inhibe ederek 

NF-κβ’nin nükleer translokasyonunu ve hedef genlerinin ifadelenmesini önlemek 

yolu ile olduğu düşünülmektedir. Ayrıca anti-inflamatuar aktivitesi ile PI3K/Akt gibi 

çeşitli  prolifere edici yolaklara karşı inhibitör özelliği olduğu da rapor edilmiştir [55]. 

 

 
 
Şekil 2.4. NF-κβ aktivasyonunun şematik gösterimi [53]. 
 

2.10. Isı Şok Proteini 27 (HSP-27) 

 

Hormon terapi, radyoterapi, kemoterapi gibi standart kanser terapilerini içeren 

hücresel streslere yanıt olarak up-regüle olan sitoprotektif şaperon proteinlerin de 

tedaviye dirençte büyük rol oynadığı bilinmektedir. HSP-27 şaperon proteinleri 

prostat kanserini de içine alan pek çok kanserde aşırı ifadelenmesi belirlenmiştir. 

HSP’leri, AR gibi pek çok steroid reseptörün katlanmasında, aktivasyonunda, hücre 

içi trafiğinde ve transkripsiyonel aktivitesinin düzenlenmesinde rol alır. ATP 

bağımsız çalışan HSP-27, bir kez fosforile olup aktive olduğunda şaperonlayıcı 

oligomerizasyonu ile hücrede birçok yaşamsal faaliyeti düzenler [57]. Aşırı 

ekspresyonu kötü prognoz ve kastrasyona direnç süreci ile de ilişkilidir.  
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HSP-27 gibi şaperonlar AR’nün stabil konumda kalmasında önemli rolleri olan 

proteinlerdir. AR sinyalizasyondaki rolü son zamanlarda araştırılmaktadır. Yeni 

jenerasyon inhibitörlerin HSP-27 ekspresyonunu inhibe ederek prostat kanser 

hücrelerinin gelişimini engellediği yapılan çalışmalarda gösterilmiştir [57,58].   

 

 
 
Şekil 2.5. Isı şoku proteini-27 (HSP-27) ile androjen reseptörü (AR) arasındaki ilişki 

[59]. 
 

Çalışmamızda kullanılan ikinci ajan KRIBB-3, HSP-27'ye doğrudan bağlanmak 

yoluyla HSP-27'nin PKC (Protein kinaz-C) bağlı fosforilasyonunu önleyici bir 

inhibitördür. Yapılan in-vitro ve in-vivo çalışmalarda diğer anti-kanser ajanların 

etkinliğini artırdığı ve kanser hücrelerinde apoptozu aktive ettiği gösterilmiştir 

[60,61]. 

 

Bu tez çalışmasında, HSP-27 ile NF-κβ yolaklarının inhibisyonu ve AR-V7 si-RNA 

aracılı gen susturmasının ilişkili genler olan NF- κβ p65, p-IKK α/β, p-HSP-27, AR, 

AR-V7 ve AR-V567es genleri üzerindeki etkileri protein düzeyinde prostat kanserli 

hücre hatlarında incelenmiştir. Çalışmamız, ilk in-vitro aşamada görülen önemli 

bulgular üzerine, in-vivo olarak da devam etmiştir. Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Üroloji kliniğine başvuran hastalardan temin edilen total periferik kandan AR, AR-V7 

ve AR-V567es genlerinin real-time PCR yöntemi ile RNA düzeyinde ekspresyonları 

incelenerek hastalığın evresine özgü ifade profillemesi yapılmıştır. NF-κβ yolağı ise 
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NF-κβ insana-özgü ELISA kiti ile incelenmiştir. HSP-27 ekspresyonu da yine HSP-

27 ELISA kiti ile protein düzeyinde araştırılmıştır. Metastatik prostat kanserinde 

gözlenen kemoterapi ve androjen deprivasyon tedavisine direncin altında yatan 

regülasyonu bozulmuş bu mekanizmaların aydınlatılması, klinikte ve moleküler 

araştırmalarda önem taşımaktadır.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM  

 

3.1. Gereçler 

 

3.1.1. Kullanılan cihazlar 

 

• Karbondioksitli etüv (Sanyo) 

• Laminar kabin (Danlaf) 

• Hassas terazi (AND-ER-182A) 

• Mikroplaka ELISA okuyucu (Spectramax M3, Molecular Devices) 

• Invert mikroskop (Zeıss) 

• Cedex hücre sayım cihazı (Innovatis) 

• Spektrofotometre (Nanodrop ND-1000), Thermo Scientific) 

• Kuru ısıtıcılı blok (Biosan) 

• Ph metre (WTW 422) 

• Elektroforez güç kaynağı (Thermo) 

• Soğutmalı santrifüj (Hettich Mikro 22R) 

• Manyetik karıştırıcı (TMA 2071) 

• Spin vorteks (Biosan) 

• Western Blot aparatları (Biorad) 

• Vorteks (Biosan) 

• Mikrodalga fırın (Arçelik) 

• Mikropipetler; 10µl, 100µl, 1000µl (Axygen) 

• Derin dondurucu -30ºC (Sanyo) 

• Derin dondurucu -86ºC (Sanyo) 

• Buzdolabı (Arçelik) 

 

3.1.2. Kullanılan sarf malzemeleri 

 

• Hücre kültürü flaskları, 25cm2 ve 75 cm2  (SPL) 

• 15ml santrifüj tüpü (SPL) 

• 50ml santrifüj tüpü (SPL) 

• Hücre kültürü için 96 ve 6 kuyucuklu plate (SPL) 
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• Hücre dondurma tüpleri (SPL) 

• Steril pipet uçları (AXYGEN) 

 

3.1.3. Kullanılan kimyasallar  

 

• Hücre kültürü besiyeri; RPMI 1640 (BIOSERA) 

• Fetal Bovine Serum (FBS) (BIOSERA) 

• CS-FBS (BIOSERA) 

• Penisilin/Streptomisin antibiyotik (BIOSERA) 

• L-Glutamin (Thermo) 

• Tripsin (Thermo) 

• Dimetil Sülfoksid (DMSO) (Thermo) 

• Fenilmetilsülfonilflorid (PMSF) (SIGMA) 

• Etanol (Sigma) 

• RIPA Lizis Buffer (SIGMA) 

• Phosphate-Buffered Saline (PBS) (Gibco) 

• Primerler (AR, AR-V7, AR-V567es, β-aktin) (NZYTECH) 

• Trizol Reagent (ABP BIO) 

• Amonyum Persülfat (APS) (Amresco) 

• Sodyum dodesil sülfat (SDS) (Amresco) 

• Tetramethylethylenediamine (TEMED) (Amresco) 

• Tris base (FISHER) 

• Yağsız süt tozu (CST) 

• BAY11-7082; NF-κβ inhibitörü -10MG (SANTA CRUZ) 

• KRIBB-3; HSP27 inhibitorü (sc-252935) 5 mg (SANTA CRUZ) 

• ColorPlus Protein Standardı (NEB) 

• BSA Blocking Buffer (BIOWORLD) 

• ECL Western Blotting Substrate (THERMO) 

• NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X) (THERMO) 

• PhosSTOP™10 tablet (ROCHE) 

• PVDF Transfer membrane (SCBT) 

• siRNA 0.2 μmol (DHARMACON) 



25 

 

• siRNA Buffer (FUGENE HD) 

• GAPD Control Pool – Human (DHARMACON) 

• Transfeksiyon Reagent (THERMO) 

• NFkB p65 primer antikor (THERMO) 

• Phospho-IKK alpha/beta (Ser180, Ser181) primer antikor (THERMO) 

• Phospho-HSP27 (Ser85) primer antikor (THERMO) 

• Androgen Receptor primer antikor (THERMO) 

• Anti-Androgen Receptor(AR-V7 specific) primer antikor (ABCAM) 

• AR-V567es primer antikor (ABCAM) 

• β-Aktin primer antikor (CST) 

• Bcl-2 primer antikor (THERMO) 

• Noxa primer antikor (THERMO) 

• Sekonder antikor (CST, THERMO) 

 

3.1.4. Kullanılan kitler 

 

• Hücre Proliferasyon Kiti, WST-1 (Roche) 

• Human NF-κβ Elisa kiti (ELABSCİENCE) 

• Human HSP-27 Elisa kiti (ELABSCİENCE) 

• cDNA Sentez Kiti (WIZBIO) 

• Master Mix (WIZBIO) 

• BCA Protein Tayin Kiti (Thermo) 

 

3.1.5. Kullanılan solüsyonların hazırlanışı 

 

%10’luk RPMI 1640 besiyerinin hazırlanışı 

 

500 ml’ lik besiyeri içerisinden 50 ml çekildi. Ardından sırası ile 50 ml önceden ısı 

ile inaktive edilmiş FBS, 5 ml 200 mM’lık L-Glutamin, 5 ml 100 µg/ml’lik antibiyotik 

karışımı eklendi. 
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%1’lik RPMI 1640 besiyerinin hazırlanışı 

 

500 ml’ lik besiyerinden 5 ml çekildi. Ardından ısı ile inaktive edilmiş 5 ml FBS, 5 ml 

200 mM’lık L-Glutamin, 5 ml 100 µg/ml’lik antibiyotik karışımı eklendi. 

 

Hücre lizis solüsyonunun hazırlanışı  

 

10X konsantrasyondaki solüsyondan 1ml alınıp distile su ile 10 ml‘e tamamlandı. Bu 

şekilde 1X’lik çalışma solüsyonu hazırlandı. 

 

PMSF solüsyonu 

 

0,3484 gr PMSF hassas terazide tartıldı ve 10 ml izopropanol içerisinde çözdürüldü. 

 

1,5 M Tris buffer (ph:8,8) (150 ml) 

 

27,23 gr Tris base tartıldıktan sonra 80 ml suda çözdürüldü. pH metre ile ph değeri 

HCl ile 8,8’e ayarlandı. Daha sonra total hacim distile su ile 150 ml’e tamamlandı. 

Hazırlanan solüsyon +4ºC’de saklandı. 

 

0,5 M Tris buffer (ph:6,8) (100 ml) 

 

6 gr Tris base tartıldıktan sonra 60 ml suda çözdürülüp ph değeri 6,8’e ayarlandıktan 

sonra total hacim distile su ile 100 ml’e tamamlandı. Hazırlanan solüsyon +4ºC’de 

saklandı. 

 

10X Running buffer (ph:8,3) (1000 ml) 

 

30,3 gr Tris base, 144 gr glisin ve 10 ml %10’luk SDS 500 ml distile su içerisinde 

çözdürüldü. Ardından, total hacim 1000 ml’e distile su ile tamamlandı. 
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10x Tris glisin stok solüsyonu 

 

30,3 gr tris base ve 144 gr glisin 1000 ml distile suda çözdürüldü. 

 

Transfer buffer 

 

100 ml 10X konsantrasyondaki Tris glisin stoğundan, 70 ml %7 lik metanolden, ve 

7 ml %10 luk SDS karıştırılarak 1000 ml’e distile su ile tamamlandı.  

 

Amonyum persülfat (APS) solüsyonu 

 

100 mg APS, 1 ml suda çözülerek hazırlandı. Her çalışma öncesi yeni APS 

hazırlandı. 

 

10X TBS solüsyonu 

 

12,1 gr tris base ve 40 gr Nacl 500 ml suda çözdürüldü. 

 

Primer antikorların hazırlanışı 

 

10X konsantrasyondaki TBS 1X’e dilüe edildi. Ardından 10 ml alındı. Daha sonra 

%5 lik 0,5 gr BSA ve %0,05’lik 5 µl sodyum azid çözeltisi ile karıştırıldı. Bu solüsyon 

ile primer antikor 1:1000 oranında dilüe edildi. 

 

Sekonder antikorların hazırlanışı 

 

1X TBS, %0,1 tween20 ve yağsız süt tozu ile en az 1:5000 oranında hazırlandı. 

 

Membran bloklama solüsyonu 

 

10 ml 1X TBS içerisinde %1 Tween20, ve %5 lik 0,5 gr BSA ile taze hazırlandı. 
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3.2. Yöntemler  

 

3.2.1. Hücre kültürü 

 

LNCaP, PC-3 ve 22Rv1 prostat kanseri hücre hatları, inaktive edilmiş %10 FBS, 200 

mM L-glutamin, 100 U/ml penisilin, 100 µg/ml streptomisin ile desteklenmiş RPMI-

1640 besi yerinde, 37 C inkübatorde ve %5 CO2 içeren nemlendirilmiş ortamda ilaç 

uygulamaları gerçekleştirilene kadar kültüre edilmişlerdir. 22Rv1 hücreleri ayrıca 

androjen deprive bir ortam yaratmak için ilaçların uygulanmasından önceki 7-10 gün 

boyunca cs-FBS (charcocal stripped-FBS) ile desteklenmiş besiyerinde kültüre 

edildi. 

 

LNCaP hücreleri, 50 yaşında erkek hastanın sol supraklaviküler lenf düğümündeki 

metastatik bir lezyonun iğne aspirasyon biyopsisinden elde edilen küçük doku 

parçalarından geliştirilmiştir. Bu hasta, hormonal tedaviye minimal ve geçici yanıt 

veren ve kemoterapiye cevap vermeyen, progresif bir prostat kanseri hastası idi. Bu 

hücreler günümüzde halen birçok preklinik çalışmada kullanılmaktadır. LNCaP 

hücreleri, prostata özgü genlerin çoğunu eksprese eder ve AR pozitifdir.   

 

PC-3 hücreleri, 62 yaşındaki bir hastadan elde edilen 4. derece prostatik bir 

adenokarsinomdan oluşturulmuştur. Hücreler agar içinde büyür ve nude farelerde 

tümör üretme kapasitesine sahiptir. Düşük asit fosfataz ve testosteron-5-α redüktaz 

aktivitesi gösterir. Ayrıca AR negatiftir ve bu amaçla androjenden bağımsız model 

olarak çalışılmaktadır. 

 

Çalışmamızda kullanılan üçüncü hücre hattı 22Rv1, CWR22R insan prostatik 

karsinoma ksenograft hattından türetilmiş olup PSA eksprese eder. DHT tarafından 

hafif olarak uyarılır ve AR ekspresyonu bakımından pozitiftir. Büyüme, epidermal 

büyüme faktörü tarafından uyarılır ancak transforme büyüme faktörü-beta1 (TGF-

B1) ile inhibe edilmez. Yapılan çalışmalarda, AR varyantları bakımından da pozitif 

olduğu gösterildiği için, ileride anlatılacak AR-V7 siRNA ile baskılama deneyleri için 

bu hücre hattı seçilmiştir.  
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3.2.2. İlaç uygulamaları  

 

NFKB inhibitörü BAY11-7082 ve/veya HSP27 inhibitörü KRIBB3 ajanları optimal 

dozun belirlenebilmesi için uygun doz aralıklarında ve zamanlarda hücrelere 

uygulanmıştır.  

 

LNCaP hücrelerine, BAY 11-7082’nin 1-20uM aralığındaki dozları 24 ve 48 saat 

sürelerinde uygulanmıştır. KRIBB-3 ise yine 24 ve 48 saat boyunca  0,1-10uM doz 

aralığında uygulanmıştır.  

 

PC-3 hücrelerine, BAY 11-7082’nin 1-15uM aralığındaki dozları 24 ve 48 saat 

sürelerinde uygulanmıştır. KRIBB-3 ise 24 ve 48 saat boyunca  0,1-10uM doz 

aralığında uygulanmıştır.  

 

22Rv1 hücrelerine, BAY 11-7082’nin 1-20uM aralığındaki dozları 24 ve 48 saat 

sürelerinde uygulanmıştır. KRIBB-3 de tekli olarak 24 ve 48 saat boyunca  0,1-10uM 

doz aralığında uygulanmıştır.  

 

Her üç hücre hattına da bu ilaçların kombine dozları ise yalnızca 24 saat süresince 

uygulanmıştır. Çözücü kontrolü olarak DMSO kullanıldı ve aynı süreler için hücreler  

inkübe edildi. İnkübasyonun ardından ilaçların her bir dozu için sitotoksik etkiler 

belirlendi. Her bir konsantrasyon değeri için birbirinden 3 ayrı kültür yapılarak deney 

tekrarlandı. 

  

3.2.3. Hücre canlılığının belirlenmesi 

 

Belirtilen inkübasyon sürelerinin dolmasının ardından, kullanılan inhibitörlerin 

hücrelerin canlılığı üzerine etkisinin belirlenmesinde WST-1 yöntemi kullanılmıştır. 

WST-1 yöntemi, kültüre edilmiş hücrelerde hücre çoğalmasını, hücre canlılığını ve 

sitotoksisiteyi spektrofotometrik olarak gösteren basit ve hızlı bir yöntemdir. WST-1 

protokolü, WST-1 tetrazolyum tuzunun formazan'a hücresel mitokondriyal 

dehidrojenazlarla ayrılmasına dayanır. Canlı hücrelerin sayısı arttıkça, 

mitokondriyal dehidrojenazların aktivitesi artar ve sonuçta oluşan formazan boyası 

miktarı artar. 
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LNCaP, PC-3 ve 22Rv1 hücrelerinde BAY 11-7082, KRIBB-3 ve bunların kombine 

dozlarının hücrelerin canlılıkları üzerine olan etkileri WST-1 yöntemi ile belirlendi. 

Kültüre edilen LNCaP, PC-3 ve 22Rv1 hücreleri, T-75 hücre flasklarının yaklaşık 

olarak %70 yoğunluğa ulaştığında besiyerleri çekildi. Ardından yaklaşık 5-10 ml 

PBS ile flasklar yıkandı. Daha sonra hücreler yaklaşık 5 ml Tripsin ile muamele 

edilerek hücrelerin birbirlerinden ve flask yüzeyinden ayrılmaları sağlandı. Flasklar 

içerisine bir miktar besiyeri eklendikten sonra hücrelerin tamamı çekilip 15 ml’lik 

falkon tüpleri içerisine alındı ve 1700 rpm, 10 dk santrifüjden sonra hücre pelleti 

üzerine %1’lik besiyerinden 1 ml eklendi. Ardından hücreler tripan mavisi ile 

karıştırılıp Cedex hücre sayım cihazında sayıldı. Daha sonra 96 kuyulu hücre kültür 

kaplarına her bir kuyucuğa yaklaşık 5000 hücre gelecek şekilde hesaplanıp 100 μl 

%1 FBS içeren besiyeri ile yeni ekim yapıldı. Hücreler bir gece boyunca flask 

yüzeyine yapışmaları için 37ºC ısıda %5 CO2‘li etüvde inkübasyona bırakıldı. 24 

saat sonra hücrelerin besiyerleri uzaklaştırıldı. Belirtilen dozlarda LNCaP, PC-3 ve 

22Rv1 hücrelerine sırası ile BAY 11-7082, KRIBB-3 ve bunların kombine dozları 

belirtilen miktarlarda ve süreler boyunca uygulandı ve  etüvde inkübasyona 

bırakıldılar. Bu sürelerin sonunda 96 kuyucuklu flaskdan her bir kuyucuktaki 

hücrelerden ilaçlı besiyerleri çekildi. Ardından 100 μl fenol kırmızısı içermeyen RPMI 

1640 besiyeri ve 10 μl WST-1 her bir kuyucuğa kondu. Etüve takrar alınan hücreler, 

yaklaşık 3 saatin sonunda çıkarıldı ve ELISA okuyucusunda 540 nm dalga boyunda 

okutulduktan sonra hücre canlılığı hesaplamaları excel programı üzerinde yapıldı. 

 

3.2.4. RNAi ile baskılama 

 

22Rv1 hücreleri, 6 kuyucuklu flasklarda kuyucuk başına 4 x 105 hücre yoğunluğu 

olacak şekilde ekildi. AR-V7’ ye özgü siRNA stoğu, 1xsiRNA buffer içerisinde 

seyreltilerek -80 C’de saklanmıştır. Üretici firmanın talimatları doğrultusunda, 

FuGENE HD Transfeksiyon Reaktifi kullanılarak AR-V7'ye özgü siRNA (hedef 

sekans; GACCAGACCCUGAAGAAAG) ve hedefleme yapmayan kontrol havuzu ile 

22Rv1 hücreleri transfekte edildi. Transfeksiyondan yaklaşık 72 saat sonra protein 

izolasyonu yapıldı ve western blotlama ile hedef proteinler analiz edildi.   
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3.2.5. Protein izolasyonu, miktar tayini ve Western blot yöntemi 

 

İlk aşamada siRNA baskılama uygulanmamış 22Rv1 hücreleri ile LNCaP  

hücrelerinde belirtilen ajanların tekli veya kombine dozlarının uygulanmasının 

ardından inkübasyon süreleri beklendikten sonra hücrelerden RIPA buffer aracılığı 

ile uygun protokol adımları takip edilerek total protein izolasyonu yapılmıştır. Daha 

sonra baskılama uygulanmış fakat ilaç/ilaçlar verilmemiş 22Rv1 hücrelerinden 

protein izolasyonu yapılmıştır. Üçüncü olarak hem siRNA baskılama hem de 

ilaç/ilaçlar uygulanmış 22Rv1 hücrelerinden protein izolasyonu gerçekleştirilmiştir. 

İzolasyonun ardından miktar tayini için BCA protein assay kiti kullanılmıştır. BCA 

protein ölçüm kiti ile aşağıdaki basamaklara göre gerçekleştirildi. 

 

1- BCA kitinde yer alan bovine serum albumin (BSA) ile 2; 1,5; 1; 0,75; 0,5; 0,25; 

0,125; 0,025 ve 0 µg/ml konsantasyon değerlerinde standart tüpler hazırlandı. 

2- Hazılanan bu standart tüplerden ve protein örneklerinden 96 kuyucuklu plakanın 

her birine 25’er µl eklendi. 

3- Kit içerisinde bulunan Reaktif B ve A solüsyonları 1:50 oranda olacak şekilde 

hazırlandı. 

4- Bu reaktif karışımından her bir kuyucuğa 200’er µl eklendi. 

5- 37ºC lik inkübatörde yarım saat kadar inkübasyondan sonra mikroplaka ELISA 

okuyucuda 450 nm dalga boyunda plaka okutuldu ve çıkan sonuca göre excel 

programında standart eğri çizilerek western blot jel yüklemesinde gereken 

protein miktarları hesaplandı. 

 

Protein düzeyinde ifadelenme ve çeşitli post-translasyonel modifikasyonlar Western 

Blot yöntemi ile belirlenmiştir. Eşit miktarda protein SDS-PAGE’de yürütüldükten 

sonra PVDF membranına wet blotting ile aktarılmıştır. Membran %5’lik yağsız süt 

tozu ile bloklandıktan sonra NFKB-p65, p-IKK α/β, p-HSP27, AR, AR-V7 ve AR-

V567es hedef genlerine ait primer antikorla sonrasında ise sekonder antikorla 

muamele edilmiştir. Kemilüminesan kullanılarak proteinler membran üzerinde 

görünür hale getirilmiş ve imaging cihazı ile görüntüleme gerçekleştirilmiştir. Protein 

yükleme kontrolü olarak β-Aktin kullanılmıştır.  
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3.2.6. Hasta ve kontrol grubu 

 

Çalışmaya 25 adet sağlıklı kontrol, 25 adet prostat kanserli hasta ve 40 adet 

metastatik evredeki prostat kanserli hasta dahil edilmiştir. Çalışmaya dahil edilen 

kan örnekleri, kontrol ve prostat kanseri grubu Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Üroloji 

Polikliniğine başvurmuş hastalardan,  metastatik evredeki prostat kanserli hasta 

grubu ise Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Üroloji Polikliniğine başvurmuş 

hastalardan onay alınarak temin edilmiştir. Üroloji polikliniğine başvuran 

hastalardan prostat kanseri tanısı alanlar için gerekli tetkikler önceden 

gerçekleştirildiğinden, skorlama verileri de hastaların dosyasında kaydedilmiştir. 

Çalışmaya alınan hastalardan hiçbir cerrahi operasyon geçirmemiş ve ilaç almamış 

olanlar ile metastatik prostat kanseri tanısı konmuş hasta kanları çalışmaya dahil 

edilmiştir. Alınan kan örnekleri Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı laboratuvarında 

muhafaza edilmiştir. Çalışmaya dahil edilen hastaların klinikopatolojik 

karakteristikleri Çizelge 3.1 ve 3.2.’de belirtilmiştir. 
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Çizelge 3.1. Prostat kanseri hastalarının klinikopatolojik karakteristikleri 
 

PCa Lokal PCa 

N 

Lokal ileri PCa 

N 

İlk tanı PSA   <10 

 10-20 

   >20 

13 

3 

- 

6 

2 

1 

T evre  

                      T2 

                      T3  

 

15 

1 

 

- 

9 

Gleason Skoru 

6                                                                                                   

7 

8                                                                                                 

9 

                    10 

 

7 

8 

1 

- 

- 

 

3 

3 

2 

- 

1 

 

Çizelge 3.2. Metastatik prostat kanseri hastalarının klinikopatolojik karakteristikleri 
 

Metastatik PCa                                                           N 

İlk tanı PSA   <20 11 

                       >20 29 

T evre 

T3 12 

T4 6 

T3-T4  22 

N evre 

N1 24 

N0 16 

M evre 

M0 3 

M1a 5 

M1b 28 

M1c 4 

Gleason Skoru 

8 10 

9 17 

10 13 

 

3.2.7. Periferal kan örneklerinden serum eldesi 

 

Serum ayırma tüplerine alınan kan örneği bu tüplerde oda ısısında 1 saat 

beklendikten sonra uygun miktarda santrifüj edilip serum kısmı yeni tüplere 

alınmıştır. Örnekler kullanılıncaya kadar -80ºC’de saklanmıştır. 
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3.2.8. Tam kandan RNA izolasyonu ve Real-Time PCR 

 

Trizol RNA izolasyon kiti içerisinde yer alan protokole göre tam kan örneklerinden 

RNA izolasyonu gerçekleştirilmiş ve Nanodrop cihazında miktar ve saflık ölçümleri 

yapılmıştır. cDNA sentez kiti ile cDNA eldesi gerçekleştirilerek AR, AR-V7 ve AR-

V567es hedef genlerine ait aşağıda dizileri verilmiş primer ve problar ile reaksiyon 

karışımı hazırlanarak RT-PCR reaksiyonu gerçekleştirilmiştir. Amplifikasyonlar 20 

µl toplam tepkime hacmi içerisinde cDNA, mRNA’ya özgün primerler ve problar, 

master mix ve distile su kullanılarak gerçekleştirilmiştir. AR, AR-V7, AR- V567es, 

hedef genlerine ait primer diziler aşağıdaki gibidir; kontrol amaçlı housekeeping gen 

olarak β-Aktin kullanılmıştır.  

 

•AR  

Forward           5′-CCTGGCTTCCGCAACTTACAC-3′  
Reverse    5′-GGACTTGTGCATGCGGTACTCA-3′ 
 
•AR-V7    

Forward     5′-CCATCTTGTCGTCTTCGGAAATGTTATGAAGC-3              ′                                                                                                                                                                                                                                      

Reverse          5′-TTTGAATGAGGCAAGTCAGCCTTTCT-3′ 

•AR-V567es   

Forward         5′-CCAAGGCCTTGCCTGATTGC-3′  
Reverse  5′-TTGGGCACTTGCACAGAGAT-3′ 
•β-Aktin  

Forward         5′-CCTGCACCACCAACTGCTTA-3′. 

Reverse         5′-GGCCATCCACAGTCTTCTGAG-3 
 

3.2.9. ELISA yöntemi 

 

Kan örneklerinden elde edilen serum örneklerinde NF-κβ aktivitesini belirlemek için 

kolorimetrik NF-κβ Transcription Factor Elisa Kiti kullanılmıştır. Bu yöntemde NF- κβ 

bağlanma bölgesini bulunduran primer antibody 96 kuyucuklu plakaya immobilize 

edilmiştir. Nükleer veya tüm hücre ekstraklarında bulunan aktif NF-κβ, 

oligonükleotide spesifik olarak bağlanır ve üzerindeki epitopu tanıyan primer 

antikorlar tarafından yalnızca NF-κβ etkinleştirildiğinde ve bağlandığı zaman 

erişilebilir olarak tespit edilir. HSP-27 ifadelenmesi de yine aynı metod ile Human 
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HSP-27 ELISA kitinde incelenmiştir. Son olarak HRP-konjuge sekonder antikor ile 

OD 450 nm'de ELISA reader cihazında okutularak sonuçlar alınmıştır. 

 

3.2.10. İstatistiksel analiz  

 

Hücre canlılığı istatistiksel test yöntemleriyle değerlendirilmiştir. Veriler “SPSS 15.0” 

istatistik programı kullanılarak analiz edilmiştir. Anlamlılık değeri p < 0.05 olarak 

kabul edilmiştir. Western blot yönteminden elde edilen bant görüntüleri ImageJ 

programı kullanılarak kantitatif olarak analiz edilmiştir. mRNA düzeyinde analiz için 

RT-PCR sonucunda elde edilen ct değerleri REST 2009 V2.0.13 programı ile analiz 

edilmiştir. REST istatistik programı, Pfaffl eşitliği olarak bilinen bir denklem ile, 

kantitatif ekspresyon değerlerinin (ct value) kontrol ve hasta grubunda 

karşılaştırmasını gerçekleştiren bir programdır.  
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4. BULGULAR  

4.1. NF-Κβ İnhibitörü BAY11-7082 ve HSP-27 İnhibitörü KRIBB-3’ün Prostat 

Kanseri Hücre Hatlarının Canlılıkları ve Proliferasyonları Üzerine Etkisinin 

İncelenmesi 

 

BAY11-7082 ve KRIBB-3'ün anti-proliferatif etkisini belirlemek için, LNCaP 

hücrelerine BAY11-7082 ‘nin 1-20µM aralığındaki doz değerleri 24 ve 48 saat olarak 

uygulandı. KRIBB-3 ise yine 24 ve 48 saat sürede 0,1-10µM doz aralıklarında 

uygulandı. Bu inhibitörlerin kombine dozları ise Şekil 4.3’de belirtilen dozlarda 24 

saat olarak uygulanmıştır.  

 

Sonuçlarımıza göre, 24 ve 48 saatlik BAY11-7082  uygulamasından sonra LNCaP 

hücrelerinde, hücrelerin yarısı için ölümcül doz olan IC50 değerleri sırasıyla, 15µM 

ve 7,5µM olarak bulundu. İlk dozlarda proliferasyon düzeyinde anlamlı bir değişiklik 

gözlenmezken, özellikle 7,5µM dozdan sonra hücre canlılığı anlamlı olarak 

azalmaya başlamıştır (p<0,05) (Şekil 4.1).   

 

KRIBB-3 uygulamasında ise, 24 ve 48 saatlik IC50 değerleri sırasıyla 2,5µM ve 1 µM 

olarak bulunmuştur. KRIBB-3, hücre proliferasyonunun inhibisyonu açısından, 

BAY11-7082 'den doz oranı bakımından daha potent olarak gözlendi. En yüksek 

uygulama dozu olan 10µM değerinde hücre canlılığı sıfıra yakın olarak gözlemlendi 

(Şekil 4.2).  

 

Bu inhibitörlerin LNCaP hücrelerine 24 saatlik kombine dozlarının uygulanması 

sonucunda ise, IC50 değeri 2,5 µM BAY11-7082 ve 1 µM KRIBB-3 kombinasyonu 

olarak bulundu. (Şekil 4.3). Tekli ve kombine dozlarda zamana ve doza bağımlı 

olarak azalan bir proliferasyon oranı izlendi. 
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Şekil 4.1. LNCaP hücrelerinin (5000hücre/kuyu) BAY11-7082 ile belirtilen dozlarda 

24 ve 48 saat inkübasyonu sonucu belirlenen hücre canlılık oranları *; 

p<0.05, +; 24 saat uygulamada görülen IC50 değeri, •;  48 saat 

uygulamada görülen IC50 değeri. 
 

 
 
Şekil 4.2. LNCaP hücrelerinin (5000hücre/kuyu) KRIBB-3  ile belirtilen dozlarda 24 

ve 48 saat inkübasyonu sonucu belirlenen hücre canlılık oranları *; 

p<0.05, +; 24 saat uygulamada görülen IC50 değeri, •;  48 saat 

uygulamada görülen IC50 değeri. 
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Şekil 4.3. LNCaP hücrelerinin (5000hücre/kuyu) BAY11-7082 ve KRIBB-3 

kombinasyonu  ile belirtilen dozlarda 24 saatlik inkübasyonu sonucu 
belirlenen hücre canlılık oranları *; p<0.05, +; 24 saat uygulamada 
görülen IC50 değeri. 

 

Çalışmamızda kullandığımız bir diğer hücre hattı olan PC-3 hücrelerinde BAY11-

7082  ve KRIBB-3'ün anti-proliferatif etkisini belirlemek için, BAY11-7082 ‘nin 1-15 

µM aralığındaki doz değerleri 24 ve 48 saat sürede uygulandı.  

 

KRIBB-3 ise yine 24 ve 48 saat sürede 0,1-10 µM doz aralıklarında uygulandı. Bu 

inhibitörlerin kombine dozları ise Şekil 4.6’da belirtilen dozlarda 24 saat olarak 

uygulanmıştır.  

 

Sonuçlarımıza göre, PC-3 hücrelerinde, 24 ve 48 saat sürede BAY11-7082 

uygulamasından sonra IC50 değerleri sırasıyla yaklaşık 15 µM ve 5 µM olarak 

bulundu. Hücre proliferasyonu 2,5 µM dozdan itibaren anlamlı olarak azalmaya 

başlarken (p<0,05), yüksek oranda azalmaya başladığı doz 24 saatte 10 µM , 48 

saatlik uygulamada ise 7,5 µM  değerleridir. (Şekil 4.4).   

 

KRIBB-3 uygulanmasında ise, 24 ve 48 saatlik IC50 değerleri sırasıyla 1 µM ve 0,25 

µM olarak gözlendi.  

 



40 

 

LNCaP hücrelerinde olduğu gibi PC-3 hücrelerinde de KRIBB-3’ün hücre 

proliferasyonunun azaltılmasında BAY11-7082 'den daha etkili olduğu görüldü. PC-

3 hücre hattında farklı olarak, 2,5-10 µM doz aralıklarında 48 saatlik uygulamalarda 

hücre canlılığı sıfır düzeyine yakındı (Şekil 4.5).  

 

Bu ilaçların kombine dozlarının 24 saatlik uygulanmasında ise, IC50 değeri 5 µM 

BAY11-7082 ve 0,5 µM KRIBB-3 olarak bulundu. (Şekil 4.6). Tekli ve kombine 

dozlarda zamana ve doza bağımlı olarak azalan bir proliferasyon oranı PC-3 

hücrelerinde oldukça belirgin gözlemlenmiştir. Sonuçlarımız, PC-3 hücre hattının, 

LNCaP ve 22Rv1 hücrelerine kıyasla inhibitör uygulamasına karşı en duyarlı hücre 

hattı olduğunu göstermiştir. 

 

 
 
Şekil 4.4. PC-3 hücrelerinin (5000hücre/kuyu) BAY11-7082 ile belirtilen dozlarda 24 

ve 48 saat inkübasyonu sonucu belirlenen hücre canlılık oranları *; 

p<0.05, +; 24 saat uygulamada görülen IC50 değeri, •;  48 saat 

uygulamada görülen IC50 değeri. 
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Şekil 4.5. PC-3 hücrelerinin (5000hücre/kuyu) KRIBB-3  ile belirtilen dozlarda 24 ve 

48 saat inkübasyonu sonucu belirlenen hücre canlılık oranları *; p<0.05, 

+; 24 saat uygulamada görülen IC50 değeri, •;  48 saat uygulamada 

görülen IC50 değeri. 
 

 
 
Şekil 4.6. PC-3 hücrelerinin (5000hücre/kuyu) BAY11-7082 ve KRIBB-3 

kombinasyonu  ile belirtilen dozlarda 24 saatlik inkübasyonu sonucu 
belirlenen hücre canlılık oranları *; p<0.05, +; 24 saat uygulamada 
görülen IC50 değeri. 
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Çalışmamızda kullanılan üçüncü hücre hattı olan 22Rv1 hücrelerinde BAY11-7082  

ve KRIBB-3'ün anti-proliferatif etkisini belirlemek için, BAY11-7082 ‘nin 1-20 µM 

aralığındaki doz değerleri 24 ve 48 saat süreli olarak uygulandı. KRIBB-3 ise yine 

24 ve 48 saat olarak 0,1-10 µM doz aralıklarında uygulandı. Bu inhibitörlerin 

kombine dozları ise Şekil 4.9’da belirtilen dozlarda 24 saat sürede uygulanmıştır. 

Sonuçlarımıza göre, 22Rv1 hücrelerinde, 24 ve 48 saat sürede BAY11-7082 

uygulamasından sonra IC50 değerleri sırasıyla yaklaşık 10 µM ve 5 µM olarak 

bulundu.  

 

BAY11-7082’nin hücre proliferasyonunu azaltıcı etkisi genel olarak LNCaP 

hücrelerine benzer bir profil gösterirken, LNCaP hücrelerinden farklı olarak 1 µM  

gibi düşük dozlardan itibaren anlamlı olarak bir azalma görüldü. (p<0,05) (Şekil 4.7).   

 

KRIBB-3 uygulanmasında ise, 24 ve 48 saatlik IC50 değerleri sırasıyla 2,5 µM ve 1 

µM olarak gözlendi ki bu değer LNCaP hücrelerinde bulunan değerin aynısı idi. 

Diğer hücre hatlarında olduğu gibi 22Rv1 hücrelerinde de KRIBB-3’ün hücre 

proliferasyonunun azaltılmasında BAY11-7082 'den daha etkili olduğu görüldü. 

Ancak 22Rv1 hücre hattında farklı olarak, 15 ve 20 µM gibi yüksek doz aralıklarında 

gerek 24 gerekse de 48 saatlik uygulamalarda hücre canlılığı oldukça az da olsa 

sıfır düzeyin üstünde izlendi. (Şekil 4.8). Bu bakımdan, 22Rv1 hücreleri inhibitörlere 

diğer hücre hatlarından daha dirençli olarak gözlemlenmiştir.  

 

Bu ilaçların kombine dozlarının 24 saatlik uygulanmasında ise, IC50 değeri 7,5 µM 

BAY11-7082 ve 1 µM KRIBB-3 olarak bulundu. (Şekil 4.9).  

 

Tekli ve kombine dozlarda zamana ve doza bağımlı olarak azalan bir proliferasyon 

oranı 22Rv1 hücrelerinde de gözlemlenmiştir. Ancak, tekli dozlarda olduğu gibi 

kombine dozlarda da diğer hücre hatlarına kıyasla proliferasyon düzeyi düşük 

dozlarda yüksek miktarda azalma göstermemiştir.  

 

Sonuçlarımız, 22Rv1 hücre hattının, inhibitör uygulamasına karşı anlamlı 

düzeylerde proliferasyon azaltıcı etkisini göstermekle birlikte, LNCaP ve PC-3 

hücrelerine kıyasla inhibitör uygulamasına karşı en dirençli hücre hattı olduğunu 

göstermiştir. Her üç hücre hattında gözlemlediğimiz sonuçlar, bu inhibitörlerin 
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uygulama zamanı içinde canlılığı tekli ve kombine uygulamada doza bağlı bir şekilde 

anlamlı olarak azalttığını göstermiştir.  

 

 

Şekil 4.7. 22Rv1 hücrelerinin (5000hücre/kuyu) BAY11-7082 ile belirtilen dozlarda 
24 ve 48 saat inkübasyonu sonucu belirlenen hücre canlılık oranları *; 

p<0.05, +; 24 saat uygulamada görülen IC50 değeri, •;  48 saat 

uygulamada görülen IC50 değeri. 
 

 
 
Şekil 4.8. 22Rv1 hücrelerinin (5000hücre/kuyu) KRIBB-3  ile belirtilen dozlarda 24 

ve 48 saat inkübasyonu sonucu belirlenen hücre canlılık oranları *; 

p<0.05, +; 24 saat uygulamada görülen IC50 değeri, •;  48 saat 

uygulamada görülen IC50 değeri. 
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Şekil 4.9. 22Rv1 hücrelerinin (5000hücre/kuyu) BAY11-7082 ve KRIBB-3 

kombinasyonu  ile belirtilen dozlarda 24 saatlik inkübasyonu sonucu 
belirlenen hücre canlılık oranları *; p<0.05, +; 24 saat uygulamada 
görülen IC50 değeri. 

 

4.2. AR, AR-V7 ve AR-V567es'in Bazal İfade Seviyelerinin Protein Düzeyinde 

İncelenmesi 

 

Çalışmamızda prostat kanserli hücre hatlarında AR, AR-V7 ve AR-V567es’in protein 

düzeyinde bazal ekspresyon seviyelerini belirlemek için inhibitör uygulanmamış 

LNCaP, PC-3 ve 22Rv1 hücrelerinden total protein izole edildi.  Şekil.4.10'da 

görüldüğü gibi, 22Rv1 ve LNCaP hücreleri tam uzunluktaki AR’nü ifade 

etmektedirler. AR-V7 ekspresyonu incelendiğinde ise, 22Rv1 hücreleri pozitif iken, 

LNCaP hücreleri varyant ifadelenmesi göstermemiştir.  

 

Literatürde, 22Rv1 hücrelerinin AR-V567es’i RNA ve protein düzeyinde ifade ettiği 

belirtilmiştir. Bu amaçla biz de AR-V7 ve ilişkili yolakların inhibe edilmesinin AR-

V567es üzerine etkisini de araştırabilmek için öncelikle AR-V567es ifadelenmesini 

inhibitör almamış 22Rv1 hücrelerinde inceledik. Ancak 22Rv1 hücreleri beklediğimiz 

gibi yüksek düzeyde AR-V567es ifadelenmesi göstermedi. Bu nedenle, sonraki 

deneylerin sonuçları yalnızca AR-V7 üzerinden yorumlanmıştır.  
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PC-3 hücreleri ise beklendiği gibi hem tam uzunluktaki AR ekspresyonu hem de 

varyant AR ekspresyonu bakımından negatif olarak gözlenmiştir. Sonuç olarak, üç 

hücre hattının hepsinde AR-V7 ekspresyonu açısından, sadece 22Rv1 hücrelerinin 

AR-V7 pozitif olduğunu doğruladık ve bu nedenle siRNA baskılama deneylerini 

22Rv1 hücrelerinde gerçekleştirdik. 

 

 
 
Şekil 4.10. İnhibitör uygulanmamış 22Rv1, LNCaP ve PC-3 hücre hatlarında AR, 

AR-V7 ve AR-V567es’in protein düzeyindeki içsel ekspresyon 
seviyeleri.  

 

4.3. BAY11-7082 ve KRIBB-3'ün AR, AR-V7, P65, Fosforile IKK α/β ve Fosforile 

HSP-27’nin İfadelenmeleri Üzerine Etkilerinin İncelenmesi  

 

22Rv1 hücrelerine, tekli doz olarak 10uM BAY11-7082 ve 2.5uM KRIBB-3; kombine 

doz olarak ise 7.5µM BAY11-7082 ile 1µM KRIBB-3 uygulanmıştır. 6, 24 ve 48 

saatlik inkübasyondan sonra uygun protokol adımlarıyla protein izolasyonu 

gerçekleştirildi. siRNA baskılaması bu aşamada uygulanmamıştır, ilaçların sadece 

zamana bağlı etkileri incelenmiştir.   

 

Sonuçlarımıza göre, AR ekspresyon seviyesinin azalması, 48 saatlik KRIBB-3 

dozunda, kombine dozda maksimum düşüş ile birlikte gözlendi. Diğer doz ve 

sürelerde belirgin bir değişim bulunmadı. Benzer şekilde, AR-V7'nin ekspresyon 

seviyesi 48 saatlik KRIBB-3 dozunda maksimum bir düşüş gösterdi, ancak kombine 

dozda hiçbir değişiklik görülmedi.  
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p65'in ekspresyon seviyesindeki düşüş, BAY11-7082 'nin 48 saatlik dozunda 

gözlendi. Bununla birlikte, 48 saatlik KRIBB-3 dozunda bir değişiklik bulunmadı.  p65 

ekspresyon seviyesinin 48 saatlik kombine doz uygulamasında oldukça azaldığı 

gözlendi. 

  

p-IKK α / β ifadesi, 6 saatlik BAY11-7082 dozunda azalmaya başlarken, diğer 

dozlarda ve zamanlarda hiçbir değişiklik gözlenmedi. Hsp-27 fosforilasyonu ise, 48 

saatlik kombine inhibitör dozunda neredeyse görülemeyecek kadar bir azalma 

meydana gelmiştir. Ayrıca, 6 ve 24 saatlik dozlarda fosforile proteinler dışındaki 

diğer proteinlerde herhangi bir ekspresyon değişikliği gözlenmemiştir.  

 

PC-3 hücreleri 6, 24 ve 48 saat boyunca tekli doz 7,5μM BAY11-7082 ve 1μM 

KRIBB-3 ve kombine olarak 2.5μM BAY11-7082 ve 1μM KRIBB-3 ile muamele 

edilmiştir. Bu hücrelerde gözlenen en dikkat çekici sonuç, kombine dozlarda p65 

ekspresyon seviyesinin azalması ve 48 saatlik kombine dozda HSP-27 

fosforilasyonunun neredeyse tamamen kaybı idi. 

 

LNCaP hücreleri, tekli doz 15μM BAY11-7082 ve 2.5μM KRIBB-3 ve kombine doz 

olarak da 2.5 μM BAY11-7082 ve 1uM KRIBB-3 ile muamele edildi ve protein 

izolasyonu; 6, 24 ve 48 saat inkübasyon sonra uygun protokol adımları ile yapıldı. 

22Rv1 hücrelerine benzer şekilde, LNCaP hücrelerinde BAY11-7082 ve KRIBB3'ün 

48 saatlik kombine doz uygulamasında AR ifadesinde bir azalma gözlendi. Azalmış 

p65 ekspresyonu 24 saatlik BAY11-7082 dozunda gözlendi, ancak bu azalma 

kombine dozda daha fazla görüldü.  

 

IKK α / β fosforilasyonundaki ilk düşüş 24 saatlik kombine dozda gözlenirken, 48 

saatlik dozda bir değişiklik olmadı. Hsp-27 fosforilasyonundaki maksimum azalma, 

48 saatlik kombine dozda gözlendi.  
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Şekil 4.11. 22Rv1 (A), PC-3 (B) ve LNCaP (C) hücre hatlarında BAY11-7082 ve 

KRIBB-3'ün AR, AR-V7, p65, fosfo-IKK α / β ve fosfo-Hsp-27’nin 
ifadelenmeleri üzerine etkileri.  

 

4.4. AR-V7 siRNA Baskılamanın İnhibitörler ile Kombinasyonunun 22Rv1 

Hücrelerindeki Protein İfadelenmesine Etkileri 

 

AR-V7’ye özgü siRNA baskılama, üretici firmanın protokolüne göre 22Rv1 

hücrelerinde gerçekleştirildi ve hücreler 72 saat boyunca inkübasyona bırakıldıktan 

sonra protein izolasyonu gerçekleştirildi. 2.5μM KRIBB-3 ve 10μM BAY11-7082 

kombinasyonu, inkübasyon süresinin bitiminden 6 saat önce siRNA baskılama 

yapılmış  hücrelere uygulandı. Bu işlemlerden sonra protein izolasyonu ve western 

blot gerçekleştirildi.  
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ARV7 baskılaması sonucunda, beklenen bir sonuç olan AR-V7 ifadelenme 

azalması, AR ifadesinde yaklaşık 1,2 katlık bir azalma ile birlikte gözlemlendi. Fakat, 

AR ifadelenmesindeki bu azalma istatistiksel olarak anlamlı değil idi (p = 0.06). 

Ayrıca p65 ve Noxa seviyelerinde de anlamlı bir değişiklik bulunmadı (sırasıyla  p = 

0.05 ve p=0.07).  

 

Bcl-2 ekspresyonu incelendiğinde ise yaklaşık 1.3 katlık bir azalma gözlendi fakat 

yine istatistiksel olarak anlamlı olmayan (p = 0.052) bir sonuç gözlendi. 2,5μM 

KRIBB-3 ve 10μM BAY11-7082 kombinasyonu 6 saat süre ile siRNA baskılama 

yapılmamış 22Rv1 hücrelerine uygulandığında, AR-V7 ekspresyonu yaklaşık 1.4 

kat azaldı (p= 0.05). Ayrıca, AR ifadesinde de herhangi bir değişiklik olmadı (p= 

0.31).  

 

p65'in ifadesinde ise, yaklaşık 1,5 katlık anlamlı olmayan bir azalma gözlendi 

(p=0.05).  Bcl-2 ifadesi yaklaşık 2 kat azalırken, Noxa ifadesinde 2.8 katlık bir artış 

gözlendi ve bu değişiklikler istatistiksel olarak anlamlıydı (sırasıyla p= 0.022 ve 

p=0.01).  

 

22Rv1 hücrelerinde, AR-V7 siRNA baskılama ve inhibitörlerin kombinasyonunu 

uyguladıktan sonra elde ettiğimiz sonuçlar ise oldukça anlamlı idi. Bu kombinasyon 

sonucu, ARV7 ekspresyonu kontrole kıyasla 12.5 katlık oldukça anlamlı bir düşüş 

gösterdi (p= 0,01).  

 

Her ne kadar AR ifadesi kontrol ile karşılaştırıldığında azalmış olsa da, bu azalma 

AR-V7'de gözlemlenen kadar yüksek düzeyde değil idi (yaklaşık 3,1 kat; p= 0,02). 

p65 ekspresyonu da kontrole kıyasla yaklaşık 2 kat azalma göstermiştir (p = 0,03). 

Bcl-2 ifadesi kontrole kıyasla yaklaşık 5 kat azalırken (p= 0.01), Noxa yaklaşık 3.5 

kat artış göstermiştir (p= 0.02).  
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Şekil 4.12. 22Rv1 hücre hatlarında AR-V7’ye özgü siRNA baskılamanın inhibitörler 
ile kombinasyonunun hedef proteinlerin ifadelenmesi üzerine etkileri.  *; 
p<0.05.   

 

4.5. AR, AR-V7 ve AR- V567es’nin Kontrol, Prostat Kanserli ve Metastatik 

Prostat Kanserli Hastaların Tam Kan Örneklerinde mRNA Düzeyinde 

İfadelenme Seviyeleri 

 

Çalışmamız sonucunda elde ettiğimiz Real-Time PCR sonuçlarında elde edilen 

rölatif gen ifadelenme sonuçları REST programı kullanılarak Pfaffl tarafından 
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Burada belirtilen Ct değeri, tepkime sırasında oluşan floresan sinyalin eşik değeri 

(threshold value) geçtiği andaki döngü sayısını ifade eder. Bu değer, tepkime 

başında mevcut olan cDNA miktarı ile ters orantılıdır. ΔCt değeri ise kontrol ile 

örneklerin Ct değerleri arasındaki farkı göstermektedir. E değeri; PCR 

reaksiyonunun etkinliğini belirtir.  

 

Sonuçlarımıza göre (Şekil 4.13), AR mRNA ifadelenmesi prostat kanseri (PCa) 

hasta grubunda kontrol grubuna göre yaklaşık 1,6 katlık bir  artış göstermiş olup bu 

artış istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05).  

 

Metastatik prostat kanserli (Met-PCa) hasta grubunda ise AR ifadelenmesi kontrol 

gruba göre yaklaşık 1,8 kat gibi istatistiksel olarak anlamlı bir artış göstermiştir. PCa 

ve Met-PCa hasta grupları karşılaştırıldığında ise AR ifadelenmesinde, Met-PCa 

grubunda hafif bir artış görülmesine karşın, bu artış istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır (p>0,05).  

 

AR-V7 mRNA ifadelenmesi PCa hasta grubunda kontrol gruba göre yaklaşık 1,4 kat 

artış göstermiştir fakat bu artış istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0,05). 

Met-PCa hasta grubunda ise AR-V7 ifadelenmesi kontrol gruba göre yaklaşık 1,7 

katlık istatistiksel olarak anlamlı bir artış göstermiştir. Yine Met-PCa hasta grubunda 

AR-V7 ifadelenmesi, PCa hasta grubuna göre artmış gözlenmesine rağmen 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0,05), fakat AR-V7 ifadelenmesindeki 

değişim, AR’den daha fazla gözlenmiştir.  

 

AR-V567es varyant mRNA ifadelenmesi, PCa hasta grubunda kontrol gruba göre 

yaklaşık 1,1 kat artış göstermiştir (p>0,05). Met-PCa hasta grubunda AR-V567es 

ifadelenmesi kontrol gruba göre yaklaşık 1,6 katlık anlamlı bir artış göstermiştir 
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(p<0,05). Ayrıca, Met-PCa hasta grubunda PCa grubuna göre AR-V567es 

ifadelenmesi anlamlı düzeyde artış göstermiştir. (p<0,05).  

 

Pca ve Met-PCa hasta grupları arasındaki en büyük farklılık AR-V567es varyantında 

görülmüştür. Sonuçlarımıza göre, hastalığın evresi ile hem tam uzunluktaki AR hem 

de AR varyantlarının (AR-V7 ve AR-V567es) ekspresyon düzeyleri ilişkili 

gözlenmiştir.  

 

 
 
Şekil 4.13. AR ile AR-V7 ve AR-V567es AR varyantlarının kontrol, prostat kanseri 

(PCa) ve metastatik prostat kanserli (Met-PCa) hasta kanlarındaki 
mRNA düzeyinde ifadelenme değişiklikleri. 

 

4.6. NF-κβ ve HSP-27’nin Kontrol, Prostat Kanserli (PCa) ve Metastatik Prostat 

Kanserli (Met-PCa) Hastaların Serum Örneklerinde Protein Düzeyinde 

İfadelenme Düzeyleri 

 

Çalışmamızda hasta örnekleri ile gerçekleştirdiğimiz ikinci aşamasında ise yine aynı 

kontrol ve hasta serum örneklerinden NF-κβ ve HSP-27 ifadelenmesi protein 
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düzeyinde insana özgü ELISA kitleri ile araştırılmıştır. Sonuçlarımıza göre, PCa 

grubunda kontrol örneklerine göre yaklaşık 1,5 katlık artmış NF-κβ aktivitesi 

bulunmasına rağmen, bu artış istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0,05). 

 

NF-κβ düzeyinde Met-PCa hastalarında, kontrol grubuna göre yaklaşık 2,5 katlık 

anlamlı bir artış gözlenmiştir (p<0,05). Met-PCa hastalarında, Pca hasta gruplarına 

göre NF-κβ  düzeyinde 1,7 kat gibi önemli miktarda bir artış görülmüştür. (Şekil 4.14) 

 

 
 
Şekil 4.14:  Kontrol, prostat kanseri (PCa) ve metastatik prostat kanserli (Met-PCa) 
hasta serum örneklerinde NF- κβ ifadelenme düzeyleri. 
 

Hsp-27 serum düzeyi de yine en fazla metastatik PCa hastalarında gözlenmiş olup 

istatistiksel olarak da anlamlıdır (p<0,05). Met-Pca hasta grubunda kontrol grubuna 

göre yaklaşık 4,6 kat artış gözlenmiştir. Kontrol grubundaki Hsp-27 serum düzeyinin 

NF-κβ düzeyine göre düşük olması da önemli bir sonuç olarak görülmüştür.  

 

PCa hasta grubunda, kontrol gruba göre yaklaşık 1,7 kat fazla Hsp-27 ifadelenmesi 

gözlenmesine rağmen istatistiksel olarak farklılık görülmemiştir (p>0,05). PCa ve 
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Met-PCa hasta serum HSP-27 düzeylerinde ise, yine metastatik grupta oldukça 

artmış aktivite görülmesine karşın, istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (Şekil 

4.15). 

 

 
 
Şekil 4.15.  Kontrol, prostat kanseri (PCa) ve metastatik prostat kanserli (Met-PCa) 

hasta serum örneklerinde Hsp-27 ifadelenme düzeyleri. 
 

Hsp-27 serum düzeyi, NF-κβ ile karşılaştırıldığında metastatik hastalarda prostat 

kanserli hastalara göre daha yüksek farklılık göstermiştir. Ayrıca, kontrol grubuna 

göre prostat kanseri örneklerinde ekspresyon artışı yine NF-κβ serum düzeyinden 

daha farklı görünmektedir. Bununla birlikte, kontrol grubunda bulunan Hsp-27 serum 

düzeyi, NF-κβ serum düzeyinden yaklaşık iki kat daha az miktarda bulunmuştur. Bu 

bulgu, Hsp-27’nin ileri evre prostat kanserli vakalarda önemli bir serum biyobelirteci 

olma potansiyelini de artırır niteliktedir.  

 

NF-κβ ve Hsp-27’nin serum seviyeleri, AR ve AR varyantlarında görüldüğü gibi 

hastalığın evresi ile ilişkili artan bir ifadelenme göstermiştir. Ayrıca, NF-κβ ve HSP-

27 protein düzeylerinin ve varyant AR’lerinin metastatik prostat kanserli hastalarda    
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yüksek düzeyde ifadelenme göstermesi, bu proteinler ile androjen reseptörünün 

genel olarak düzenlenmesi ve aktivitesi arasındaki etkileşimi ortaya koyması 

açısından da önemli bulgular olarak karşımıza çıkmıştır.  
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5. TARTIŞMA 

 

Prostat kanseri, batı ülkelerinde erkeklerde en sık görülen malignitedir ve kanser 

ilişkili ölümlerin ikinci önde gelen nedenidir. Tarama ve tanıdaki ilerlemeler, teşhis 

edilen vakaların yaklaşık %85'inde hastalığın erken evrelerinde, terapötik 

seçeneklerin küratif olduğu ve cerrahi, radyasyon ve bazı durumlarda sadece aktif 

sürveyansı içerdiği aşamalarda tespit edilmesini sağlamıştır. Bununla birlikte, geç 

evrede yayılmış hastalık için mevcut tedaviler sadece palyatiftir [62]. 

 

Androjen reseptörü, prostat kanserinin başlamasını ve ilerlemesini destekleyen 

başlıca faktörlerden biri olarak bilinmektedir. AR fonksiyonunun inaktivasyonu, yeni 

bir kemoterapi yaklaşımı olmasına rağmen, prostat kanseri hastaları için ortaya 

çıkan yararlar geçici gibi görünmekte ve artan sıklıkla kemorezistans oluşmaktadır 

[62,63].  

 

AR’nün üzerinde N-terminal kısmı, DNA’ya bağlanan kısım ve hormona bağlanan 

kısım olmak üzere 3 bölümü vardır. Androjene bağımlı gen ekspresyonu ve hücre 

gelişimi tam uzunluktaki AR tarafından, androjenden bağımsız transkripsiyonel 

aktivite ve hücre gelişimi ise karboksi ucu kesilmiş, liganda bağlanan domain 

içermeyen AR varyantları (AR-V7, 567es) tarafından sürdürülmektedir [64]. Tam 

uzunluktaki androjen reseptöründen splicing mekanizması ile oluşan androjen 

reseptörü varyant-7 (AR-V7) ileri evre prostat kanserinde abiraterone, enzalutamid 

gibi anti-androjen ilaçlara direnç ve kötü prognoz nedeni olarak belirtilmeye 

başlanmıştır [65,66]. 

 

PCa'de anormal AR varyantlarının artan ekspresyonuna aracılık eden 

mekanizmalar halen büyük ölçüde bilinmemektedir. Hatalı kesimlenmenin olası bir 

nedeni, KDPK'nde AR lokusunun genomik yeniden düzenlenmesi ve / veya 

intragenik delesyonların varlığıdır. Alternatif olarak, PCa hücrelerinde belirli 

kesimleme faktörlerinin anormal ekspresyonu, AR genindeki kriptik ekzonların 

dengesiz kesimlenmesi ve anormal olarak tanınmasına katkıda bulunabilir. AR 

varyantlarının üretiminin moleküler mekanizmalarını anlamak, androjen 

deprivasyonunun etkinliğini arttırmak ve muhtemelen KDPK ilerlemesini tedavi 
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etmek ve hastanın sağkalımını uzatmak için bu mekanizmaya dayalı inhibitörlerin 

tasarımı açısından önem taşımaktadır [67]. 

 

Bu çalışmada, HSP-27 ve NF-κβ sinyal yollarının prostat kanseri hücre hatları 

üzerindeki inhibisyonu ile prostat kanseri ilerlemesinde rol aldığı bilinen anormal 

artmış AR / AR varyantı ekspresyonunu sağlayan moleküler mekanizmaları 

araştırılmıştır. Ayrıca AR-V7'nin siRNA aracılı susturulmasının bu yolaklar 

üzerindeki etkileri incelenmiştir. NF-κβ sinyal yolağı, kanserdeki kronik enflamatuar 

yanıtta önemli bir rol oynar. Prostat kanseri de dahil olmak üzere çeşitli kanserlerde 

NF-κβ 'nin anormal aktivasyonu, çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir. Prostat kanseri 

ilerlemesi sürecinde, NF-κβ hücresel sağkalımı, tümör invazyonunu ve metastazı 

artırmaktadır. NF-κβ aktivasyonu, AR sinyalizasyonu ile birlikte kastrasyona dirençli 

prostat kanseri gelişiminin ilerlemesinde büyük rol oynar Bu nedenle NF-κβ 

sinyalizasyonu, prostat kanseri tedavisinde kompleks onkogenetik rolü nedeniyle 

önemli bir terapötik hedef olarak görülmektedir [68,69]. Abirateron veya enzalutamid 

gibi anti-androjenlere dirençte artık önemli bir faktör olarak kabul edilen AR-V7'yi 

göz önünde bulundurarak, ileri evre prostat kanserinde NF- κβ inhibisyonunun 

terapötik potansiyeli hakkında daha fazla bilgi edinmek için, prostat kanserinde AR-

V7 ve NF-κβ arasındaki etkileşimi araştırmak bu nedenle önemlidir. 

 

Zhang ve arkadaşlarının yaptıkları bir çalışmada, hücre ve hayvan modellerini 

kullanarak AR'nün NF-κβ ile regülasyonunun moleküler mekanizmalarını 

araştırmışlardır. Bu araştırmacılar, NF-κβ 'nin, insan prostat kanseri hücrelerinin AR 

ekspresyonunu, aktivitesini ve proliferasyonunu doğrudan düzenleyebildiğini 

göstermişlerdir. Sonuçları, NF-κβ ve AR sinyalizasyonunun prostat kanserindeki 

önemli bağlantılarını göstermiştir. Ayrıca, NF-κβ inhibitörleri uygulanmasının AR 

ekspresyonunu ve prostat kanseri hücrelerinin proliferasyonunu azalttığı 

gösterilmiştir. Bu çalışmada ayrıca, NF-κβ alt birimlerinin, insan AR promotörü 

içindeki konsensüs NF-κβ bağlanma bölgelerine spesifik olarak bağlandığını 

belirtmişlerdir. Sonuçları, NF-κβ sinyal yolağının prostat kanserinde AR 

ekspresyonunu düzenleyebileceğini ve NF-κβ inhibitörlerinin terapötik potansiyele 

sahip olabileceğini göstermiştir [70].  
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NF-κβ yolağının aktivasyonu, hem inflamasyon hem de liganddan bağımsız prostat 

kanseri progresyonu ile bağlantılıdır. Austin ve arkadaşlarının yaptıkları bir 

çalışmada, kanonik NF-κβ sinyalizasyonunun, ileri evre BPH vakalarında yüksek 

düzeyde olduğu gösterilmiştir. Doku örneklerinde gerçekleştirdikleri bu çalışmada, 

ileri BPH örneklerinde AR-V7 ifadesi yüksek bulunurken, diğer AR varyantlarında 

ifadelenme bulunmamıştır. Ayrıca artmış NF-κβ sinyalizasyonu, hastalığın 

progresyonu ile bağlantılı olarak androjen reseptörü varyantı ekspresyonu ile de 

ilişkili olarak bulunmuştur [71]. 

 

Isı şoku proteinleri (HSP), karmaşık bir etkileşim halinde çalışan, tüm hücrelerde ve 

tüm hücre bölmelerinde bulunan şaperon proteinlerinin bir üst ailesini oluşturur. Bu 

moleküller, prostat kanseri hücrelerinin ortaya çıkmasına eşlik eden tümörogenezin 

şaperonları olarak işlev görür, hastalık agresifliği ve anti-kanser tedavilerine direnç 

ile birlikte faydalı moleküler belirteçler olarak bilinmektedirler. Ayrıca, hormon 

tedavisi, radyoterapi, kemoterapi gibi tedaviler için hedef olarak kullanılabilirler. Bu 

moleküllerden HSP-27'nin anormal ekspresyonu, prostat kanseri de dahil olmak 

üzere çeşitli klinik araştırmalarda metastatik progresyon ile ilişkilendirilmiştir. Ek 

olarak, HSP-27'nin prostat kanseri için kötü klinik sonuçların bağımsız bir prediktörü 

olduğu gösterilmiştir [72].  

 

Zoubeidi ve arkadaşları, HSP-27'nin AR'nin hücresel sinyalizasyonu, aktivasyonu, 

stabilizasyonu ve transkripsiyonel regülasyonu için önemli bir regülatör olduğunu 

yaptıkları çalışmada belirtmişlerdir. Çalışmada, HSP-27 inhibitörü OGX-427 adı 

verilen ve klinik denemeleri hala devam eden bir antisense oligonükleotidi hücre 

hatlarında ve hayvan modelinde kullanmışlardır. Sonuçlarına göre, AR ve HSP-

27’nin varlığı, prostat kanseri hücrelerini apoptotik stresden koruduğunu 

göstermişlerdir. Ayrıca, HSP-27 ekspresyonunun baskılanması sonucu, proteazom 

aracılı yolakta AR yıkımını indüklediğini göstermişlerdir. [73].  

 

Stope ve arkadaşları, HSP-27'nin önemli bir terapötik hedef olmasını sağlayan 

hormona bağımlı evreden kastrasyona dirençli hücrelere ilerlemedeki rolü 

nedeniyle, AR sinyalizasyon ağının önemli bir bileşeni olduğunu belirtmişlerdir. 

Çalışmalarında, AR-pozitif LNCaP hücrelerinin HSP27'ye özgü siRNA ile 

baskılanması sonucu, AR seviyesinin hem mRNA hem de protein düzeyinde 
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azaldığını göstermişlerdir. İlginç bir şekilde, fonksiyonel bir AR proteini üretemeyen 

PC-3 hücrelerinde, HSP27'nin aşırı ekspresyonu, bu hücrelerin AR mRNA 

üretiminde önemli bir artışa yol açmıştır. [74].  

 

HSP-27 aktivasyonu ayrıca büyük ölçüde fosforilasyon yolu ile düzenlenir. Yapılan 

çalışmalarda anormal HSP-27 fosforilasyon durumunun kanser gelişimi ile ilişkili 

olduğu gösterilmiştir. HSP-27'nin transkripsiyonel aktivitesini düzenleyen, 

dolayısıyla hücre döngüsü düzenlemesinde bir etkiye sahip olan p53 ile etkileşime 

girdiği bilinmektedir. Fosforile formdaki HSP-27, hücreleri ısı şokuna, apoptoz 

efektörlerine, oksidatif strese ve iskemiye karşı koruyarak apoptozu önlemektedir. 

HSP-27 ayrıca Bax proapoptotik proteinini etkisiz hale getirerek Smac ve sitokrom 

C salınımını bloke edebilir. Bu noktada, farklı yolaklarda etkili olan apoptotik 

efektörler tarafından apoptoz düzenlenmesi gerçekleştirilen hücrelerde, HSP-27'nin 

lokalizasyon kaybı, değişmiş oligomerik boyutları ve negatif olan fosforilasyon 

durumlarına sahip olması önemlidir. [75]. 

 

Çalışmamızda prostat kanseri hücre hatlarına NF-κβ ve HSP-27 inhibitörleri 

uygulanması sonucunda hücre canlılığı, her üç hücre hattında da 24 saatlik kombine 

dozda önemli ölçüde azalma göstermiştir. Bununla birlikte, PC-3 hücre hattı, ilaçlara 

karşı LNCaP ve 22Rv1 hücre hatlarına göre daha yüksek duyarlılık göstermiştir. Bu 

duyarlılığın kaynağı büyük ölçüde HSP-27 inhibitörü KRIBB-3'ten kaynaklanmıştır. 

Ayrıca KRIBB-3, BAY11-7082’nin anti-proliferatif etkisini büyük ölçüde artırmıştır. 

Çalışmada kullanılan PC-3 hücre hattı androjenden bağımsız iken, LNCaP ve 

22Rv1 hücre hatları androjen-bağımlıdır. Bu durum hücrelerin inhibitöre 

tepkilerindeki farklılıklarını da büyük ölçüde açıklamaktadır.  

 

Voll ve arkadaşlarının androjenden bağımsız hücre hatları ile yaptıkları bir 

çalışmada, HSP-27 inhibisyonunun, hücre gelişimini ve tümör oluşumunu azalttığını 

ve HSP-27'nin androjen bağımsız evreye ilerlemede önemli bir rolü olduğunu 

göstermişlerdir. Ayrıca, tümör büyümesinin yanı sıra metastazını da artırdığını 

göstermişlerdir. [76]. HSP-27 inhibisyonunun bu nedenle PC-3 hücrelerinde, diğer 

hücre hatlarına kıyasla daha yüksek bir inhibitör etki göstermiş olabileceği 

düşünülmektedir.  
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22Rv1 hücreleri inhibitörlere diğer hücre hatlarına nazaran daha dirençli olarak 

gözlemlenmiştir. Bu sonuç AR-V7 ifadelenmesinin etkisini açıklaması açısından  

oldukça önemlidir. 22Rv1 hücreleri, AR-V7 ekspresyonunu protein seviyesinde 

yüksek olarak gösterdiğinden, ilaçlara direncin nedenini bu durum büyük ölçüde 

açıklamaktadır.  

 

Sonuçlarımıza göre, p65 ekspresyonunda ve IKK α / β fosforilasyonundaki azalma, 

her üç hücre hattında da kombine dozda gözlenmiştir. Burada, BAY11-7082 ve 

KRIBB-3 bu etkiyi sinerjistik olarak göstermiştir. Kombine uygulamada, IKK α / β 

fosforilasyonundaki azalma, IKK ekspresyonundaki azaltmayı engellediğinden 

dolayı NF-κβ yolağını inhibe etmiştir. Bununla birlikte, PC-3 hücrelerinde bu azalma, 

LNCaP ve 22Rv1 hücre hatlarına nispeten daha az gözlenmiştir. Bu etkinin, 

muhtemelen PC-3 hücre hattının metastatik doğasından kaynaklandığı 

düşünülmektedir. Önemli bir sonuç olarak, HSP-27 fosforilasyonunun, her üç hücre 

hattında da kombine dozda oldukça azaldığı gözlenmiştir. Bu durum, HSP-27 

inhibisyonunun, NF-κβ yolağının inhibisyonu ile yüksek düzeyde bağlantılı olduğunu 

göstermesi açısından önemlidir. 

 

22Rv1 hücre hattında AR ve AR-V7 ekspresyonunda önemli bir azalma, 48 saatlik 

kombine dozlarda gözlenmiştir. Ek olarak, 22Rv1 hücrelerinde AR 

ekspresyonundaki bu azalma aynı zamanda bu ilaçların AR ve varyant AR 

formasyonu üzerinde olumsuz bir etkiye sahip olması açısından önemli bir sonuç 

olarak karşımıza çıkmıştır. Bu açıdan sonuçlarımız, daha önceki çalışmalarda 

belirtilen AR'nin varyant AR ile birlikte çalıştığı gözlemleriyle tutarlılık göstermiştir 

[77]. Bu ileri doğrulama sonucunda, AR ifadesi 22Rv1 hücrelerinde AR-V7 siRNA 

baskılamasından sonra azalma göstermiştir.  

 

22Rv1 hücrelerine siRNA ile birlikte düşük doz ve sürede ilaç kombinasyonunun 

uygulanmasından sonra, AR ve AR-V7 ekspresyonu belirgin şekilde azalış 

göstermiştir. Ayrıca bununla bağlantılı olarak, AR /AR-V7 ekseninin inhibisyonu, p65 

ekspresyonunda bir azalmayla sonuçlanmıştır. p65 ekspresyon seviyesinde 

meydana gelen bu azalma, NF-κβ transkripsiyon faktörlerinin birlikte nükleusa 

transportunu engelleyerek yolağın inhibisyonunun yanında, AR promotor 

bağlantısını da engelleyeceği için önemli bir sonuçtur.  
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siRNA baskılamanın ilaçlarla kombinasyonu sonucu Noxa ekspresyonunda artış ve 

Bcl-2 ekspresyonunda azalış olarak görülen apoptotik yanıt, AR-V7 inhibisyonuna 

ek olarak önemli bir sonuçtur. Nunes ve diğerlerinin prostat kanseri hücre hatları ile 

yaptıkları bir çalışmada, NF-κβ inhibisyonunun, AR-V7'nin proteazom aracılı 

degradasyonunu uyarırken apoptoz aktivasyonunu da indüklediği gösterilmiştir. 

Bunun yanında, AR ekspresyonunda da önemli azalma bulmuşlardır [78].  

 

Sonuçlarımızda, bahsedilen çalışmalardan farklı olarak AR-V7 siRNA baskılama ve 

NF-κβ inhibisyonunu ile HSP-27 inhibisyonunun kombinasyonu, AR yolağını daha 

yüksek düzeyde inhibe ederken apoptotik aktivasyon da gözlenmiştir. Buna ek 

olarak, bir AR varyantı şaperonu olarak HSP-27, doğrudan AR NTD bölgesine 

bağlanır ve bu durum, Hsp-27’nin prostat kanseri tedavi direnci ve hücre sağkalımı 

arasında önemli bir bağlantısı olduğunu göstermektedir [79].  

 

Li ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada, AR membran taşınmasının mikrotubüler 

bağımlı olduğunu ve HSP-27'nin, bu transportu kolaylaştırarak AR'nün nükleusa 

translokasyonunda önemli bir rol oynadığını göstermiştir. Bu çalışmada, HSP-27’nin 

aktivasyonu sonucu, membran ilişkili AR’nün, nükleer AR transkripsiyonel 

aktivitesini artırdığını göstermişlerdir. Ayrıca, AR membran translokasyonunun 

bozulmasının, prostat kanserinde terapötik olarak AR sinyalini hedeflemeye yönelik 

potansiyel bir strateji olabileceğini belirtmişlerdir. [80]. KRIBB-3 ile yapılan daha 

önceki çalışmalar, HSP-27 fosforilasyonunun bir inhibitörü olmasının yanı sıra 

mikrotübül inhibitörü olduğunu da göstermiştir [58,80]. Çalışmamızda, KRIBB-3 

uygulaması sonucu AR ve AR-V7 ekspresyonunu oldukça azalmış olarak 

görmemizin nedeni de muhtemelen AR’nün nukleus içi transportu bozulduğu için 

sitoplazmada kalan AR’nün, proteolitik yolak sonucu degrade edilmiş ve aktivitesini 

yitirmiş olmasıdır.  

 

HSP-27 ve NF-κβ inhibisyonu sonucu AR ve AR-V7 ekspresyonu önemli derecede 

azalırken, tersi şekilde AR-V7 ekspresyonu baskılandığında da bu yolakların inhibe 

olduğu bulunmuştur. Hücre kültürü çalışmalarından elde edilen bu sonuçlar, 

androjen reseptörünün ve varyantlarının HSP-27 ve NF-κβ sinyal yolağı ile 

bağlantısını gösteren önemli veriler ortaya koyduğundan, in-vitro aşamadan sonra 

çalışmaya in-vivo olarak devam edilmiştir.  
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İleri evre prostat kanserinde metastatik dokuya erişimin zor olması ve elde edilen 

kanserli hücrelerdeki genetik heterojenite direnç mekanizmalarının altında yatan 

nedenin belirlenememesindeki en önemli zorluklardandır. Literatürde AR 

mutasyonları,  AR gen amplifikasyonu ve varyant AR aşırı ekspresyonu ve AR'nün 

diğer sinyal transdüksiyon yollarıyla aşırı aktivasyonunu gösteren çalışmalar 

mevcuttur [62,63].  

 

Androjen deprivasyon tedavisi sırasında ileri evre tumor örneklerinde AR/varyant 

AR ekspresyonunda belirgin bir artışa işaret eden AR proteinin daha yüksek 

seviyeleri, tedavi direncinde de kritik bir noktadır. Doku örneği eldesi invaziv bir 

aşama olduğundan ve örneklerdeki heterojeniteden dolayı hastalardan periferal  

kan eldesi uygun bir yöntemdir. Bu amaçla, Gazi Üniversitesi Üroloji Anabilim Dalına 

başvurmuş hastalardan onay alınarak sağlıklı kontrol ve prostat kanserli 

hastalardan kan örnekleri temin edilmiştir. Takip eden deneysel yöntemler; kandan 

serum eldesi, RNA izolasyonu, Real-Time PCR yöntemi ve ELISA yöntemi olarak 

gerçekleştirilmiştir.    

 

Kwan ve arkadaşlarının yaptıkları yeni bir çalışmada metastatik kastrasyona dirençli 

prostat kanserinde tam kandan androjen reseptör tabanlı gen imzasının prognostik 

yararlılığının olduğunu, güncel sistemik tedavilere başlayan mKDPK hastalarında 

göstermişlerdir. Bu çalışmada, AR-V7 ekspresyonu ile diğer AR tarafından regüle 

edilen GRHL2, HOXB13, ve FOXA1  genlerinin ekspresyonlarının korele olduğunu 

göstermişlerdir. Ayrıca AR ilişkili önemli genlerin ekspresyonunun, ileri evre prostat 

kanserli erkeklerin, güncel ilaç tedavilerine başladıktan sonra ne kadar süre hayatta 

kalacağını belirlemeye yardımcı olduğunu belirtmişlerdir [82].   

 

Seitz ve arkadaşları, KDPK hastaların periferik tam kanında AR-V7 ekspresyonu ile 

anti-androjen terapi yanıtı ile ilişkisini araştırdıkları çalışmalarında, yüksek AR-V7 

ekspresyonunun düşük sağkalımla ilişkili olduğunu ve ilaç direncine neden 

olduğunu belirtmişlerdir. AR-V7 mRNA seviyelerinin tam kanda test edilmesinin, 

anti-androjen alan mKDPK hastalarında tedavi sonucunu tahmin etmek için basit ve 

ümit verici bir yaklaşım olduğunu belirtmişlerdir [83]. 
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Todenhöfer ve arkadaşlarının yine AR-V7 ekspresyonu ile anti-androjen terapi 

yanıtı ile ilişkisini araştırdıkları bir başka çalışmada AR varyantı varlığının yüksek 

prediktif bir değeri olduğu, ekspresyon seviyesi ile hastalık evresinde pozitif bir 

korelasyon olduğunu ve yüksek varyant ekspresyonu ile ilaç direnci ve düşük 

sağkalım arasında da kuvvetli bir ilişki olduğunu belirtmişlerdir. Bu çalışmada, 

abirateron  sonuçlarını AR-V7'nin tam kan ekspresyonu ve diğer prostat kanseri ile 

ilişkili transkriptler ile ilişkilendirmek için dolaşımsal tümör hücresi (CTC) 

zenginleştirmesi gerektirmeyen hassas, tam kandan ters transkriptaz-polimeraz 

zincir reaksiyonu yaklaşımını kullanmışlardır. [84].  

 

Liu ve arkadaşlarının prostat kanserli hastalarda AR-V7 ve AR-V567es 

varyantlarının tam kanda ekspresyon durumlarını araştırdıkları çalışmalarında tam 

kan yaklaşımının AR varyantlarını saptamaya uygun olduğunu belirtmişlerdir. Ayrıca 

bizim çalışmamızda da olduğu gibi ekspresyon düzeyini real-time PCR yöntemi ile 

araştırmışlardır. Sonuçlarında, AR varyant pozitifliğinin güçlü bir ikinci hat hormonal 

tedavi geçmişi ile ilişkisi olduğunu ve ileri evre hastalıkta bu pozitifliğin arttığını 

belirtmişlerdir. Bu çalışmanın daha da önemli bir başka yönü ise AR-V567es ve AR-

V7 varyantlarını metastatik hastaların önemli bir bölümünde tespit eden, tam kan 

kullanılarak yapılan ilk çalışma olmasıdır. Ayrıca, bu araştırmacılar, CTC seçim 

sürecini ortadan kaldırarak, uygulama süresini kısalttıklarını ve testin hassasiyetinin 

daha da arttığını ve böylece daha fazla hastanın bu testlerden faydalanmasını 

sağlayacağını belirtmişlerdir. Nitekim, bu çalışmada AR-V7 ifadesi yüksek hasta 

yüzdesi, CTC tabanlı testten daha yüksek bulunmuştur. [85]. 

 

Bununla birlikte To ve arkadaşlarının tam kandaki AR varyantı 7 veya 9'un 

ekspresyonunu araştırdıkları çalışmalarında, metastatik KDPK’de androjen yolağını 

hedefleyen ajanlara yanıtı tahmin edemediğini ileri sürmüşlerdir. Ayrıca 

progresyonsuz sağkalım oranının varyant pozitif ve varyant negatif hastalar 

arasında anlamlı bir farklılık olmadığını da belirtmişlerdir. Bu sonucu, ARMOR3-SV 

adı verilen klinik araştırmadaki bulgulara dayandırarak, verilerinin bazal AR varyant 

ekspresyonunun abirateron veya enzalutamid alan mKDPK hastalarındaki sonuçları 

öngörmediğini göstermişlerdir. ARMOR3-SV, 2016’da tamamlanmış AR-V7 mRNA 

düzeyinde ifade eden metastatik hastalarda enzalutamid ile galeteron etkinliğini 

karşılaştıran çok merkezli bir klinik denemedir. [86].  
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Takeuchi ve arkadaşlarının yaptıkları bir çalışmada da tam kanda AR-V7 mRNA'nın 

saptanmasının, yeni endokrin ilaçların kastrasyona dirençli prostat kanseri için 

etkinliğini öngöremeyeceğini belirtmişlerdir. Ayrıca AR-V7 ekspresyonu yüksekliği 

ile klinik parametreler arasında da anlamlı bir ilişki olmadığını da belirtmişlerdir [87].  

 

Çalışmamıza 25 adet kontrol, 25 adet PCa ve 40 adet metastatik PCa tanısı almış 

hasta dahil edilmiştir. Sonuçlarımıza göre, AR ekspresyonu PCa ve metastatik PCa 

grubunda artış göstermiştir. Metastatik grupta ise PCa grubuna göre daha yüksek 

AR ekspresyonu görülmesi, ileri evre prostat kanserinde görülen yüksek AR 

aktivitesi ile uyumludur. Ayrıca, AR-V7 ve AR-V567es ifadelenmesinin metastatik 

PCa grubunda anlamlı olarak yüksek ifadelenme göstermesi bahsedilen 

çalışmalarla uyumlu olarak hastalık evresi ile ekspresyon düzeyinin ilişkili olduğunu 

göstermiştir. 

 

Literatürde mevcut bu çalışmalarda,  varyant ekspresyonunun bir mekanizma ile 

bağlantısı gösterilmemiştir. Sadece varyant ekspresyonu varlığı veya yokluğu 

araştırılarak ilaca direncin öngörülmesi yeterli değildir. Ayrıca mevcut çalışmalarda 

da bu konuda araştırmacıların hemfikir olmadığı görülmektedir. Bununla birlikte, 

çalışmaların sonuçları hasta seçimi, çalışmada kullanılan yöntem, yorumlanma 

farklılıkları gibi pek çok etmenden dolayı değişkenlik gösterebilmektedir.  

 

Bilindiği gibi, androjen reseptörü etkinliği pek çok sinyalizasyon mekanizması ile 

birlikte düzenlenir. Bu mekanizmalar, prostat kanseri progresyonunda da rol 

oynayan onkojenik yolaklardır. Genel bilgiler kısmında da bahsedildiği gibi, prostat 

kanseri progresyonunda ve AR’nün düzenlenmesinde bu yolakların önemi oldukça 

fazladır. HSP-27 ve NF-κβ sinyal yolağı ile AR/varyant AR ekspresyonunun 

ilişkisinin hasta kan örneklerinde incelendiği bir çalışma bulunmamaktadır. Bu 

açıdan çalışmamız özgün bir değer taşımaktadır.  

 

Varyant ifadelenmesinin yüksek görüldüğü metastatik grupta, HSP-27 ve NF-κβ 

aktivitesi de protein düzeyinde yüksek ifadelenme göstermiştir. Bu durum, HSP-27 

ve NF-κβ sinyal yolaklarının terapötik hedef potansiyelini artırır niteliktedir. Bu 

sonuçlara göre, HSP-27 ve NF-κβ sinyalizasyonu, ileri evre prostat kanserinde 

varyant ekspresyonunu düzenleyen önemli faktörler olarak görülmektedir.   
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Kanserojenez sürecini anlamak için kanser hücrelerinde aktif yaşamsal sinyalleri 

hedefleyerek proliferasyonu azaltmak önemli bir stratejidir. Prostat kanserinin 

tümorogenez, metastatik progresyon ve tedavi direncinde rol oynayan bir çok sinyal 

yolağında defektler mevcuttur. Bu nedenle androjen reseptörü gibi regülasyonu 

bozulmuş yolakları hedeflemeye yönelik uzun yıllardır uygun ajanlar geliştirilmeye 

ve kliniğe uyarlanmaya çalışılmaktadır. Özellikle tek başına anti-androjen 

tedavilerinden verimli yanıt alınamaması ve nüks prostat kanserinin moleküler 

biyolojisini anlamada araştırmacıları yeni yollar aramaya itmiştir. Androjen 

reseptörü, prostat kanserinin başlamasını ve ilerlemesini destekleyen başlıca 

faktörlerlerden biri  olarak büyük önem taşımaktadır. 

 

Bu tez çalışmasında, HSP-27 inihibitörü KRIBB-3 ile NF-κβ yolağı inhibitörü BAY-

117082’nin prostat kanserli hücre hatları PC-3, LNCaP ve 22Rv1 üzerindeki anti-

proliferatif ve anti-apoptotik etkileri incelendi. Ayrıca, AR-V7 eksprese eden 22Rv1 

hücre hattı üzerinde bu inhibitörlerin ve AR-V7 siRNA gen susturmasının 

kombinasyonu ile ilişkili genler olan NF-Kβ-p65, p-IKK α/β, p-HSP-27, AR, AR-V7 

ve AR-V567es genleri üzerindeki etkileri protein düzeyinde incelenmiştir. 

Çalışmanın in-vivo kısmında ise, Üroloji kliniğine başvuran hastalardan temin edilen 

total periferik kan örneklerinden AR, AR-V7 ve AR-V567es genlerinin real-time PCR 

yöntemi ile RNA düzeyinde ekspresyonları incelenerek hastalığın evresine özgü 

ifade profillemesi yapılmıştır. Daha sonra, bu kanlardan elde edilen serum 

örneklerinde NF-κβ yolağı ve HSP-27 aktivitesi insana özgü ELISA kitleri ile protein 

düzeyinde araştırılmıştır.  

 

Prostat kanserli hücre hatlarında Hsp-27 ile NF-KB yolağının inhibitörlerinin 

kombinasyonu sinerjistik olarak hücrelerin proliferasyonunu azaltmakla birlikte, bu 

yolakların aktivitesini de inhibe etmiştir. Bununla birlikte, bu ilaçların kombinasyonu 

sonucu AR ekspresyonunda da anlamlı bir azalma gözlenmiştir. Ayrıca, 22Rv1 

hücrelerinde AR ile birlikte AR-V7 ekspresyonunda da gözlenen azalmış ifadelenme 

düzeyi, AR ve AR-V7’nin birlikte çalıştığını destekleyen bir sonuç olması açısından 

oldukça önemlidir. 22Rv1 hücrelerinde AR-V7'nin siRNA baskılanmasından sonra 
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AR ifadesinde görülen azalma da bu sonucu destekleyen önemli bir bulgudur. AR-

V7 siRNA baskılamanın düşük doz ve süreli olarak inhibitörlerle kombinasyonu da 

apoptotik uyarım olarak protein düzeyinde gözlenmiştir. 

 

AR sinyalizasyonu ve NF-κβ ile HSP-27 protein düzeylerinin metastatik hasta 

grubunda anlamlı derecede yüksek düzeyde olması, bu sinyal yolakları ile androjen 

reseptörünün düzenlenmesi ve aktivitesi arasındaki etkileşimi ortaya koyması 

açısından oldukça önemli sonuçlar olarak karşımıza çıkmıştır. Bu sonuçlara göre, 

ileri evre prostat kanseri vakalarında güncel yaklaşım olan androjen reseptörleri 

blokajının yanı sıra, NFKB sinyal yolağını ve AR regülatörü olduğu daha önceki 

çalışmalarda ortaya konan HSP-27 proteinini hedefleyen terapilerin de önemli 

olacağı düşünülmektedir.    
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