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OZET
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dorduncu en sik gorulen kanser tipidir. Prostat kanserinin progresyonunda androjen
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olan AR yolaginin ve NF-kB, HSP-27 gibi iligkili sinyal yolaklarindaki anahtar
genlerin ekspresyonu prostat kanserli hiicre hatlarinda ve farkli evrelerdeki prostat
kanserli hasta gruplarinda arastiriimigtir. Elde edilen sonuglara gore, ileri evre
prostat kanseri vakalarinda androjen reseptorleri blokajinin yani sira NF-kB sinyal
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proteinini hedefleyen terapilerin de 0Onemli olacagi dustnulmektedir. Prostat
kanserinin baglamasi ve progresyonunda 6nem arz eden AR ve varyant AR
olusumu ile ilgili molekuler mekanizmalarin aydinlatilmasi ile bu iligkili sinyal
yolaklarini hedefleyen inhibitdrlerin klinikte kullanimi yayginlasarak prostat
kanserinin tedavisine yonelik Gnemli asamalar kaydedilebilecektir.
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Xiii
SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar ile birlikte
asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama
M Molar
MM Mikromolar
nM Nanomolar
mM Milimolar
Mg Mikrogram
gr Gram
pl Mikrolitre
ml Mililitre
cm? Santimetrekare
nm Nanometre
°C Santigrat
CO2 Karbondioksit
U Unite
Dk Dakika
Sn Saniye
% Yuzde
Alfa
Beta

Kappa



Kisaltmalar

ADT
APS
AR
AR-V7
BCL-2
BSA
BPH
DBD
DHT
DMSO
dNTP
EDTA
ETS
ELISA
FBS
FDA
HSP
N
IKKa/B
MgCl
MRNA
NF-xp
PBS
PCR
PIN
PMSF
PSA
RNA
RT-PCR
SDS
WST-1

Aciklama

Androjen Deprivasyon Terapisi
Amonyum persulfat

Androjen reseptoru

Androjen Reseptoru Varyant-7
B hicresi lenfoma geni 2
Bovine serum albumin

Benign Prostat Hiperplazisi
DNA-Binding Domain
Dihidrotestesteron
Dimetilsulfoksit
Deoksiribonukleotidtrifosfat
Etilendiamin tetraasetik asit

E-twenty six

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Fetal bovin serum

Amerikan gida ve ilag dairesi
Is1 soku proteini

Kappa-B inhibitéru alfa
Kappa-B inhibitéru kinaz alfa/beta
Magnezyum klorur

Haberci RNA

NUkleer faktor kappa-B

Fosfat tampon solusyonu
Polimeraz zincir reaksiyonu
Prostatik intraepitelyal neoplazi
Fenilmetil sulfonil fluorid
Prostat spesifik antijen
Ribonukleik asit

Ters transkripsiyon PCR
Sodyum dodesil sulfat

Kolorimetrik hlicre proliferasyonu Kkiti
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1. GIRIS

Prostat kanseri (PCa), dunya genelinde erkeklerde kanserle iligkili dlumler arasinda
ikinci sirada yer alan onemli bir saglik problemidir. Tedaviye yonelik onemli bir
yaklasim olan androjen deprivasyon tedavisi (ADT) uygulamasina ragmen, agresif
ve terapiye direncli timorlerin relapsi hastalar arasinda baslica 6lum nedenidir. Bu
ADT'ye direncli PCa formu, hormona refrakter veya kastrasyon direngli prostat
kanseri (KDPK) olarak adlandirilir. Bu evrede, androjen yoklugunda bile surekli
androjen reseptori  (AR) sinyalizasyonu aktiftir. YUksek dizeydeki AR
sinyallemesinin altinda yatan g¢esitli mekanizmalar arasinda AR gen amplifikasyonu,
sitokinler veya kinazlarla liganddan bagimsiz AR aktivasyonu, hem intrakrin hem de
intratimoral androjen Uretimi, AR Kko-aktivatorlerinin asiri ekspresyonu ve en
onemlisi, yapisal olarak aktif AR kesim varyantlarinin ekspresyonu bulunmaktadir.
Bu nedenle androjen reseptorl, prostat kanserinin baslamasini ve ilerlemesini

destekleyen baslica faktorlerden biri olarak bilinmektedir.

AR’nln Uzerinde N-terminal domain (NTD), DNA'ya baglanan domain (DBD) ve
hormona baglanan domain (LBD) olmak Uzere 3 bolumu vardir. Androjene bagimh
gen ekspresyonu ve hucre gelisimi tam uzunluktaki AR (FL-AR) tarafindan,
androjenden bagimsiz transkripsiyonel aktivite ve hucre gelisimi ise karboksi ucu
kesilmis, liganda baglanan domain icermeyen AR varyantlari (AR-V7, 567es gibi)
tarafindan surdurulmektedir. Bu kesilmig AR formlari, C-terminal ligand baglama
bdlgesini icermez, ancak N-terminal bdlgesini korur, bdylece kastre hormon
seviyelerine ragmen AR hedef genlerinin transkripsiyonel aktivasyonunu tesvik
eder. Tam uzunluktaki androjen reseptériinden alternatif kesimlenme (splicing)
mekanizmasi ile olusan androjen reseptoru varyant-7 (AR-V7) ileri evre prostat
kanserinde abiraterone, enzalutamid gibi anti-androjen ilaglara diren¢g ve kotu
prognoz nedeni olarak belirtiimeye baslanmigtir. Ancak molekuler dizeyde iligkili
sinyal yolaklari henltz aydinlatimamistir. Sekiz ekzondan olusan androjen
reseptorinin ekzon 5,6 ve 7 kismi delesyona ugramis bir baska varyanti ise ARV-

567es olarak tanimlanmistir.
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NF-kB (NUkleer Faktor Kappa-B) transkripsiyon faktorleri, hicrelerin immin ve
inflamatuar uyaranlara kargi verdigi yanitin dizenlenmesini ve hicre sagkalimini
kontrol eden dnemli protein gruplarindandir. Ayrica anjiogenezi, proliferasyonu,
migrasyonu uyarici ve apoptozu baskilayici rolt de bilinmektedir. Hlcrelerde NF-k(3
yolaginin asiri aktivasyonunun primer prostat kanseri olusumu ve metastatik
kastrasyona direngli evreye geciste iligkili olabilecegi cesitli ¢aligmalarda rapor
edilmigtir. Ayrica, AR promotoru uzerindeki coklu NF-k3 baglanma bolgeleri araciligi

ile tam uzunluktaki AR ifadelenmesinin artisinda rolu olabilecegi dustunulmektedir.

Hormon terapi, radyoterapi, kemoterapi gibi standart kanser terapilerini igceren
hlcresel streslere yanit olarak ifadesi artan sitoprotektif saperon proteinlerin de
tedaviye karsi direngte buyuk rol oynadigi bilinmektedir. HSP-27 (Isi-sok proteini
27) saperon proteinleri, prostat kanserini de icine alan pek ¢ok kanserde asiri
ifadelenmesi belirlenmistir. HSP’leri, AR gibi pek c¢ok steroid reseptorin
katlanmasinda, aktivasyonunda, hucre i¢i trafiginde ve transkripsiyonel aktivitesinin
dizenlenmesinde rol alir. Asiri ekspresyonu kotl prognoz ve kastrasyona direng
sureci ile de iligkilidir. Bu nedenle, prostat kanserinde regilasyonu bozulmus olan
AR yolaginin ve NF-k3, HSP-27 gibi iligkili sinyal yolaklarinin inaktif hale getirilmesi
ile bu yolaklar ile iligkili anahtar genlerin Uzerinde protein ekspresyonu seviyesinde

onemli etkilerinin bulunmasi beklenebiliir.

Bu amacla bu tez calismasinda, NF-kp ve HSP-27’yi hedefleyen inhibitor ajanlarin
kombinasyonu ve AR-V7 ‘nin siRNA aracili susturulmasi ile agresif prostat
kanserinde yUksek aktivitesi bilinen AR ile iligkili yolaklar Gzerine olan etkileri prostat
kanserli hicre hatlarinda protein dizeyinde incelenmistir. Ayrica ¢alismamizda,
total kandan AR, AR-V7, AR-V567es ekspresyonu real-time PCR yontemi ile RNA
dizeyinde ifadelenmeleri incelenerek hastaligin evresine 6zgu ifade profillemesi
yapiimistir. NF-kp yolagi ve HSP-27 ekspresyonu NF-k3 ve HSP-27 insana 6zgu
ELISA kiti ile protein duzeyinde incelenmigtir. Bu tez ¢alismasi sonucunda, prostat
kanserinde regllasyonu bozulmus olan AR yolaginin, HSP-27 ile NF-kB sinyal

yolagi ile iligkili anahtar genlerin ekspresyonu uzerinde dnemli etkileri gorulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, normal dokulara sizmak ve onlari tahrip etmek i¢in dogal sinirlarinin 6tesine
gecen, anormal hicrelerin gelisimi ile karakterize karmasik bir hastaliktir. Normal
bir hiicrenin malign bir hiicreye transformasyonu, genetik ve epigenetik degisiklikleri
iceren ¢ok asamall bir suregtir [1]. Cok asamal bu slreg, kanserojenez olarak

adlandirilir.

In vivo modeller ile yapilan karsinojenez calismalarindan elde edilen kanitlar;
baslangi¢ (inisiasyon), artis (promosyon) ve ilerleme (progresyon) olarak
tanimlamis Ug farkh karsinojenez asamasinin, neoplastik hicrelerin gelisiminden
cok daha énce ortaya ciktigini géstermistir [2]. inisiasyon, onkojenik yolaklarin
aktivasyonu ve apoptotik yolaklar ile DNA onarim mekanizmalarinin
inaktivasyonuna neden olabilen, bir hiicrede geri dontisumsuiz genetik degisikliklerin
uyariimasidir. inisiasyon agsamasi, reaktif oksijen trlerinin neden oldugu DNA
zincirindeki kopmalar-eklentiler ve diger lezyonlari iceren DNA hasarlarini
indUkleyebilen endojen veya eksojen kanserojen maddeler tarafindan tetiklenebilir.
Genel olarak, reaktif bir kimyasal madde niukleotidlerin yapisini degistirerek DNA'da
etkin onarimi ortadan kaldirir ve, DNA replikasyonu sirasinda mutasyonlar meydana
getirir. Artan DNA hasarina neden olabilen veya katkida bulunabilen kanserojenler
arasinda ultraviyole 1sinimi, Hepatit B gibi virUsler, safra tuzlari ve sigara dumaninda
bulunan kimyasallar sayilabilir [3]. Promosyon asamasi, bir preneoplastik timor
populasyonu Uretmek igin baslatilan hicrenin klonal genigslemesidir. Mutasyona
sahip hucrelerin gogalmasi, genellikle mutajenik olmayan mitojen ajanlar ile uyarilir.
Ornegin androjenler, timérogenezi artirici 6zelliklere sahip oldugu gosterilen
ajanlardandir [4]. Progresyon asamasi ise, preneoplastik hicrelerin bir kisminin
daha fazla genetik ve epigenetik degisikliklere ugradigi, cogalma, yayllma ve

metastazda artis gosteren malign hucrelere donustugu geri donusimsuz bir suregtir

[5]

Kanser biyolojisini anlamak i¢in yapilan ¢aligmalar sonucunda, kanser hicrelerine

karakteristik dnemli 6zellikleri kesfedilmistir. Kanser hicreleri, normal hicrelerde



dogal bir sure¢ olan apoptotik yollara direnclidirler. Ayrica, anjiogenez denilen sureg
ile, yeni kan damarlari olusturulmasiyla beslenmeyi surdururler. Proliferatif sinyaller
hep aktiftir ve sinirsiz olarak buyumeyi ve bolinmeyi suardurarler. Tumor
baskilayicilarin mutasyonlar ile inaktivasyonu sonucu, onkogen aktivasyonu ile
buyume baskilayicilardan etkilenmezler. Metastaz ve invazyon kapasiteleri oldukga
yuksek oldugundan, dolagim yolu ile yeni odaklarda yayilma imkani bulurlar. Ayrica,
normal hucrelerde gorulen belirli miktarda ¢ogalma sonucu gozlenen kontak
inhibisyona duyarsizdirlar. Kanser hucreleri, yuksek telomeraz aktivasyonu sonucu
sinirsiz boélinme kapasitesine sahiptir. Oldukga hizli bolinme yeteneklerinden
dolayr yuksek miktarda enerjiye ihtiyag duyan kanser hucreleri, enerji
metabolizmalarini degigtirerek Warburg etkisi olarak bilinen mekanizma ile glikozu

kullanarak devamli enerji Uretirler [2].

cogalma blayume

sinyalinin baskilayicilarindan
strdirGimesi kagma

hicresel
SlimsGzIGgin
etkinlegtirilmesi

kanserlesmeyi
destekleyen
inflamasyon

yeni damar invaryon ve
olugumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 2.1. Kanser hucrelerinin temel nitelikleri [2]

Diinya Saglk Orgiti (WHO)'niin raporuna gore kanser, diinyadaki ikinci énde gelen
olim nedenidir ve 2018'de tahmin edilen 9,6 milyon olum kanser kaynaklidir.
Yaklasik olarak, 6 olumden 1 tanesi kanser nedenlidir. [6]. Yine WHO'nun 2014
verilerine gore, Turkiye'de erkeklerde kansere bagl olumlerin sayisi 58 bin 400,

kadinlarda ise 32 bin 500 olarak rapor edilmistir [7]. Bu nedenle, kanser riskinin



azaltilmasi, dnlenmesi, erken teshis ve etkili tedavisine yonelik ¢abalar konusunda

arastirmalar onem arz etmektedir.

2.2. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, dliinya ¢apinda akciger, meme ve barsak kanserlerinin ardindan en
sik teshis edilen kanser tipidir. Amerikan verilerine gore, cilt kanserinden sonra,
prostat kanseri Amerikali erkeklerde en sik gorulen kanserdir. Amerikan Kanser
Dernegi'nin tahminlerine gore, 2018’de ABD’de yaklasik 164.690 yeni prostat

kanseri vakasi ve prostat kanserinden yaklasik 29.430 olum olacagi seklindedir [8]

Ulkemizde Kanser Dairesi Baskanliginin 2014 yili verilerine gére prostat kanseri
erkeklerde akciger kanserinden sonra ikinci sirada gorulmektedir ve insidansi
100.000'de 32.9'dur [9].

2.3. Prostat Kanseri Risk Faktorleri

Dinyada prostat kanseri insidansi ve mortalite oranlarinda énemli farkhliklar vardir.
insidans oranlarindaki bu farkhlik, genetik, cevresel ve sosyal faktorlerin
kombinasyonuna baglanabilir. Yas, irk ve aile dyktsu en 6nemli risk faktorleri iken,

diyet ve yasam tarzi da potansiyel risk faktorleri olarak taninmaktadir [10].

Prostat kanseri, 40 yasin altindaki erkeklerde oldukga nadir gorulen ve daha sonra
yasamin her on yilinda gorulme sikligiyla hizla arttigi igin yasli erkeklerin hastaligi
olarak kabul edilir. Prostat kanserinin premalign evresinden invaziv formuna
ilerlemek on yillar alabildigi bilinmekle birlikte, gelismis Ulkeler prostat kanseri
tarama programlari ile hastaligin ¢ok daha erken bir agsamada tespit edilebilecegi

icin tani yaginin dismesi de muhtemeldir [10].

Irk, prostat kanseri gelisiminde ikinci dnemli risk faktéraduar. Siyahi irktakilerin diger
etnik gruplarla karsilastirildiginda prostat kanseri goértlme sikhgr daha yuksektir.
Ayrica, prostat kanseri siyahi erkeklerde beyaz irktaki akranlarina gére daha geng
yasta teshis edilmektedir. Irksal farkhhklarin arastinldigi c¢alismalar, siyah

erkeklerde beyaz erkeklere kiyasla artmis 5-alfa rediktaz aktivitesi ve
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dihidrotestosteron seviyelerinde gorilen testosteron metabolizmasinda belirgin
farkhliklar gdéstermistir. Ayrica, androjen reseptorinde gdézlenen farkliliklarin da
siyah erkeklerde prostat kanseri sikliginda da rol oynayabildigi disunulmektedir
[11].

Ailede prostat kanseri 0ykusu, prostat malignitelerinin gelisimi i¢in bir bagka onemli
risk faktoridar. Prostat kanseri vakalarinin% 5-10'unun aile dykusu ve prostat
kanserine yatkinlik genlerinin kalitimui ile iligkili oldugu tahmin edilmektedir. Etkilenen
birinci derece akraba 65 yasindan kuguk bir yasta teshis edilirse veya eger herhangi
bir yasta birden fazla birinci derece akraba teshis edilmisse risk daha da artar. Ek
olarak, biyolojik annesi meme kanseri olan erkeklerde artmis bir prostat kanseri riski
bulunduguna dair kanitlar vardir. Ayni ailedeki prostat ve meme kanserleri
arasindaki bu iliski, BRCA1 / BRCAZ2 genlerindeki mutasyonlarin varligina
baglanabilir. Kalitsal prostat kanseri vakalarinda ayrica, kromozom 1 Uzerinde yer

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

Diyet ve yasam tarzinin prostat kanseri insidansini etkileyebilecegini, ABD’ye
yerlesen Asya kokenli erkek go¢cmenlerde prostat kanseri insidansinin, kendi
ulkelerine gore daha yuksek oldugunu goOsteren kargilastirmali epidemiyolojik
calismalar ortaya koymustur. Yuksek vyag icerikli bati diyetinin, prostat
karsinogenezinde rol oynadidi belirtilmistir. in vitro ve in vivo calismalarda, yiiksek
yagh diyete maruz kalmanin bir sonucu olarak prostat kanseri hiicrelerinin gogaldigi
gosterilmistir. Vaka kontrolu ve prospektif kohort ¢calismalari da yuksek diyetsel yag
tuketimi ile prostat kanseri arasindaki baglantiyi desteklemistir. Ek olarak, birka¢
calismada yuksek alfalinolenik asit alimi ile artan bir prostat kanseri riski
gosterilmistir. Bu baglamda, prostat kanseri insidansi ve mortalite riski ile baglantili

olmasi nedeniyle obezite 6nemli bir faktordur [14].
2.4. Prostat Bezi Yapisi ve Fonksiyonu

Prostat, mesanenin altina yerlesik ve Uretrayi ¢evreleyen, ceviz kadar buyuklukte
bir salgl organidir. Prostat, Uretrayl katmanlar halinde saran sirayla transisyonel,
santral ve periferal zonlardan olusur. Transisyonel zon sfinkterik bir igleve hizmet

ederken, santral ve periferal zonlar prostatin sekretuar islevinden sorumludur.



Transisyonel zonda genelde 50 ve Ustl yastaki erkeklerde gelisen ve alt idrar yolu
semptomlarina neden olan benign prostat hiperplazisi (BPH) ortaya ¢ikar. PCa, ilk
olarak periferal zondan gelisir. Prostat bezinin asil iglevi, semen bilesenlerinden biri
olan prostat sivisini salgilamaktir. Prostat bezinin kaslari da, bu seminal sivinin
ejakulasyon sirasinda uretraya itmesini saglar. Ejakulasyon sirasinda milyonlarca
sperm, testislerden vas deferens yoluyla prostat alanina dogru hareket eder. Bu
noktada prostat, mesane ve idrar yolu arasindaki agikligi kapatarak, idrar yolundaki
siviyl serbest birakip spermi ilerleterek kasilir. PCa igin biyobelirte¢ olan prostat
spesifik antijen (PSA), sperm hareketine yardimci olmak i¢in spermi sivilastiran bir
serin proteazdir. Salgilama fonksiyonuna ek olarak, prostat ayrica kanda bulunan
maddeleri prostatin bazal kismindan Iimene tasir. Testise agilan bir kapi olarak
prostat, bir erkedin yasami boyunca gevresel olarak bakteri ve virlslere maruz

kalmanin neden oldugu 6énemli bir inflamasyon bdlgesidir [15,16].

2.5. Prostat Kanserinin Tanisi

Herhangi bir kanser tarama programinin amaci, kanseri metastazdan onceki erken
asamalarinda tespit etmek ve bdylece genel hastaliga 6zgu mortaliteyi azaltmaktir.
Prostat kanserinde tani genel olarak PSA tanisi, digital rektal muayene ve
histopatolojik analiz yontemleri ile saptanmaktadir. Bu tekniklerin belli dlglide
sinirlamalar  oldugundan risk degerlendirimesinde, hasta tedavi takibi ve
sagkaliminda énem arz edecek yeni biyobelirtecler arastirimaktadir. Gunumuizde
oldukga yaygin uygulanabilen PSA testi son otuz yilda prostat kanserinin tanisinda
blyuk yer almistir. PSA testinin yayginlagsmasi ile birlikte batil tlkelerde prostat
kanserinin tanisinda da artis gozlemlenmigtir. Kallikrein iligkili bir serin proteaz olan
PSA, prostatin sekresyon Urlnu olup, prostatin dogal yapisinin bozulmasi sonucu

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

2.6. Prostat Kanserinin Molekiler Patogenezi Ve Progresyonu

Lokal olarak sinirli hastalik i¢in prognoz, cerrahi rezeksiyon veya radyasyon tedavisi
ile yapilan tedavi igin olumludur. Prostat kanserinin her agsamasinda, nukleer bir
reseptor olan androjen reseptoru aktivitesi dGnemli rol oynar ve bu nedenle, invaziv

hastalik icin tedavi segenekleri, bu yolu hedeflemeye dayanir. Genellikle direkt AR
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antagonistleriyle birlestiriimis androjen deprivasyon tedavisi, yayllmis hastalik igin
standart tedavidir ve hastalara 24-36 aylik regresyon saglar [19]. Bununla birlikte,
baslangigta uygulanan etkili tedavi seceneklerine ragmen, AR'nin anormal
reaktivasyonu nedeniyle nukseden PCa kastrasyona direngli prostat kanseri
(KDPK) olarak adlandinlir. KDPK'ne progresyon ayni zamanda hlcre dongusu
ilerlemesiyle birlikte kontrolstiiz proliferasyonu ilerleten sinyal yolaklarindaki
bozulmalar da artar. Neoplastik buylimeyi destekleyen ve tedavi edilemeyen KDPK
olusumunu tesvik eden molekuler mekanizmalari anlamak, etkin tedavi secenekleri

gelistirmek icin gok dnemlidir [19].

Gelisen prostat bezi, stroma ile gevrili limen ve bazal epitel hiicre katmanlarindan
olusur. Luminal epitel hlcreleri, prostat limeni dizenleyen polarize kolumnar
hucrelerdir ve bazal hucreler, limeni stromadan ayiran uzun hucrelerdir. Bu
hucreler, cesitli hucresel belirteclere dayanarak patolojik olarak ayirt edilebilir.
Ornegin, liminal epitel yilksek diizeyde AR ifade eder ve sitokeratin 8 ve 18, CD57
ve NKX3.1 igin pozitiftir. Bazal epitel hucreleri dusuk AR seviyeleri ifade eder ve
sitokeratin 5 ve 14, p63, CD44 ve GSTP1 icin pozitiflik gosterir [19,20].

Her ne kadar prostat kanserinin prostat epitelyal hlicrelerinden gelistigi fikri kabul
gorse de, tumorlerin bazal hicrelerden mi yoksa Iuminal epitel hicrelerden mi
kaynaklandigi konusunda celigkili kanitlar vardir. Prostat organi siklikla kanserin
varsayilan éncusu olan prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) lezyonlarinin yani sira
coklu tumor odaklarini da igerir. Tumorler gelistikce, daha kuguk kanal yapilariyla
giderek daha az organize olurlar ve sonugta bu yapilari tamamen kaybedebilirler.
Blyume ile birlikte, timorler ¢evre dokulari istila eder ve lenf bezlerine, mesaneye
ve kemige metastaz yapar. PCa ile bir takim delesyonlar, amplifikasyonlar ve daha
yakin zamanda, genomik translokasyonlar iligskilendirilmigtir. Bunlardan bazilari
AR'nin aktivitesini / yapisini degigtirir, bazilari AR tarafindan duzenlenir ve digerleri

AR sinyalinden bagimsizdir [21,22].

PCa'deki en sik regllasyonu bozulmus yolaklardan biri, buylimeyi arttirmada ve
apoptozu bloke etmede kritik bir rol oynayan PI3K sinyalizasyon yoludur. Primer
PCa'nin yaklasik % 40" ve metastatik PCa'nin % 70'i PI3K / AKT yolunda genomik

degisiklikler sergiler. Bunlarin gogu, AKT aktivasyonunu sinirlayan bir lipit fosfataz
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olan PTEN (fosfataz ve tensin homologu) kaybiyla karakterizedir. Fare modellerinde
yapilan g¢alismalarda, PTEN'in homozigot delesyonunun, metastaz yapan tumorleri

uyarmak igin yeterli oldugu gosterilmistir [19,23].

Fuzyon proteinlerinin tekrarlayan kromozomal translokasyonlar yoluyla olusumu da
PCa'de 6nemli bir faktérdir. Bu flzyonlarin gogunlugu yalnizca androjen ile regule
edilmig degildir, ayni zamanda AR'nun fuzyonlarin olusumunu destekledigine dair
kanitlar vardir. Tomlins ve arkadaslarinin yaptiklari bir g¢alismada, PCa'nin
%50'sinden fazlasinin TMPRSS2 promotdri ve ETS transkripsiyon faktorlerinin
kodlama bdlgelerinin kisimlari arasinda bir gen fuzyonu olusturdugunu bulmusglardir
[24].

TMPRSS2 (transmembran proteaz, serin 2), PCa'de ylksek oranda ifade edilen
androjene duyarh bir gendir. ETS (E-twenty six) protein ailesi Uyeleri ise asiri
eksprese edildiklerinde, hlcre proliferasyonunu, hicre goéginu, hicre déngusu
kontrolinu ve apoptozu duzenleyerek timorogenezde islev goren transkripsiyon
faktorleridir. TMPRSS2 ve ERG arasindaki fuzyonlar, ETV1 veya ETV4 gibi diger
ETS ailesi uyeleri ile yapilan fizyonlardan ¢ok daha yaygindir. Bu durumun olasi
nedeni, TMPRSS2 ve ERG'in, ayni kromozom Uzerinde yaklasik 3 Mb ayri
yerlesimde olmasidir, oysa diger ETS faktorleri, farkli kromozomlar Gzerinde yer
almaktadir. AR'nin bu flzyonlarin olusumunu kolaylastirdigina dair kanitlar
bulunmaktadir. Normal prostat epitel hicrelerine DHT uygulamasinin, FISH ile
Olcilen TMPRSS2 ve ERG’nin ko-lokalizasyonunu indikledigi de gdsterilmistir.
Flzyonun ifadelenmesinin, invazyon ile iligkili genlerin ifadesini arttirdig1 konusunda
iyi bir fikir birligi vardir. Bazi arastirmacilar, protein dizeyindeki ekspresyonun
baskilanmasinin in vitro ¢ogalmayi azalttigini gostermislerdir. Birka¢ arastirma
grubu ise, fuzyon proteinlerinin fare prostatindaki yapay ekspresyonunun, timor
uretmek icin yetersiz oldugunu bildirmistir. Bununla birlikte, ETS faktori
ekspresyonu ile kombine olarak artmis PI3K sinyalinin timdrogenezde rol oynadigi
da gosterilmistir [24,25,26]. Ayrica, fluzyon ifadelenmesi ve PTEN delesyonu
birlikteliginin hastalarda biyokimyasal rekurrens bulgusu olan artmis serum PSA

duzeyi i¢in prediktif oldugu da belirtiimigstir [27].
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Bir ¢ok kanserde onkogenler veya tumoér baskilayicilarin protein dizeyinde
ekspresyonlarinin degismesine neden olan bir takim genel genomik degisiklikler
meydana gelmektedir. Prostat kanserinde c-myc'in amplifikasyonu ve asiri
ekspresyonu yaygindir. Hem p53 hem de Rb ekspresyonunda kayip veya
inaktivasyon meydana gelmektedir, ancak bu durum, primer timorlerden ziyade
metastatik timorlerde daha yaygindir. Daha da 6nemli olarak, AR'Unde ve AR

islevini module eden proteinlerde de ¢esitli degisiklikler vardir [19,28].
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Sekil 2.2. Prostat kanserinin baglamasi ve ilerlemesinde yer alan molekuler
degisikliklerin 6zeti [19].

2.7. Androjen Reseptorunin Yapisi, Fonksiyonu ve Gelisimdeki Roll

AR, transkripsiyon faktorlerinin stper ailesinin bir nikleer steroid reseptort Uyesidir
ve NR3C4 (nuclear receptor subfamily 3, group C, member 4) olarak siniflandirilir.
AR geni, Xql1l-12 bdlgesinde lokalizedir. Bu nedenle, erkekler genin tek bir
kopyasina sahiptir ve inaktive edici mutasyonlar androjen duyarsizlik sendromu
(AIS) ile sonuglanir [29].
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AR, yaklasik 919 amino asitlik bir proteini kodlayan sekiz ekzon igerir [30].
Uzunluktaki varyasyon, degisken uzunluktaki bir poliglutamin tekrarinin ve degisken
bir poliglisin tekrarinin bir sonucudur. Her iki tekrar da ekson 1 tarafindan kodlanan
amino terminal bodlgesindedir ve bu nedenle literatiurdeki amino asit
numaralandirmasi tutarsiz olabilir. Daha kisa glutamin tekrarlari tipik olarak ¢oklu
hicre tiplerinde daha ylksek transkripsiyonel aktivite seviyelerine neden olur. Daha
az CAG tekrari olan AR’'ne sahip erkeklerde, PCa riskinin daha ylksek olduguna
dair bazi kanitlar vardir [29,31].

Cogu nukleer reseptor gibi, AR de farkh fonksiyonel motiflerden olusur. Bunlar;
amino terminal domain (ekzon 1 tarafindan kodlanan NTD), DNA’ya baglanan
domain (ekzon 2 ve 3 tarafindan kodlanan DBD), bir mentese bolgesi (ekson 4'Un
5' kismi tarafindan kodlanan Hinge bélgesi ve bir ligand’a baglanan domain (Ekzon

4 ila ekzon 8'in kalani tarafindan kodlanan LBD) olarak ti¢ kisimdan olusur [32].

Ligandina baglanmamig AR etkin degildir bu nedenle 1si sok proteinleri (HSP) adi
verilen sitoplazmik saperonlara baglanir [30,33]. Dolasimdaki esas androjen olan
testosteron testislerde Uretilir. Prostatta ve sinirli sayidaki baska dokularda,
testosteron 5a-rediktaz enzimleri tarafindan dihidrotestosterona (DHT)
donagturaldr. Her ne kadar testosteron ve DHT ikisi de AR'ne baglanip
aktivasyonunu saglasa da, DHT'nin AR igin daha yuksek bir afinitesi vardir ve
prostattaki birincil androjendir. Hormon baglanmasi, sitoplazmik saperonlarin
ayrismasliyla sonuglanan ve nukleer lokalizasyon sinyalini agiga c¢ikaran bir
konformasyonel degisime neden olur. Hormona bagli AR, dimerize olup nukleusa
transloke olduktan sonra DNA dizilerine baglanip hedef gen ekspresyonunu
dizenlemek igin bir dizi transkripsiyonel yardimci dizenleyiciler ile etkilesime girer.
AR yardimci dizenleyicileri olarak 150'den fazla protein tanimlanmistir. Bunlar,
pl60 (SRC-1, SRC-2/ TIF2, SRC-3 / AlB1) familyasi, p300 / CBP, ARA54, ARA55
ve ARA70 olmak Uzere diger bir¢ok proteini igerir. Yardimci dizenleyicilerin ¢godu,
transkripsiyonu kolaylastirmak icin kromatin yapisini agmada goérev alan histon
asetil transferazlar, metil transferazlar ve kinazlar gibi enzimlerdir. En iyi bilinen
mekanizmada, bir AR dimeri konsensis DNA baglama dizisine baglanir ve
transkripsiyonu aktive etmek igin bir dizi yardimci duzenleyiciyi bir araya getirir.

Ayrica, bu dimer dogrudan DNA'ya baglanmadan, diger transkripsiyon faktorleriyle
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etkilesime girerek de transkripsiyonu dizenleyebilir. AR’nin ayrica diger hedef
genlerin transkripsiyonunu henliz tam aydinlatiimamis mekanizmalar ile baskiladigi
da bilinmektedir. Ligand baglanmasi ile AR ayrica hedef gen dizilerine
baglanmaksizin ¢esitli kinazlari aktive ederek transkripsiyonu duzenleyebilir
[29,30,34].

AR normal prostat gelisimi ve fonksiyonu icin hayati 6nem tasiyan gen
ekspresyonunu diizenler. Urogenital sinlls mezenkimindeki (UGM) stromal AR,
prostat gelisiminin baglamasi igin parakrin sinyallemesi yoluyla duktal morfogenezi
dizenler [35]. Doku rekombinant deneyleri, androjen duyarsiz (Tfm) farelerden
alinan mesane epitel hucreleri ile birlestiriimis AR pozitif farelerin UGM'sinin stromal
hdcrelerinin, bir prostatin karakteristik glanduler yapilarini Urettigini, ancak
dorsolateral fare prostatinin salgiladigi androjen bagimli proteinlerin tam olarak
uretemedigini gostermistir. Bununla birlikte, tersi kombinasyonda, androjenlerin
varliginda bile farelerde prostatik gelisme gostermedigi gézlenmistir. Bu durum,
prostat gelisiminde mezenkimal AR’nin ¢ok ©nemli bir roli oldugunu
gostermektedir. Stromal AR, normal gelisen prostatta epitel hicre proliferasyonu,
sagkalim ve farklilasmanin anahtar bir modulatért olarak islev gértr. Normal bir
prostatta, AR tim Iimen hicrelerinde ve bazi epitelyal bazal ve ara hucre tiplerinde
ve ayrica stromal hicrelerde eksprese edilir. Epitel hicreleri, stromal hilcrelerden
salgilanan androjen kaynakli buyume faktorlerine baglidir. Epitelyal AR'nin birincil
roll, prostatin karakteristigini olusturmak igin sekrete edilen proteinlerin tretimi gibi
goériinmektedir. ilging bir sekilde AR, hem liiminal hiicrelerin hayatta kalma faktorii
olarak hem de bazal hicre proliferasyonunun bir baskilayicisi olarak islev goren bir
baylime uyarici ve inhibitor roli oynayarak normal prostat geligsimini siki bir sekilde
dizenler [29,35,36].

Prostat kanserindeki rolintn aksine, normal prostat epitelindeki AR proliferasyonu
inhibe eder ve farkhlasmayi destekler. Olgun prostat, bazal, lumen ve kuguk bir
yuzdedeki néroendokrin hucreden olusur. Bazal hiucreler AR negatif, androjenden
bagimsiz ve limen hicrelerinden daha az farkhdir. Bazal hicreler ayrica ylksek
proliferatif ve dusUk apoptotik fraksiyon sergilerler. Aksine liminal hicreler, AR-
pozitif, androjene bagimhdir ve prostat spesifik antijen (PSA) ve prostatik asit

fosfataz (PAP) gibi farklilasma markerlarini ifade etmesi agisindan oldukga farkhdir.
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Prostat kok hicresi, kok hicre populasyonunu yenilemek ve kendi kendini
yenileyebilme yetenegine sahip gecici ¢ogalan hucreler Uretmek igin asimetrik
olarak bolinur. Gegici ¢ogalan bu hdcreler, [iUminal ve néroendokrin huicrelere
farkhlagir [37].

Androjenler embriyonik gelisim, puberte, fertilite ve erigkin homeostazinda kilit rol
oynarlar. AR igin bir ligand olarak bu iglevlerini gergeklestirirler. Ergenlikten dnce
erkekler, vucuttaki degisikliklerin testislerde Leydig hucrelerinden sentezlenen
testosteron yerine, DHEA ve ACTH gibi adrenal androjenler tarafindan
yonlendirildigi adrenars denilen bir sirece maruz kalir. Bu degisiklikler kasik ve
koltuk alti killarindaki artigla belirgindir. Tersine, ergenlikle iligkili olgunlasma
testosteronun androjenik ve anabolik etkilerinden kaynaklanir. Ergenlik, testislerin
ve penisin genislemesi, vicut killarinin baylimesi, girtlakin geniglemesi ve sesin
derinlesmesi, artmig kemik ve kas kutlesi, boy, davranis degisiklikleri ve

spermatogenez ile belirgindir.

Testosteron, ergenlik doneminde kemik kitlesinin birikmesi, ve kemik saghginin
korunmasi igin Onemlidir. Testosteron osteoblast hucre sagkalimini ve
proliferasyonunu arttirir, bu da kemik emilimini azaltir, formasyonu arttirir ve kemik

kutlesinin korunmasina yardimci olur [37,38].

Androjenlerin prostattaki normal fonksiyonlarini ve limen epitel hicrelerinin farkl
fonksiyonlarini dizenlemek agisindan énemli olan AR, prostat spesifik antijen gibi
seminal sivi proteinlerini kodlayan bircok geni, yuksek duzeyde protein ve lipit
sentezini desteklemek icin gerekli metabolik yollarda bulunan c¢oklu genleri
induklerken, normal prostat Iumen epitel hucrelerinin ¢ogalmasini uyarmaz.
Bununla birlikte AR, PCa gelisimini ve PCa hicre hatlarindaki androjen
yoksunlugunu agikga uyarabilir ve GO / G1 hlcre dongusunin durmasina da neden
olur [39].

AR ayrica prostat stromasindaki hiicre alt gruplar tarafindan zayif bir sekilde
eksprese edilir ve bu hicrelerde AR'nun keratinosit buyime faktori veya fibroblast
bliyume faktora gibi buylime faktorlerinin ekspresyonunu stimile edebilecegi de

belirtiimektedir. Bu mekanizma sayesinde, stromal hucrelerdeki AR, epitelin
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blyUmesini dolayli olarak dizenleyebilir ve bu stromal faktorlerin kaybi kastrasyon

sonrasi prostat involusyonuna da katkida bulunabilir [37].

2.8. Androjen Reseptor Varyantlari

1941 yilinda Huggins ve Hodges, metastatik prostat kanserli hastalarin tedavisinde
hormonal manipulasyonun klinik etkinligini gdstermiglerdir. Yayimladiklari ilk
calismalarinda, terapdtik yaniti degerlendirmek ve hastalik ilerlemesini izlemek igin
prostatik asit fosfataz (PAP) adli bir serum biyobelirte¢ kullandiklarini belirtmislerdir.
Gunumuzde cerrahi veya kimyasal kastrasyonlari igeren androjen deprivasyonu
tedavisi, ileri prostat kanserli hastalar icin bakim standardidir ve serum prostat
spesifik antijen (PSA) seviyeleri, tedavi yaniti ve hastalik ilerlemesinin bir gostergesi
olarak yaygin sekilde kullaniimaktadir. ADT ile tedavi edilen metastatik prostat
kanseri olan erkeklerde, kastrasyona direncli prostat kanserine ilerleme neredeyse
her zaman degisken bir klinik yanit slresinden sonra meydana gelir, ancak
literatirde ADT'nin metastatik prostat kanseri hastalarinin kig¢uk bir alt grubunda
tam remisyon ve uzun vadede sagkalim suresine (> 10 yil) yol acabilecegini
gOsteren onemli istisnalar da bildiriimistir. Benzer sekilde, bir biyobelirte¢ olarak
serum PSA, terapotik yanitin ve ADT'yi takiben hastalik ilerlemesinin
degerlendiriimesinde 6nemli bir rol oynamasina ragmen, metastatik prostat kanserli
erkeklerde prognostik ve prediktif yarari ¢ok sinirlidir ve ADT'ye direng belirteci
degildir [40,41].

Esas olarak, KDPK'de surekli androjen reseptoru sinyalinin dnemini destekleyen
kanitlar temel alinarak, metastatik KDPK (mKDPK) hastalarini tedavi etmek icin yeni
AR-hedefleme tedavileri gelistirilmigtir. AR sinyallemesinin mKDPK ig¢in kilit rolu
oldugu bilinen bir gorustur [42]. Dolasimdaki androjenlerin kastre seviyeleri altinda,
AR sinyalizasyonu oncelikle gonadal olmayan androjenlerin yani sira AR proteininin
asiri ekspresyonu tarafindan surdirilir. Bu kavramsal gergeve, erken genom
calismalarindan elde edilen bulgular ile desteklenmistir ve ligand sentezini daha
fazla baskilamak (Abirateron) veya AR asiri ekspresyon setinde AR'nu bloke etmek
icin (Enzalutamid) tasarlanan KDPK tedavilerinin basarih klinik gelisimine dogrudan
katkida bulunmustur. Abirateron ve Enzalitamid, FDA tarafindan sagkalim yarari

temelinde metastatik KDPK'nin kemoterapi ile kombine veya tekli tedavisi igin
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onaylanmistir. Abirateron, hem dolagimdaki hem de intratimoéral androjen
seviyelerini etkili sekilde azaltan segici bir CYP17A1 inhibitéradur. Enzalutamid ise,
yuksek AR afinitesi nedeniyle AR sinyalini gucli sekilde baskilayan bir AR
antagonistidir. Bu iki ilag, mKDPK'li hastalar i¢in tedavi segeneklerini genisletmesi
yaninda hastalik sonuglarini da gergekten iyilestirmigtir ve prostat kanseri
tedavisinin klinik gorunimunu hizla degistirmislerdir. Bununla birlikte, énemli bir
KDPK hasta grubunun bu iki ilaca kargi direng gosterdigi ve ayrica tedavi edilen
hastalarin da c¢ogunlugunun tedavi suresince edinilmis direng gelistirdigi
gozlenmistir. Terapi verilmeden once hastanin direngli olup olmadigini bilmek agik
bir klinik fayda olsa da, tedavi se¢iminde birincil veya kazanilmig direnci belirtmek
icin su anda mevcut biyobelirte¢ bulunmamaktadir. Abirateron ve enzalutamide
direng gelistiren hastalarin gogundaki PSA seviyelerinde artigla birlikte ilerleyerek,
AR sinyalizasyonunun bu gulgcli inhibitérlerine ragmen, AR sinyalinin tekrar
aktivasyonuna isaret ettigi aciktir [42-45]. Anormal AR fonksiyonunun aktivasyonu

ilaca diren¢ saglamaktadir.

AR ug-birlestirme (splice) varyantlari (ARVs), AR’de goérllen aberasyonlar icin esas
nedenlerden oldugu yapilan galismalarda gosterilmistir. AR varyantlari, ligand-
baglanmayan kesilmis AR molekilleridir ve abirateron ve enzalutamid dahil olmak
uzere mevcut tum AR yonelimli tedavilerin temel hedefi olan liganda baglanan
domaini eksik olup (LBD), AR fonksiyonu igin gerekli olan N terminal alanini ve DND
baglanma alanini korur. AR varyantlari, ligand yoklugunda veya enzalutamid
varlidinda yapisal olarak aktif AR sinyallemesine aracilik edebilir. Birgok ARV,
kesfedilmis ve karakterize edilmis olsa da, bunlarin buyuk ¢ogunlugu igin klinik
uygunluk belirsizligini korumaktadir. mMKDPK'nde en yuksek ifadelenme gosteren

AR varyanti olarak bilinen AR-V7, daha kapsamli olarak arastiriimigtir [46-48].

Son yillarda AR varyantlarinin kesfi, karakterizasyonu ve klinikteki uygunlugu
acisindan bir takim galismalar yapiimistir. Bu bulgulara dayanarak, AR-V7, goreceli
ekspresyon bollugu, transkripsiyonel aktivitesi ve  mKDPK'de saptanabilen bir
protein Uranunun varligi nedeniyle, en onemli AR varyantlarindan biri olarak
tanimlanmistir. AR geninde, N terminal bolgesi (NTD), DNA’'ya baglanan bdlge
(DBD), mentese bodlgesi ve liganda baglanan bdlge (LBD) dahil olmak Uzere
kodladiklari AR protein alani ile ilgili sekiz ekzon bulunur. AR - V7 mRNA’s|, ilk ¢
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eksonu, ardindan intron 3 igerisinde varyanta spesifik kriptik ekson 3 (CE3)’U tutar.
CE3 bolgesinde olusan ug-birlestirme, 16 varyant spesifik amino asitten sonra erken
translasyon terminasyonu nedeniyle LBD bodlgesi kesilmis bir AR-V7 proteini
olusumu ile sonuclanir. Tam uzunluktaki AR transkript (AR-FL) ve AR-V7 arasindaki
bu yapisal farkhliklar, AR-FL ve AR-V7’nin spesifik olarak tespit edilmesini saglar
[40,47].

X Kromozomu

AR-FLgeni 5 = e B T 3
transkripti 5 UTh ﬂ‘T 3. i
Kriptik ekson-3 AR-FLmRNA
. 0 tespiti
Hansiaps 1 - A A —
transkripti — 2 J
5 UTR 4 3um
AR-V7 mRNA
taspi | AR-FL spesifik antikor
Mentege bolgesi ‘/
AR-FLproteini | () ) e —
1 559 671 219
| AR-v7 spesifikantikor |
AR-V7 proteini ( NTD T oeo )(0) .

Sekil 2.3. Tam uzunluktaki AR ve AR-V7 kesim varyantinin transkript yapilari [40].

AR-V7, Johns Hopkins ve Maryland Universitesi'ndeki iki bagimsiz grup tarafindan
kesfedilmistir. Arastirmalar sonucunda, ekson 3'ten sonra kesilen ve bu nedenle
ligand baglayici alanlari eksik yedi farkli AR kesim varyanti kesfetmiglerdir. AR, AR-
V1 ve AR-V7 ekspresyonu, KDPK hastalarinda hormon-naif hastalara gore artmis
bulunmus, ancak yalnizca artan AR-V7 ekspresyonu cerrahi sonrasi biyokimyasal
basarisizlikla, yani daha dnce PSA seviyelerinin yukselmesiyle iligskiliyken, AR-V7 /
AR orani, AR, veya AR-V1 ekspresyonu nuks igin guvenilir olarak prediktif
olmadigini belirtmiglerdir [40].

AR-V7, ekson 3'ten sonra kesilir ve tam uzunluktaki AR pre-mRNA'nin intron 3'Unde
bulunan kriptik bir ekson 3'e (CE3) eklenir. AR-V7, ekzon 3'ten sonra kesildigi igin,
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iki tarafli nUkleer lokalizasyon sinyali (NLS)'nin ikinci yarisindan yoksundur, bu da
AR-V7 nukleer lokalizasyonunun nasil gergeklestigi sorusunu akla getirmistir. Chan
ve arkadaglarinin galismasinda, AR-V7'nin CE3 bolgesindeki K629 ve R631'in tam
uzunluktaki AR mentese bolgesinde K629 ve R631 ile ayni hizada oldugunu ve bu
rezidulerdeki alanin mutasyonunun nikleer lokalizasyonu azalttigini, ancak yine de
AR-VT7yi cekirdekten tamamen dislamadidini gdéstermislerdir. Bu sonuglar, AR-
V7'deki kanonik AR NLS pozisyonundaki iki temel rezidinin, AR-V7 nukleer
lokalizasyonu igin gerekli oldugunu, ancak AR-V7'nin tam uzunluktaki AR'den farkl
olan ¢ekirdege lokalize oldugu baska mekanizmalarin da oldugunu goésterir [49].
Ayrica, ligand ile dizenlenmis bir AR nukleer ¢ikis sinyali (NES), LBD Uzerinde
yerlesiktir.

Tam uzunluktaki AR'den farkli olarak, AR-V7’nin nukleer lokalizasyonu ve
transkripsiyonel aktivitesi androjen tarafindan dizenlenmez ve hem androjen
azaltimis hem de tersi kosullarda yapisal olarak etkindir. AR-V7, PSA gibi normal
olarak androjene yanit veren genlerin ekspresyonunu duzenlerken, tam uzunluktaki
AR ile dizenlenen gen alt setine kiyasla proliferatif bir fenotip ile baglantil farkl bir
gen setini daha gugli bir sekilde dlizenledigine dair kanitlar vardir. Bununla birlikte,
Li ve arkadaslarinin ¢alismasinda AR-V7'nin, AR ile ayni genlerin bir alt kimesinin
ekspresyonunu duzenledigini tespit etmislerdir. Bu ¢alismada, PSA gibi AR hedefi
genlerin ekspresyonu, DHT veya AR-V7 ekspresyonunun artmasiyla surekli olarak
artig gostermistir. Ayrica AR-V7 transkripsiyon oraninin, AR transkripsiyon oranina

bagli oldugunu goésteren calismalar da mevcuttur [50].

Hucre hatlarinda yapilan ¢alismalar, VCaP ve LN95 hucrelerinde androjen ile ARV7
dizenlemesinin benzer olmakla birlikte, 22Rv1 hcrelerinde ARV7'nin ifadesinin
daha ylUksek oldugu ve protein ifadesinin neredeyse tam uzunluktaki AR'ye esit ve

hormonal degisikliklerden daha az etkilendigi gosterilmistir [51].

Sekiz ekzondan olusan androjen reseptorinin ekzon 5,6 ve 7 kismi delesyona
ugramis bir baska varyanti ise AR-V567es olarak tanimlanmistir. Transgenik
farelerle yapilan bir ¢alismada bu varyantin karsinojenezi indukledigi ve tumor

progresyonunu hizlandirdigi belirtiimigtir. Prostat kanserli hastalar ile yapilan bir
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baska calismada ise hastalarin yaklasik %30’'unda AR-V567es ifadelenmesi
gOsterilmistir [83].

Tam uzunluktaki androjen reseptorinden splicing mekanizmasi ile olusan AR
varyantlarinin ileri evre prostat kanserinde ilag direnci ve kotu prognoz nedeni
oldugu yapilan galismalarda belirtimeye baslanmistir. Ancak molekiler dizeyde

iligkili sinyal yolaklari henuz aydinlatilamamigtir.

2.9. NF-kB (Nuikleer Faktor Kappa-B) Sinyal Yolagi

NF-kB hdcrelerin imman ve inflamatuar uyaranlara verdigi yanitin dizenlenmesini
ve hadcrelerin canlihgini strdirmesinin kontrolinde énemli transkripsiyon faktorleri
ailesidir. Bu kontrol kanser kemorezistansi ve onkogenezisini igeren suregleri
icermektedir. Ayrica anjiogenezi, proliferasyonu, migrasyonu uyarici ve apoptozu
baskilayici rolleri de bilinmektedir. NF-k(3, p50 ve p65 heterodimerlerinden meydana
gelir. Sitoplazmada ise NF-kf’ye bagl olarak bulunan Ik (NF Kappa 8 inhibitora)
proteini NF-kB’nin nidkleusa translokasyonunu ve dolayisi ile hedef genlerinin
aktivasyonunu inhibe eder. Iyonize radyasyonlar, patojenler, hiicresel stresler gibi
hicre digi uyarimlar sonucu IkB proteininin fosforilasyonu indiklenir. Bu
fosforilasyon ise yikimina neden olur. Boylece inhibitéri olan Ik proteininden
ayrilan NF-kB nukleusa transloke olur ve hedef genlerini aktive eder. Hlcrelerde
NF-kB yolaginin asiri aktivasyonunun primer prostat kanseri olusumu ve metastatik
kastrasyona direncli evreye geciste iliskili olabilecegi cesitli calismalarda rapor
edilmistir [52,54].

AR promotort Uzerindeki ¢oklu NF-kB baglanma bdlgelerinin tam uzunluktaki AR
ifadelenmesinin artisinda rolu olabilece@i distinilmektedir. Bununla birlikte, yiksek
NF-kB sinyalizasyonunun varyant AR olugsumundaki rolu ve AR regulasyonunun
bozulmasi ile metastatik kastrasyona direngle iliskisini anlamaya yonelik ¢alismalar
devam etmektedir. NF-k3 yolaginin kemoterap®étik ajanlara karsi gelistirilen direngte
de rol oynayabilecedi gosterilmistir [54-56]. Bu nedenlerden dolay! potansiyel bir
terapdtik hedef olarak gorulen NF-kf sinyal yolaginin inhibitdérd olarak anti-
inflamatuar ve anti-kanser olarak bilinen BAY11-7082 bu tez calismasinda

kullanilan ajanlardan biridir. BAY11-7082’nin inhibisyon mekanizmasi, spesifik
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olarak IKK (IkB kinase) aktivitesini ve dolayisi ile Ikp fosforilasyonunu inhibe ederek
NF-kB’nin nukleer translokasyonunu ve hedef genlerinin ifadelenmesini dnlemek
yolu ile oldugu dusunulmektedir. Ayrica anti-inflamatuar aktivitesi ile PISK/Akt gibi

cesitli prolifere edici yolaklara karsi inhibitor 6zelligi oldugu da rapor edilmistir [55].
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Sekil 2.4. NF-kB aktivasyonunun sematik gosterimi [53].

2.10. Is1 Sok Proteini 27 (HSP-27)

Hormon terapi, radyoterapi, kemoterapi gibi standart kanser terapilerini igceren
hlcresel streslere yanit olarak up-regule olan sitoprotektif saperon proteinlerin de
tedaviye direngte buylk rol oynadigi bilinmektedir. HSP-27 saperon proteinleri
prostat kanserini de i¢ine alan pek ¢ok kanserde asiri ifadelenmesi belirlenmistir.
HSP’leri, AR gibi pek ¢ok steroid reseptorin katlanmasinda, aktivasyonunda, hicre
ici trafiginde ve transkripsiyonel aktivitesinin dizenlenmesinde rol alir. ATP
bagimsiz ¢alisan HSP-27, bir kez fosforile olup aktive oldugunda saperonlayici
oligomerizasyonu ile hicrede birgok yasamsal faaliyeti dizenler [57]. Asir

ekspresyonu kotl prognoz ve kastrasyona direng sureci ile de iligkilidir.
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HSP-27 gibi saperonlar AR’nin stabil konumda kalmasinda 6nemli rolleri olan
proteinlerdir. AR sinyalizasyondaki roli son zamanlarda arastiriimaktadir. Yeni
jenerasyon inhibitorlerin HSP-27 ekspresyonunu inhibe ederek prostat kanser
hdcrelerinin geligsimini engelledigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [57,58].

Sekil 2.5. Isi soku proteini-27 (HSP-27) ile androjen reseptoru (AR) arasindaki iligki
[59].

Galismamizda kullanilan ikinci ajan KRIBB-3, HSP-27'ye dogrudan baglanmak
yoluyla HSP-27'nin PKC (Protein kinaz-C) bagh fosforilasyonunu &nleyici bir
inhibitordur. Yapilan in-vitro ve in-vivo ¢alismalarda diger anti-kanser ajanlarin
etkinligini artirdigi ve kanser hucrelerinde apoptozu aktive ettigi gosterilmigtir
[60,61].

Bu tez calismasinda, HSP-27 ile NF-kB yolaklarinin inhibisyonu ve AR-V7 si-RNA
aracili gen susturmasinin iligkili genler olan NF- k3 p65, p-IKK a/B, p-HSP-27, AR,
AR-V7 ve AR-V567es genleri Uzerindeki etkileri protein duzeyinde prostat kanserli
hicre hatlarinda incelenmigtir. Calismamiz, ilk in-vitro agsamada goérulen 6nemli
bulgular Uzerine, in-vivo olarak da devam etmistir. Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Uroloji klinigine bagvuran hastalardan temin edilen total periferik kandan AR, AR-V7
ve AR-V567es genlerinin real-time PCR ydntemi ile RNA dizeyinde ekspresyonlari
incelenerek hastaligin evresine 6zgu ifade profillemesi yapilmigtir. NF-kp yolagi ise
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NF-kB insana-6zgl ELISA Kkiti ile incelenmistir. HSP-27 ekspresyonu da yine HSP-
27 ELISA Kkiti ile protein dizeyinde arastinimistir. Metastatik prostat kanserinde
gozlenen kemoterapi ve androjen deprivasyon tedavisine direncin altinda yatan
regulasyonu bozulmus bu mekanizmalarin aydinlatiimasi, klinikte ve molekuler

arastirmalarda onem tasimaktadir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Geregler
3.1.1. Kullanilan cihazlar

e Karbondioksitli etiv (Sanyo)

e Laminar kabin (Danlaf)

e Hassas terazi (AND-ER-182A)

e Mikroplaka ELISA okuyucu (Spectramax M3, Molecular Devices)
¢ Invert mikroskop (Zeiss)

e Cedex hucre sayim cihazi (Innovatis)

e Spektrofotometre (Nanodrop ND-1000), Thermo Scientific)
e Kuru isiticili blok (Biosan)

e Ph metre (WTW 422)

e Elektroforez gug¢ kaynagi (Thermo)

e Sogutmali santrifuj (Hettich Mikro 22R)

e Manyetik karistirici (TMA 2071)

e Spin vorteks (Biosan)

e Western Blot aparatlari (Biorad)

e Vorteks (Biosan)

e Mikrodalga firin (Argelik)

e Mikropipetler; 10ul, 100ul, 1000ul (Axygen)

e Derin dondurucu -30°C (Sanyo)

e Derin dondurucu -86°C (Sanyo)

e Buzdolabi (Arcelik)

3.1.2. Kullanilan sarf malzemeleri

Hicre kalttra flasklari, 25cm? ve 75 cm? (SPL)
15ml santrifuj tipa (SPL)
50ml santrifuj tipu (SPL)

Hucre kultart igin 96 ve 6 kuyucuklu plate (SPL)
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e Hucre dondurma tupleri (SPL)
o Steril pipet uglari (AXYGEN)

3.1.3. Kullanilan kimyasallar

e Hlcre kulturu besiyeri; RPMI 1640 (BIOSERA)

e Fetal Bovine Serum (FBS) (BIOSERA)

¢ CS-FBS (BIOSERA)

¢ Penisilin/Streptomisin antibiyotik (BIOSERA)

e L-Glutamin (Thermo)

e Tripsin (Thermo)

¢ Dimetil Sulfoksid (DMSO) (Thermo)

e Fenilmetilsulfonilflorid (PMSF) (SIGMA)

e Etanol (Sigma)

¢ RIPA Lizis Buffer (SIGMA)

e Phosphate-Buffered Saline (PBS) (Gibco)

e Primerler (AR, AR-V7, AR-V567es, B-aktin) (NZYTECH)
¢ Trizol Reagent (ABP BIO)

e Amonyum Persulfat (APS) (Amresco)

e Sodyum dodesil stilfat (SDS) (Amresco)

e Tetramethylethylenediamine (TEMED) (Amresco)

¢ Tris base (FISHER)

eYagsiz sut tozu (CST)

¢BAY11-7082; NF-kB inhibitdrt -10MG (SANTA CRUZ)
« KRIBB-3; HSP27 inhibitorii (sc-252935) 5 mg (SANTA CRUZ)
e ColorPlus Protein Standardi (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 pymol (DHARMACON)



¢ SiRNA Buffer (FUGENE HD)

¢ GAPD Control Pool — Human (DHARMACON)

e Transfeksiyon Reagent (THERMO)
e NFkB p65 primer antikor (THERMO)

e Phospho-IKK alpha/beta (Serl180, Serl181) primer antikor (THERMO)
e Phospho-HSP27 (Ser85) primer antikor (THERMO)

e Androgen Receptor primer antikor (THERMO)

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

¢ AR-V567es primer antikor (ABCAM)
¢ 3-Aktin primer antikor (CST)

¢ Bcl-2 primer antikor (THERMO)

e Noxa primer antikor (THERMO)

e Sekonder antikor (CST, THERMO)

3.1.4. Kullanilan kitler

e Hlicre Proliferasyon Kiti, WST-1 (Roche)

e Human NF-kB Elisa kiti (ELABSCIENCE)
e Human HSP-27 Elisa kiti (ELABSCIENCE)
¢ cCDNA Sentez Kiti (WI1ZBIO)

e Master Mix (WIZBIO)

¢« BCA Protein Tayin Kiti (Thermo)

3.1.5. Kullanilan solusyonlarin hazirlanigi

%10’luk RPMI 1640 besiyerinin hazirlanisi

25

500 ml’ lik besiyeri igerisinden 50 ml ¢ekildi. Ardindan sirasi ile 50 ml énceden 1si
ile inaktive edilmis FBS, 5 ml 200 mM’lik L-Glutamin, 5 ml 100 pg/mr’lik antibiyotik

karigimi eklendi.
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%71’lik RPMI 1640 besiyerinin hazirlanisi

500 ml’ lik besiyerinden 5 ml ¢ekildi. Ardindan isi ile inaktive edilmis 5 ml FBS, 5 ml
200 mM’lik L-Glutamin, 5 ml 100 pg/ml’lik antibiyotik karigimi eklendi.

Hicre lizis solisyonunun hazirlanisi

10X konsantrasyondaki solisyondan 1ml alinip distile su ile 10 ml‘e tamamlandi. Bu

sekilde 1X’lik galisma soltisyonu hazirlandi.

PMSF sollusyonu

0,3484 gr PMSF hassas terazide tartildi ve 10 ml izopropanol icerisinde ¢ézduraldi.

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

27,23 gr Tris base tartildiktan sonra 80 ml suda ¢ézduruldi. pH metre ile ph degeri
HCIl ile 8,8’e ayarlandi. Daha sonra total hacim distile su ile 150 ml’e tamamlandi.

Hazirlanan sollisyon +4°C’de saklandi.

0,5 M Tris buffer (ph:6.8) (100 ml)

6 gr Tris base tartildiktan sonra 60 ml suda ¢ozdurulup ph degeri 6,8’e ayarlandiktan
sonra total hacim distile su ile 100 ml’e tamamlandi. Hazirlanan solusyon +4°C’de

saklandi.

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 igerisinde
¢ozduruldu. Ardindan, total hacim 1000 ml’e distile su ile tamamlandi.



27

10x Tris glisin stok solisyonu

30,3 gr tris base ve 144 gr glisin 1000 ml distile suda ¢6zduruldu.

Transfer buffer

100 ml 10X konsantrasyondaki Tris glisin stogundan, 70 ml %7 lik metanolden, ve
7 ml %10 luk SDS karigtirilarak 1000 ml’e distile su ile tamamlandi.

Amonyum persiilfat (APS) sollisyonu

100 mg APS, 1 ml suda ¢ozulerek hazirlandi. Her calisma Oncesi yeni APS

hazirlandi.

10X TBS sollisyonu

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

Primer antikorlarin hazirlanisi

10X konsantrasyondaki TBS 1X’e dilie edildi. Ardindan 10 ml alindi. Daha sonra
%5 lik 0,5 gr BSA ve %0,05’lik 5 yl sodyum azid ¢ozeltisi ile karistirildi. Bu sollsyon

ile primer antikor 1:1000 oraninda dilue edildi.

Sekonder antikorlarin hazirlanisi

1X TBS, %0,1 tween20 ve yadsiz sit tozu ile en az 1:5000 oraninda hazirlandi.

Membran bloklama soliisyonu

10 ml 1X TBS igerisinde %1 Tween20, ve %5 lik 0,5 gr BSA ile taze hazirlandi.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Hiicre kultiiri

LNCaP, PC-3 ve 22Rv1 prostat kanseri hiicre hatlari, inaktive edilmis %10 FBS, 200
mM L-glutamin, 100 U/ml penisilin, 100 ug/ml streptomisin ile desteklenmis RPMI-
1640 besi yerinde, 37 C inkubatorde ve %5 CO2 igeren nemlendirilmis ortamda ilag
uygulamalari gerceklestirilene kadar kultire edilmiglerdir. 22Rv1 hucreleri ayrica
androjen deprive bir ortam yaratmak icin ilaglarin uygulanmasindan énceki 7-10 giin
boyunca cs-FBS (charcocal stripped-FBS) ile desteklenmis besiyerinde kiltlre
edildi.

LNCaP hucreleri, 50 yasinda erkek hastanin sol supraklavikiler lenf digumuandeki
metastatik bir lezyonun igne aspirasyon biyopsisinden elde edilen klglk doku
parcalarindan gelistirilmistir. Bu hasta, hormonal tedaviye minimal ve gegici yanit
veren ve kemoterapiye cevap vermeyen, progresif bir prostat kanseri hastasi idi. Bu
hlcreler ginimuizde halen birgok preklinik ¢alismada kullaniimaktadir. LNCaP

hlcreleri, prostata 6zgu genlerin gogunu eksprese eder ve AR pozitifdir.

PC-3 hucreleri, 62 yasindaki bir hastadan elde edilen 4. derece prostatik bir
adenokarsinomdan olusturulmustur. Hlcreler agar iginde buylr ve nude farelerde
tumor Gretme kapasitesine sahiptir. Dusuk asit fosfataz ve testosteron-5-a reduktaz
aktivitesi gosterir. Ayrica AR negatiftir ve bu amacla androjenden bagimsiz model

olarak ¢alisiimaktadir.

Calismamizda kullanilan UGglncu hicre hattt 22Rv1, CWR22R insan prostatik
karsinoma ksenograft hattindan tiretilmis olup PSA eksprese eder. DHT tarafindan
hafif olarak uyarilir ve AR ekspresyonu bakimindan pozitiftir. BUyume, epidermal
baylime faktoru tarafindan uyarilir ancak transforme buyume faktéru-betal (TGF-
B1) ile inhibe edilmez. Yapilan ¢alismalarda, AR varyantlari bakimindan da pozitif
oldugu gosterildidi icin, ileride anlatilacak AR-V7 siRNA ile baskilama deneyleri i¢in

bu hlcre hatti segilmigtir.
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3.2.2. ilag uygulamalari

NFKB inhibitort BAY11-7082 ve/veya HSP27 inhibitori KRIBB3 ajanlari optimal
dozun belirlenebilmesi igin uygun doz araliklarinda ve zamanlarda hucrelere

uygulanmigtir.

LNCaP hucrelerine, BAY 11-7082’nin 1-20uM araligindaki dozlari 24 ve 48 saat
surelerinde uygulanmistir. KRIBB-3 ise yine 24 ve 48 saat boyunca 0,1-10uM doz

araliginda uygulanmistir.

PC-3 hucrelerine, BAY 11-7082’nin 1-15uM araligindaki dozlari 24 ve 48 saat
surelerinde uygulanmistir. KRIBB-3 ise 24 ve 48 saat boyunca 0,1-10uM doz

araliginda uygulanmistir.

22Rv1 hucrelerine, BAY 11-7082’nin 1-20uM araligindaki dozlari 24 ve 48 saat
surelerinde uygulanmistir. KRIBB-3 de tekli olarak 24 ve 48 saat boyunca 0,1-10uM

doz araliginda uygulanmisgtir.

Her U¢ hucre hattina da bu ilaglarin kombine dozlari ise yalnizca 24 saat suresince
uygulanmigtir. Cozutcu kontrola olarak DMSO kullanildi ve ayni sureler igin hicreler
inkibe edildi. inkiibasyonun ardindan ilaglarin her bir dozu igin sitotoksik etkiler
belirlendi. Her bir konsantrasyon degeri icin birbirinden 3 ayri kaltlr yapilarak deney

tekrarlandi.

3.2.3. Hucre canliiginin belirlenmesi

Belirtilen inklbasyon surelerinin dolmasinin ardindan, kullanilan inhibitdrlerin
hdcrelerin canlihdi Gzerine etkisinin belirlenmesinde WST-1 yontemi kullaniimigtir.
WST-1 yontemi, kiltire edilmis hucrelerde hiicre gogalmasini, hicre canliligini ve
sitotoksisiteyi spektrofotometrik olarak gosteren basit ve hizl bir yontemdir. WST-1
protokoli, WST-1 tetrazolyum tuzunun formazan'a hicresel mitokondriyal
dehidrojenazlarla ayrilmasina dayanir. Canh hdcrelerin  sayisi  arttikca,
mitokondriyal dehidrojenazlarin aktivitesi artar ve sonugta olusan formazan boyasi

miktar! artar.
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LNCaP, PC-3 ve 22Rv1 hicrelerinde BAY 11-7082, KRIBB-3 ve bunlarin kombine
dozlarinin hicrelerin canhliklari Gzerine olan etkileri WST-1 yontemi ile belirlendi.
Kulture edilen LNCaP, PC-3 ve 22Rv1 hucreleri, T-75 hucre flasklarinin yaklagik
olarak %70 yogunluga ulastiginda besiyerleri ¢ekildi. Ardindan yaklasik 5-10 ml
PBS ile flasklar yikandi. Daha sonra htcreler yaklagsik 5 ml Tripsin ile muamele
edilerek hacrelerin birbirlerinden ve flask yuzeyinden ayrilmalari saglandi. Flasklar
icerisine bir miktar besiyeri eklendikten sonra hdcrelerin tamami ¢ekilip 15 ml’lik
falkon tupleri igerisine alindi ve 1700 rpm, 10 dk santrifujden sonra hucre pelleti
uzerine %7’lik besiyerinden 1 ml eklendi. Ardindan hucreler tripan mavisi ile
karistirllip Cedex hicre sayim cihazinda sayildi. Daha sonra 96 kuyulu hticre kalttr
kaplarina her bir kuyucuga yaklasik 5000 hucre gelecek sekilde hesaplanip 100 pl
%1 FBS igeren besiyeri ile yeni ekim yapildi. Hicreler bir gece boyunca flask
yuzeyine yapigmalari igin 37°C 1sida %5 CO:2li etlvde inkibasyona birakildi. 24
saat sonra hulcrelerin besiyerleri uzaklastirildi. Belirtilen dozlarda LNCaP, PC-3 ve
22Rv1 hdcrelerine sirasi ile BAY 11-7082, KRIBB-3 ve bunlarin kombine dozlari
belirtilen miktarlarda ve sureler boyunca uygulandi ve etlivde inkibasyona
birakildilar. Bu surelerin sonunda 96 kuyucuklu flaskdan her bir kuyucuktaki
hlcrelerden ilacli besiyerleri ¢ekildi. Ardindan 100 pl fenol kirmizisi icermeyen RPMI
1640 besiyeri ve 10 yl WST-1 her bir kuyucuga kondu. Etive takrar alinan hcreler,
yaklasik 3 saatin sonunda ¢ikarildi ve ELISA okuyucusunda 540 nm dalga boyunda

okutulduktan sonra hucre canlihgr hesaplamalari excel programi Gzerinde yapildi.

3.2.4. RNA:I ile baskilama

22Rv1 hicreleri, 6 kuyucuklu flasklarda kuyucuk basina 4 x 10° hiicre yogunlugu
olacak sekilde ekildi. AR-V7' ye 6zgu siRNA stogu, 1xsiRNA buffer icerisinde
seyreltilerek -80 C'de saklanmistir. Uretici firmanin talimatlari dogrultusunda,
FUGENE HD Transfeksiyon Reaktifi kullanilarak AR-V7'ye 6zgl siRNA (hedef
sekans; GACCAGACCCUGAAGAAAG) ve hedefleme yapmayan kontrol havuzu ile
22Rv1 hucreleri transfekte edildi. Transfeksiyondan yaklagik 72 saat sonra protein

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

Ilk asamada siRNA baskilama uygulanmamig 22Rv1 hicreleri ile LNCaP
hdcrelerinde belirtilen ajanlarin tekli veya kombine dozlarinin uygulanmasinin
ardindan inktbasyon sureleri beklendikten sonra hticrelerden RIPA buffer aracilidi
ile uygun protokol adimlari takip edilerek total protein izolasyonu yapilmistir. Daha
sonra baskilama uygulanmis fakat ilag/ilaglar veriimemis 22Rv1 hucrelerinden
protein izolasyonu yapilmistir. Uglincli olarak hem siRNA baskilama hem de
ilac/ilaglar uygulanmis 22Rv1 hicrelerinden protein izolasyonu gergeklestirilmistir.
izolasyonun ardindan miktar tayini icin BCA protein assay kiti kullaniimistir. BCA

protein Olgim Kiti ile asagidaki basamaklara goére gergeklestirildi.

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 ug/ml konsantasyon degerlerinde standart tipler hazirlandi.

2- Hazilanan bu standart tiplerden ve protein érneklerinden 96 kuyucuklu plakanin
her birine 25’er pl eklendi.

3- Kit igerisinde bulunan Reaktif B ve A solisyonlar 1:50 oranda olacak sekilde
hazirlandi.

4- Bu reaktif karisimindan her bir kuyucuga 200’er ul eklendi.

5- 37°C lik inkUbatorde yarim saat kadar inkiibasyondan sonra mikroplaka ELISA
okuyucuda 450 nm dalga boyunda plaka okutuldu ve g¢ikan sonuca gore excel
programinda standart egri cizilerek western blot jel ylUklemesinde gereken

protein miktarlari hesaplandi.

Protein duzeyinde ifadelenme ve gesitli post-translasyonel modifikasyonlar Western
Blot yontemi ile belirlenmistir. Esit miktarda protein SDS-PAGE’de yurutildikten
sonra PVDF membranina wet blotting ile aktariimistir. Membran %5’lik yagsiz sit
tozu ile bloklandiktan sonra NFKB-p65, p-IKK a/f, p-HSP27, AR, AR-V7 ve AR-
V567es hedef genlerine ait primer antikorla sonrasinda ise sekonder antikorla
muamele edilmigtir. Kemiliminesan kullanilarak proteinler membran Uzerinde
gorunar hale getirilmis ve imaging cihazi ile goruntuleme gergeklestirilmistir. Protein

yukleme kontroll olarak B-Aktin kullaniimistir.
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3.2.6. Hasta ve kontrol grubu

Calismaya 25 adet saglikli kontrol, 25 adet prostat kanserli hasta ve 40 adet
metastatik evredeki prostat kanserli hasta dahil edilmistir. Calismaya dahil edilen
kan drnekleri, kontrol ve prostat kanseri grubu Gazi Universitesi Tip Fakultesi Uroloji
Poliklinigine basvurmus hastalardan, metastatik evredeki prostat kanserli hasta
grubu ise Hacettepe Universitesi Tip Fakultesi Uroloji Poliklinigine basvurmus
hastalardan onay alinarak temin edilmistir. Uroloji poliklinigine bagvuran
hastalardan prostat kanseri tanisi alanlar igin gerekli tetkikler oOnceden
gerceklestirildiginden, skorlama verileri de hastalarin dosyasinda kaydedilmigtir.
Calismaya alinan hastalardan higbir cerrahi operasyon gegirmemis ve ilag almamig
olanlar ile metastatik prostat kanseri tanisi konmus hasta kanlari galismaya dahil
edilmistir. Alinan kan o&rnekleri Tibbi Biyoloji Anabilim Dal laboratuvarinda
muhafaza edilmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin klinikopatolojik

karakteristikleri Cizelge 3.1 ve 3.2.’de belirtilmistir.



Cizelge 3.1. Prostat kanseri hastalarinin klinikopatolojik karakteristikleri
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PCa Lokal PCa Lokal ileri PCa
N N
[k tan1 PSA <10 13 6
10-20 3 2
>20 - 1
T evre
T2 15 -
T3 1 9
Gleason Skoru
6 7 3
7 8 3
8 1 2
9 - -
10 - 1

Cizelge 3.2. Metastatik prostat kanseri hastalarinin klinikopatolojik karakteristikleri

Metastatik PCa N
[k tan1 PSA <20 11
>20 29
T evre
T3 12
T4 6
T3-T4 22
N evre
N1 24
NO 16
M evre
MO 3
M1la 5
M1b 28
Milc 4
Gleason Skoru
8 10
9 17
10 13

3.2.7. Periferal kan orneklerinden serum eldesi

Serum ayirma tiplerine alinan kan 6rnedi bu tiplerde oda isisinda 1 saat

beklendikten sonra uygun miktarda santriflj edilip serum kismi yeni tuplere

alinmistir. Ornekler kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmustir.
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3.2.8. Tam kandan RNA izolasyonu ve Real-Time PCR

Trizol RNA izolasyon kiti igerisinde yer alan protokole gore tam kan orneklerinden
RNA izolasyonu gerceklestiriimis ve Nanodrop cihazinda miktar ve saflik dlgimleri
yapiimigtir. cDNA sentez kiti ile cDNA eldesi gergeklestirilerek AR, AR-V7 ve AR-
V567es hedef genlerine ait asagida dizileri verilmis primer ve problar ile reaksiyon
karisimi hazirlanarak RT-PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir. Amplifikasyonlar 20
pl toplam tepkime hacmi igerisinde cDNA, mRNA’ya 6zgun primerler ve problar,
master mix ve distile su kullanilarak gergeklestiriimistir. AR, AR-V7, AR- V567es,
hedef genlerine ait primer diziler asagidaki gibidir; kontrol amacli housekeeping gen

olarak B-Aktin kullaniimigtir.

*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'
«B-Aktin

Forward 5'-CCTGCACCACCAACTGCTTA-3..
Reverse 5'-GGCCATCCACAGTCTTCTGAG-3

3.2.9. ELISA yontemi

Kan 6rneklerinden elde edilen serum orneklerinde NF-k[3 aktivitesini belirlemek igin
kolorimetrik NF-k3 Transcription Factor Elisa Kiti kullaniimistir. Bu yontemde NF- k(3
baglanma bdlgesini bulunduran primer antibody 96 kuyucuklu plakaya immobilize
edilmistir. Nukleer veya tim hicre ekstraklarinda bulunan aktif NF-kf3,
oligonukleotide spesifik olarak baglanir ve Uzerindeki epitopu taniyan primer
antikorlar tarafindan yalnizca NF-kB etkinlestirildiginde ve baglandigi zaman

erigilebilir olarak tespit edilir. HSP-27 ifadelenmesi de yine ayni metod ile Human
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HSP-27 ELISA kitinde incelenmigtir. Son olarak HRP-konjuge sekonder antikor ile

OD 450 nm'de ELISA reader cihazinda okutularak sonuglar alinmistir.

3.2.10. Istatistiksel analiz

Hucre canliligi istatistiksel test yontemleriyle dederlendirilmistir. Veriler “SPSS 15.0”
istatistik programi kullanilarak analiz edilmigtir. Anlamlihk degeri p < 0.05 olarak
kabul edilmigtir. Western blot yonteminden elde edilen bant goruntuleri ImageJ
programi kullanilarak kantitatif olarak analiz edilmistir. mMRNA dizeyinde analiz igin
RT-PCR sonucunda elde edilen ct degerleri REST 2009 V2.0.13 programi ile analiz
edilmistir. REST istatistik programi, Pfaffl esitligi olarak bilinen bir denklem ile,
kantitatif ekspresyon degerlerinin (ct value) kontrol ve hasta grubunda

karsilastirmasini gerceklestiren bir programdir.
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4. BULGULAR

4.1. NF-KB inhibitérii BAY11-7082 ve HSP-27 inhibitérii KRIBB-3’lin Prostat
Kanseri Hiicre Hatlarinin Canliliklar ve Proliferasyonlari Uzerine Etkisinin

incelenmesi

BAY11-7082 ve KRIBB-3'Un anti-proliferatif etkisini belirlemek igin, LNCaP
hdcrelerine BAY11-7082 ‘nin 1-20uM araligindaki doz degerleri 24 ve 48 saat olarak
uygulandi. KRIBB-3 ise yine 24 ve 48 saat surede 0,1-10uM doz araliklarinda
uygulandi. Bu inhibitérlerin kombine dozlari ise Sekil 4.3’de belirtilen dozlarda 24

saat olarak uygulanmistir.

Sonuglarimiza goére, 24 ve 48 saatlik BAY11-7082 uygulamasindan sonra LNCaP
hlcrelerinde, hicrelerin yarisi igin 6limcul doz olan ICso de@erleri sirasiyla, 15uM
ve 7,5uM olarak bulundu. ik dozlarda proliferasyon diizeyinde anlamli bir degigiklik
gozlenmezken, ozellikle 7,5uM dozdan sonra hucre canlihdi anlaml olarak

azalmaya baslamistir (p<0,05) (Sekil 4.1).

KRIBB-3 uygulamasinda ise, 24 ve 48 saatlik ICso de@erleri sirasiyla 2,5uM ve 1 yM
olarak bulunmustur. KRIBB-3, hucre proliferasyonunun inhibisyonu agisindan,
BAY11-7082 'den doz orani bakimindan daha potent olarak gézlendi. En yuksek
uygulama dozu olan 10uM degerinde hicre canhligi sifira yakin olarak gézlemlendi
(Sekil 4.2).

Bu inhibitérlerin LNCaP hticrelerine 24 saatlik kombine dozlarinin uygulanmasi
sonucunda ise, I1Cso degeri 2,5 uM BAY11-7082 ve 1 uM KRIBB-3 kombinasyonu
olarak bulundu. (Sekil 4.3). Tekli ve kombine dozlarda zamana ve doza bagimli

olarak azalan bir proliferasyon orani izlendi.
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Sekil 4.1. LNCaP hucrelerinin (5000hucre/kuyu) BAY11-7082 ile belirtilen dozlarda
24 ve 48 saat inkUbasyonu sonucu belirlenen hucre canlilik oranlari *;
p<0.05, +; 24 saat uygulamada goérulen ICso degeri, ¢; 48 saat
uygulamada gorilen ICso degeri.
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Sekil 4.2. LNCaP hucrelerinin (5000hucre/kuyu) KRIBB-3 ile belirtilen dozlarda 24

ve 48 saat inkubasyonu sonucu belirlenen hucre canlihk oranlari *;
p<0.05, +; 24 saat uygulamada goérulen ICso degeri, ¢; 48 saat
uygulamada goérilen ICso degeri.
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Sekil 4.3. LNCaP hucrelerinin  (5000hdcre/kuyu) BAY11-7082 ve KRIBB-3
kombinasyonu ile belirtilen dozlarda 24 saatlik inklibasyonu sonucu
belirlenen hicre canlilik oranlari *; p<0.05, +; 24 saat uygulamada
gorulen 1Cso degeri.

Calismamizda kullandigimiz bir diger hicre hatti olan PC-3 hicrelerinde BAY11-
7082 ve KRIBB-3'lUn anti-proliferatif etkisini belirlemek igin, BAY11-7082 ‘nin 1-15

MM araligindaki doz degerleri 24 ve 48 saat surede uygulandi.

KRIBB-3 ise yine 24 ve 48 saat surede 0,1-10 yM doz araliklarinda uygulandi. Bu
inhibitorlerin kombine dozlari ise Sekil 4.6’da belirtilen dozlarda 24 saat olarak

uygulanmistir.

Sonuglarimiza goére, PC-3 hucrelerinde, 24 ve 48 saat surede BAY11-7082
uygulamasindan sonra ICso degerleri sirasiyla yaklagik 15 yM ve 5 yM olarak
bulundu. Hucre proliferasyonu 2,5 yM dozdan itibaren anlamli olarak azalmaya
baslarken (p<0,05), yuksek oranda azalmaya basladigi doz 24 saatte 10 uyM , 48
saatlik uygulamada ise 7,5 yM degerleridir. (Sekil 4.4).

KRIBB-3 uygulanmasinda ise, 24 ve 48 saatlik ICso de@erleri sirasiyla 1 yM ve 0,25

MM olarak gozlendi.
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LNCaP hicrelerinde oldugu gibi PC-3 hicrelerinde de KRIBB-3'Un hicre
proliferasyonunun azaltilmasinda BAY11-7082 'den daha etkili oldugu goraldi. PC-
3 hiucre hattinda farkli olarak, 2,5-10 uM doz araliklarinda 48 saatlik uygulamalarda
hacre canliligr sifir dizeyine yakindi (Sekil 4.5).

Bu ilaglarin kombine dozlarinin 24 saatlik uygulanmasinda ise, 1Cso degeri 5 uM
BAY11-7082 ve 0,5 pM KRIBB-3 olarak bulundu. (Sekil 4.6). Tekli ve kombine
dozlarda zamana ve doza bagimh olarak azalan bir proliferasyon orani PC-3
hlcrelerinde oldukga belirgin gézlemlenmistir. Sonucglarimiz, PC-3 hucre hattinin,
LNCaP ve 22Rv1 hucrelerine kiyasla inhibitor uygulamasina kargi en duyarli hucre

hatti oldugunu gostermistir.

1[I

Kontrol 1luM 2.5uM SuM 7.5uM 10uM 15uM

Hucre Canliligi %

— s
0888888

Sekil 4.4. PC-3 hucrelerinin (5000hdcre/kuyu) BAY11-7082 ile belirtilen dozlarda 24
ve 48 saat inkibasyonu sonucu belirlenen hicre canliik oranlarn *,

p<0.05, +; 24 saat uygulamada goértlen ICso degeri, ¢; 48 saat
uygulamada gorilen ICso degeri.
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Sekil 4.5. PC-3 hucrelerinin (5000hucre/kuyu) KRIBB-3 ile belirtilen dozlarda 24 ve
48 saat inkUbasyonu sonucu belirlenen hucre canlilik oranlari *; p<0.05,

+; 24 saat uygulamada gorulen ICso degeri, ®; 48 saat uygulamada
gorulen 1Cso degeri.
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Sekil 4.6. PC-3 hucrelerinin  (5000hucre/kuyu) BAY11-7082 ve KRIBB-3
kombinasyonu ile belirtilen dozlarda 24 saatlik inkiibasyonu sonucu
belirlenen hicre canlilik oranlari *; p<0.05, +; 24 saat uygulamada
gorulen 1Cso degeri.
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Calismamizda kullanilan Gglincl hicre hatti olan 22Rv1 hicrelerinde BAY11-7082
ve KRIBB-3'Un anti-proliferatif etkisini belirlemek i¢in, BAY11-7082 ‘nin 1-20 uM
araligindaki doz degerleri 24 ve 48 saat sureli olarak uygulandi. KRIBB-3 ise yine
24 ve 48 saat olarak 0,1-10 pyM doz araliklarinda uygulandi. Bu inhibitorlerin
kombine dozlari ise Sekil 4.9°da belirtilen dozlarda 24 saat stirede uygulanmistir.
Sonuglarimiza gore, 22Rv1 hucrelerinde, 24 ve 48 saat surede BAY11-7082
uygulamasindan sonra ICso dedgerleri sirasiyla yaklagik 10 uM ve 5 uM olarak

bulundu.

BAY11-7082’nin hlcre proliferasyonunu azaltici etkisi genel olarak LNCaP
hlcrelerine benzer bir profil gosterirken, LNCaP hucrelerinden farkh olarak 1 yM

gibi diguk dozlardan itibaren anlaml olarak bir azalma goruldi. (p<0,05) (Sekil 4.7).

KRIBB-3 uygulanmasinda ise, 24 ve 48 saatlik ICso degerleri sirasiyla 2,5 uM ve 1
MM olarak gozlendi ki bu deger LNCaP hucrelerinde bulunan degerin aynisi idi.
Diger hucre hatlarinda oldugu gibi 22Rv1 hucrelerinde de KRIBB-3'Un hucre
proliferasyonunun azaltiimasinda BAY11-7082 'den daha etkili oldugu goérulda.
Ancak 22Rv1 hicre hattinda farkli olarak, 15 ve 20 uM gibi ylksek doz araliklarinda
gerek 24 gerekse de 48 saatlik uygulamalarda hucre canlihgl oldukga az da olsa
sifir duzeyin Ustunde izlendi. (Sekil 4.8). Bu bakimdan, 22Rv1 hucreleri inhibitorlere

diger hucre hatlarindan daha direncgli olarak gdzlemlenmigtir.

Bu ilaglarin kombine dozlarinin 24 saatlik uygulanmasinda ise, 1Cso degeri 7,5 yM
BAY11-7082 ve 1 uM KRIBB-3 olarak bulundu. (Sekil 4.9).

Tekli ve kombine dozlarda zamana ve doza bagiml olarak azalan bir proliferasyon
orani 22Rv1 hucrelerinde de gdézlemlenmistir. Ancak, tekli dozlarda oldugu gibi
kombine dozlarda da diger hucre hatlarina kiyasla proliferasyon diuzeyi dusuk

dozlarda ylUksek miktarda azalma gdstermemisgtir.

Sonuglarimiz, 22Rv1 hicre hattinin, inhibitér uygulamasina karsi anlaml
dizeylerde proliferasyon azaltici etkisini gdstermekle birlikte, LNCaP ve PC-3
hdcrelerine kiyasla inhibitdr uygulamasina karsi en direngli hicre hatti oldugunu

gostermigtir. Her U¢ hucre hattinda gozlemledigimiz sonuglar, bu inhibitorlerin
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uygulama zamani iginde canliligi tekli ve kombine uygulamada doza bagli bir sekilde

anlamli olarak azalttigini géstermistir.
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Sekil 4.7. 22Rv1 hucrelerinin (5000hucre/kuyu) BAY11-7082 ile belirtilen dozlarda
24 ve 48 saat inkubasyonu sonucu belirlenen hicre canlilik oranlari *;

p<0.05, +; 24 saat uygulamada gorulen ICso degeri, ¢; 48 saat
uygulamada gortilen ICso degeri.

: - : % X W 24 saat
l l |/ tt l'::48saat
il [ 3

Kontrol 0.1uM 0.25uM 0.5uM ll.M' 25uM SuM 10uMm

bt e
8 3

Hiicre Canliigh %
& & 8

~o
o

-

Sekil 4.8. 22Rv1 hicrelerinin (5000hicre/kuyu) KRIBB-3 ile belirtilen dozlarda 24
ve 48 saat inkUbasyonu sonucu belirlenen hicre canlilik oranlari *;

p<0.05, +; 24 saat uygulamada gorilen ICso degeri, »; 48 saat
uygulamada goérulen ICso degeri.
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Sekil 4.9. 22Rv1 hdicrelerinin (5000hicre/kuyu) BAY11-7082 ve KRIBB-3
kombinasyonu ile belirtilen dozlarda 24 saatlik inkibasyonu sonucu
belirlenen hiicre canlilik oranlar *; p<0.05, +; 24 saat uygulamada
gorulen 1Cso degeri.

4.2. AR, AR-V7 ve AR-V567es'in Bazal ifade Seviyelerinin Protein Diizeyinde

incelenmesi

Calismamizda prostat kanserli hiicre hatlarinda AR, AR-V7 ve AR-V567es’in protein
dizeyinde bazal ekspresyon seviyelerini belirlemek igin inhibitér uygulanmamis
LNCaP, PC-3 ve 22Rv1 hucrelerinden total protein izole edildi. S$ekil.4.10'da
goruldugu gibi, 22Rv1 ve LNCaP hucreleri tam wuzunluktaki AR’nG ifade
etmektedirler. AR-V7 ekspresyonu incelendiginde ise, 22Rv1 hlcreleri pozitif iken,

LNCaP hucreleri varyant ifadelenmesi géstermemistir.

Literatirde, 22Rv1 hucrelerinin AR-V567es’i RNA ve protein duzeyinde ifade ettigi
belirtiimigtir. Bu amacla biz de AR-V7 ve iligkili yolaklarin inhibe edilmesinin AR-
V567es uUzerine etkisini de arastirabilmek igin dncelikle AR-V567es ifadelenmesini
inhibitor almamig 22Rv1 hicrelerinde inceledik. Ancak 22Rv1 hucreleri bekledigimiz
gibi yuksek duzeyde AR-V567es ifadelenmesi gostermedi. Bu nedenle, sonraki

deneylerin sonuglari yalnizca AR-V7 Gzerinden yorumlanmigtir.
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PC-3 hucreleri ise beklendigi gibi hem tam uzunluktaki AR ekspresyonu hem de
varyant AR ekspresyonu bakimindan negatif olarak gézlenmistir. Sonug olarak, ¢
hdcre hattinin hepsinde AR-V7 ekspresyonu agisindan, sadece 22Rv1 hicrelerinin
AR-V7 pozitif oldugunu dogruladik ve bu nedenle siRNA baskilama deneylerini

22Rv1 hucrelerinde gergeklestirdik.

22Rvl  LNCaP PC-3

AR
AR-V7

AR-V567es
B-Aktin

Sekil 4.10. inhibitér uygulanmamis 22Rv1, LNCaP ve PC-3 hiicre hatlarinda AR,
AR-V7 ve AR-V567es’'in protein dlzeyindeki i¢sel ekspresyon
seviyeleri.

4.3. BAY11-7082 ve KRIBB-3'un AR, AR-V7, P65, Fosforile IKK a/f3 ve Fosforile

HSP-27’nin ifadelenmeleri Uzerine Etkilerinin incelenmesi

22Rv1 hucrelerine, tekli doz olarak 10uM BAY11-7082 ve 2.5uM KRIBB-3; kombine
doz olarak ise 7.5uM BAY11-7082 ile 1uyM KRIBB-3 uygulanmistir. 6, 24 ve 48
saatlik inkiibasyondan sonra uygun protokol adimlariyla protein izolasyonu
gerceklestirildi. sSIRNA baskilamasi bu asamada uygulanmamistir, ilaglarin sadece

zamana bagli etkileri incelenmisgtir.

Sonuglarimiza gdére, AR ekspresyon seviyesinin azalmasi, 48 saatlik KRIBB-3
dozunda, kombine dozda maksimum dusus ile birlikte gbzlendi. Diger doz ve
surelerde belirgin bir degisim bulunmadi. Benzer sekilde, AR-V7'nin ekspresyon
seviyesi 48 saatlik KRIBB-3 dozunda maksimum bir dlisus gdsterdi, ancak kombine
dozda higbir degisiklik goriimedi.
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p65'in ekspresyon seviyesindeki disus, BAY11-7082 'nin 48 saatlik dozunda
g6zlendi. Bununla birlikte, 48 saatlik KRIBB-3 dozunda bir degisiklik bulunmadi. p65
ekspresyon seviyesinin 48 saatlik kombine doz uygulamasinda oldukc¢a azaldigi

gozlendi.

p-IKK a / B ifadesi, 6 saatlik BAY11-7082 dozunda azalmaya baslarken, diger
dozlarda ve zamanlarda higbir degisiklik gdzlenmedi. Hsp-27 fosforilasyonu ise, 48
saatlik kombine inhibitor dozunda neredeyse gorulemeyecek kadar bir azalma
meydana gelmistir. Ayrica, 6 ve 24 saatlik dozlarda fosforile proteinler digindaki

diger proteinlerde herhangi bir ekspresyon degisikligi gézlenmemistir.

PC-3 hucreleri 6, 24 ve 48 saat boyunca tekli doz 7,5uM BAY11-7082 ve 1uM
KRIBB-3 ve kombine olarak 2.5uM BAY11-7082 ve 1uM KRIBB-3 ile muamele
edilmistir. Bu hlcrelerde gdzlenen en dikkat ¢ekici sonug, kombine dozlarda p65
ekspresyon seviyesinin azalmasi ve 48 saatlik kombine dozda HSP-27

fosforilasyonunun neredeyse tamamen kaybi idi.

LNCaP hucreleri, tekli doz 15uM BAY11-7082 ve 2.5uM KRIBB-3 ve kombine doz
olarak da 2.5 yM BAY11-7082 ve 1uM KRIBB-3 ile muamele edildi ve protein
izolasyonu; 6, 24 ve 48 saat inkibasyon sonra uygun protokol adimlari ile yapildi.
22Rv1 hucrelerine benzer sekilde, LNCaP hucrelerinde BAY11-7082 ve KRIBB3'Un
48 saatlik kombine doz uygulamasinda AR ifadesinde bir azalma gozlendi. Azalmis
p65 ekspresyonu 24 saatlik BAY11-7082 dozunda gdzlendi, ancak bu azalma

kombine dozda daha fazla goruldu.

IKK a / B fosforilasyonundaki ilk dlslis 24 saatlik kombine dozda gdzlenirken, 48
saatlik dozda bir degisiklik olmadi. Hsp-27 fosforilasyonundaki maksimum azalma,

48 saatlik kombine dozda gozlendi.
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Sekil 4.11. 22Rv1 (A), PC-3 (B) ve LNCaP (C) hlcre hatlarinda BAY11-7082 ve
KRIBB-3'Un AR, AR-V7, p65, fosfo-IKK a / B ve fosfo-Hsp-27’'nin
ifadelenmeleri Uzerine etkileri.

4.4. AR-V7 siRNA Baskilamanin inhibitorler ile Kombinasyonunun 22Rv1
Hiicrelerindeki Protein ifadelenmesine Etkileri

AR-V7’ye 06zgu siRNA baskilama, uretici firmanin protokoline goére 22Rv1
hicrelerinde gergeklestirildi ve hlicreler 72 saat boyunca inkiibasyona birakildiktan
sonra protein izolasyonu gergeklestirildi. 2.5uM KRIBB-3 ve 10uM BAY11-7082
kombinasyonu, inkibasyon suresinin bitiminden 6 saat dnce siRNA baskilama
yapilmis hucrelere uygulandi. Bu islemlerden sonra protein izolasyonu ve western

blot gerceklestirildi.
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ARV7 baskilamasi sonucunda, beklenen bir sonu¢ olan AR-V7 ifadelenme
azalmasi, AR ifadesinde yaklasik 1,2 katlik bir azalmaile birlikte gézlemlendi. Fakat,
AR ifadelenmesindeki bu azalma istatistiksel olarak anlamli degil idi (p = 0.06).
Ayrica p65 ve Noxa seviyelerinde de anlamli bir degisiklik bulunmadi (sirasiyla p =
0.05 ve p=0.07).

Bcl-2 ekspresyonu incelendiginde ise yaklasik 1.3 katlik bir azalma gozlendi fakat
yine istatistiksel olarak anlamh olmayan (p = 0.052) bir sonu¢ gézlendi. 2,5uM
KRIBB-3 ve 10uM BAY11-7082 kombinasyonu 6 saat slre ile sSiRNA baskilama
yaplilmamis 22Rv1 hicrelerine uygulandiginda, AR-V7 ekspresyonu yaklasik 1.4
kat azaldi (p= 0.05). Ayrica, AR ifadesinde de herhangi bir degisiklik olmadi (p=
0.31).

p65'in ifadesinde ise, yaklasik 1,5 katlik anlamli olmayan bir azalma gézlendi
(p=0.05). Bcl-2 ifadesi yaklagik 2 kat azalirken, Noxa ifadesinde 2.8 katlik bir artis
gozlendi ve bu degisiklikler istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla p= 0.022 ve
p=0.01).

22Rv1 hucrelerinde, AR-V7 siRNA baskilama ve inhibitorlerin kombinasyonunu
uyguladiktan sonra elde ettigimiz sonuglar ise oldukga anlamli idi. Bu kombinasyon
sonucu, ARV7 ekspresyonu kontrole kiyasla 12.5 katlik olduk¢a anlamli bir dusus
gosterdi (p= 0,01).

Her ne kadar AR ifadesi kontrol ile kargilastirildiginda azalmis olsa da, bu azalma
AR-V7'de gbzlemlenen kadar ylksek duzeyde degil idi (yaklasik 3,1 kat; p= 0,02).
p65 ekspresyonu da kontrole kiyasla yaklasik 2 kat azalma gostermistir (p = 0,03).
Bcl-2 ifadesi kontrole kiyasla yaklasik 5 kat azalirken (p= 0.01), Noxa yaklasik 3.5
kat artis gostermistir (p= 0.02).
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Sekil 4.12. 22Rv1 hucre hatlarinda AR-V7’ye 6zgu siRNA baskilamanin inhibitorler
ile kombinasyonunun hedef proteinlerin ifadelenmesi Uzerine etkileri. *;
p<0.05.

4.5. AR, AR-V7 ve AR- V567es’nin Kontrol, Prostat Kanserli ve Metastatik
Prostat Kanserli Hastalarin Tam Kan Orneklerinde mRNA Diizeyinde

ifadelenme Seviyeleri

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz Real-Time PCR sonuglarinda elde edilen

rolatif gen ifadelenme sonuglari REST programi kullanilarak Pfaffl tarafindan
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E {hEdEﬂ ACt (kontrol- hasta)

E (referans) ACt (kontrol- hasta)

Burada belirtilen Ct degeri, tepkime sirasinda olusan floresan sinyalin esik degeri
(threshold value) gectigi andaki dongu sayisini ifade eder. Bu deger, tepkime
basinda mevcut olan cDNA miktari ile ters orantiidir. ACt degeri ise kontrol ile
orneklerin Ct degerleri arasindaki farki gostermektedir. E degeri; PCR

reaksiyonunun etkinligini belirtir.

Sonuglarimiza gore (Sekil 4.13), AR mRNA ifadelenmesi prostat kanseri (PCa)
hasta grubunda kontrol grubuna gore yaklasik 1,6 katlik bir artis gdstermis olup bu
artis istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

Metastatik prostat kanserli (Met-PCa) hasta grubunda ise AR ifadelenmesi kontrol
gruba gore yaklasik 1,8 kat gibi istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermigtir. PCa
ve Met-PCa hasta gruplar karsilastirildiginda ise AR ifadelenmesinde, Met-PCa
grubunda hafif bir artis gortlmesine karsin, bu artis istatistiksel olarak anlaml

bulunmamistir (p>0,05).

AR-V7 mRNA ifadelenmesi PCa hasta grubunda kontrol gruba goére yaklasik 1,4 kat
artis gostermigtir fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).
Met-PCa hasta grubunda ise AR-V7 ifadelenmesi kontrol gruba gére yaklasik 1,7
katlk istatistiksel olarak anlamli bir artis gdstermistir. Yine Met-PCa hasta grubunda
AR-V7 ifadelenmesi, PCa hasta grubuna goére artmis gdzlenmesine ragmen
istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir (p>0,05), fakat AR-V7 ifadelenmesindeki

degdisim, AR’den daha fazla gézlenmisgtir.

AR-V567es varyant mRNA ifadelenmesi, PCa hasta grubunda kontrol gruba gore
yaklasik 1,1 kat artis gostermistir (p>0,05). Met-PCa hasta grubunda AR-V567es

ifadelenmesi kontrol gruba goére yaklasik 1,6 katlik anlamh bir artis gostermistir
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(p<0,05). Ayrica, Met-PCa hasta grubunda PCa grubuna goére AR-V567es

ifadelenmesi anlamli dizeyde artis géstermistir. (p<0,05).

Pca ve Met-PCa hasta gruplari arasindaki en buyuk farklihk AR-V567es varyantinda
gorulmustir. Sonuglarimiza gére, hastaligin evresi ile hem tam uzunluktaki AR hem
de AR varyantlarinin (AR-V7 ve AR-V567es) ekspresyon duzeyleri iligkili

gozlenmisgtir.

p<0,05 p<0,05

2 - p=0,05 p>0,05

p<0,05

1,2
B KONTROL

H Pca
B Met Pca

Ifadelenme Degisi
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AR AR-V7 AR-V567es

Sekil 4.13. AR ile AR-V7 ve AR-V567es AR varyantlarinin kontrol, prostat kanseri
(PCa) ve metastatik prostat kanserli (Met-PCa) hasta kanlarindaki
MRNA dizeyinde ifadelenme degisiklikleri.

4.6. NF-kB ve HSP-27’nin Kontrol, Prostat Kanserli (PCa) ve Metastatik Prostat
Kanserli (Met-PCa) Hastalarin Serum Orneklerinde Protein Diizeyinde

ifadelenme Diizeyleri

Calismamizda hasta érnekleri ile gergeklestirdigimiz ikinci asamasinda ise yine ayni

kontrol ve hasta serum o6rneklerinden NF-kB ve HSP-27 ifadelenmesi protein
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dizeyinde insana 6zgu ELISA Kkitleri ile arastiriimistir. Sonuglarimiza gére, PCa
grubunda kontrol drneklerine gore yaklasik 1,5 kathk artmis NF-kB aktivitesi

bulunmasina ragmen, bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

NF-kB dizeyinde Met-PCa hastalarinda, kontrol grubuna goére yaklasik 2,5 katlik
anlaml bir artis gdézlenmistir (p<0,05). Met-PCa hastalarinda, Pca hasta gruplarina

gore NF-k[3 dluzeyinde 1,7 kat gibi Gnemli miktarda bir artig goralmustar. (Sekil 4.14)

1 P<0,05
0.9 p>0,05

0,8

0,7

0,6 p>0,05

0,5

0,4

0,3

Serum NF-KB (ng/ml)

0,1

Kontrol Pca Met Pca

Sekil 4.14: Kontrol, prostat kanseri (PCa) ve metastatik prostat kanserli (Met-PCa)
hasta serum 6rneklerinde NF- k3 ifadelenme dlzeyleri.

Hsp-27 serum duzeyi de yine en fazla metastatik PCa hastalarinda gézlenmis olup
istatistiksel olarak da anlamhdir (p<0,05). Met-Pca hasta grubunda kontrol grubuna
gore yaklasik 4,6 kat artis gdozlenmistir. Kontrol grubundaki Hsp-27 serum duzeyinin

NF-kB duzeyine gore dusuk olmasi da énemli bir sonug olarak gorulmustur.

PCa hasta grubunda, kontrol gruba goére yaklasik 1,7 kat fazla Hsp-27 ifadelenmesi

g6zlenmesine ragmen istatistiksel olarak farkhlik goralmemistir (p>0,05). PCa ve
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Met-PCa hasta serum HSP-27 dizeylerinde ise, yine metastatik grupta oldukca
artmis aktivite gortlmesine karsin, istatistiksel olarak anlaml bulunmamistir (Sekil
4.15).

P<0,05

0,8

p>0,05

0,7
0,6
0,5

0,4

p>0,05

0,3

Serum Hsp-27

0,2

0,1

Kontrol Pca Met Pca

Sekil 4.15. Kontrol, prostat kanseri (PCa) ve metastatik prostat kanserli (Met-PCa)
hasta serum 6rneklerinde Hsp-27 ifadelenme duzeyleri.

Hsp-27 serum dizeyi, NF-kpB ile karsilastirildiinda metastatik hastalarda prostat
kanserli hastalara gore daha yuksek farklilik gdstermistir. Ayrica, kontrol grubuna
gore prostat kanseri 6rneklerinde ekspresyon artisi yine NF-k3 serum duzeyinden
daha farkl gériinmektedir. Bununla birlikte, kontrol grubunda bulunan Hsp-27 serum
dizeyi, NF-kB serum dizeyinden yaklasik iki kat daha az miktarda bulunmustur. Bu
bulgu, Hsp-27’nin ileri evre prostat kanserli vakalarda énemli bir serum biyobelirteci

olma potansiyelini de artirir niteliktedir.

NF-kB ve Hsp-27’nin serum seviyeleri, AR ve AR varyantlarinda goéraldiga gibi
hastaligin evresi ile iligkili artan bir ifadelenme gostermistir. Ayrica, NF-k3 ve HSP-

27 protein duzeylerinin ve varyant AR’lerinin metastatik prostat kanserli hastalarda
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yuksek dizeyde ifadelenme gostermesi, bu proteinler ile androjen reseptérinin
genel olarak dizenlenmesi ve aktivitesi arasindaki etkilesimi ortaya koymasi

acisindan da 6nemli bulgular olarak karsimiza ¢ikmistir.
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5. TARTISMA

Prostat kanseri, bati Ulkelerinde erkeklerde en sik gorulen malignitedir ve kanser
iligkili 6lumlerin ikinci onde gelen nedenidir. Tarama ve tanidaki ilerlemeler, teshis
edilen vakalarin yaklasik %85'inde hastaligin erken evrelerinde, terapotik
secgeneklerin kiratif oldugu ve cerrahi, radyasyon ve bazi durumlarda sadece aktif
surveyansi igerdigi asamalarda tespit edilmesini saglamigtir. Bununla birlikte, geg

evrede yayllmis hastalik i¢cin mevcut tedaviler sadece palyatiftir [62].

Androjen reseptorl, prostat kanserinin baslamasini ve ilerlemesini destekleyen
baslica faktorlerden biri olarak bilinmektedir. AR fonksiyonunun inaktivasyonu, yeni
bir kemoterapi yaklagsimi olmasina ragmen, prostat kanseri hastalari i¢in ortaya
citkan yararlar gecici gibi gorinmekte ve artan siklikla kemorezistans olusmaktadir
[62,63].

AR’nun Uzerinde N-terminal kismi, DNA’ya baglanan kisim ve hormona baglanan
kisim olmak Uzere 3 bolumu vardir. Androjene bagimh gen ekspresyonu ve hicre
gelisimi tam uzunluktaki AR tarafindan, androjenden bagimsiz transkripsiyonel
aktivite ve hucre gelisimi ise karboksi ucu kesilmig, liganda baglanan domain
icermeyen AR varyantlari (AR-V7, 567es) tarafindan strdurtlmektedir [64]. Tam
uzunluktaki androjen reseptorunden splicing mekanizmasi ile olusan androjen
reseptoru varyant-7 (AR-V7) ileri evre prostat kanserinde abiraterone, enzalutamid
gibi anti-androjen ilaglara direng ve kotl prognoz nedeni olarak belirtiimeye
baslanmigtir [65,66].

PCa'de anormal AR varyantlarinin artan ekspresyonuna aracillk eden
mekanizmalar halen buyuk 6l¢tde bilinmemektedir. Hatali kesimlenmenin olasi bir
nedeni, KDPK'nde AR lokusunun genomik yeniden dizenlenmesi ve / veya
intragenik delesyonlarin varhdidir. Alternatif olarak, PCa hucrelerinde belirli
kesimleme faktorlerinin anormal ekspresyonu, AR genindeki kriptik ekzonlarin
dengesiz kesimlenmesi ve anormal olarak taninmasina katkida bulunabilir. AR
varyantlarinin  Uretiminin  molekuler mekanizmalarini anlamak, androjen

deprivasyonunun etkinligini arttirmak ve muhtemelen KDPK ilerlemesini tedavi
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etmek ve hastanin sagkalimini uzatmak igin bu mekanizmaya dayali inhibitdrlerin

tasarimi agisindan onem tasimaktadir [67].

Bu calismada, HSP-27 ve NF-kB sinyal yollarinin prostat kanseri hicre hatlar
uzerindeki inhibisyonu ile prostat kanseri ilerlemesinde rol aldigi bilinen anormal
artmis AR / AR varyanti ekspresyonunu saglayan molekuler mekanizmalari
arastinlmistir.  Ayrica AR-V7'nin  siRNA aracili susturulmasinin bu yolaklar
Uzerindeki etkileri incelenmistir. NF-k(3 sinyal yolagdi, kanserdeki kronik enflamatuar
yanitta dnemli bir rol oynar. Prostat kanseri de dahil olmak Uzere gesitli kanserlerde
NF-kB 'nin anormal aktivasyonu, gesitli calismalarda gosterilmistir. Prostat kanseri
ilerlemesi surecinde, NF-k hlcresel sagkalimi, tUmoér invazyonunu ve metastazi
artirmaktadir. NF-k3 aktivasyonu, AR sinyalizasyonu ile birlikte kastrasyona direncli
prostat kanseri gelisiminin ilerlemesinde buyidk rol oynar Bu nedenle NF-k(
sinyalizasyonu, prostat kanseri tedavisinde kompleks onkogenetik roli nedeniyle
onemli bir terapdtik hedef olarak goriimektedir [68,69]. Abirateron veya enzalutamid
gibi anti-androjenlere direngte artik 6nemli bir faktér olarak kabul edilen AR-V7'yi
g6z 6nlnde bulundurarak, ileri evre prostat kanserinde NF- kB inhibisyonunun
terapotik potansiyeli hakkinda daha fazla bilgi edinmek igin, prostat kanserinde AR-

V7 ve NF-k( arasindaki etkilesimi arastirmak bu nedenle dnemlidir.

Zhang ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada, hucre ve hayvan modellerini
kullanarak AR'nun NF-kB ile regulasyonunun molekuler mekanizmalarini
arastirmiglardir. Bu arastirmacilar, NF-kf 'nin, insan prostat kanseri hiicrelerinin AR
ekspresyonunu, aktivitesini ve proliferasyonunu dogrudan dizenleyebildigini
gostermiglerdir. Sonuglari, NF-kB ve AR sinyalizasyonunun prostat kanserindeki
onemli baglantilarini gostermistir. Ayrica, NF-kf inhibitdrleri uygulanmasinin AR
ekspresyonunu ve prostat kanseri hicrelerinin  proliferasyonunu azalttigi
gosterilmigtir. Bu galismada ayrica, NF-kB alt birimlerinin, insan AR promotoéri
icindeki konsensus NF-kB baglanma bdlgelerine spesifik olarak baglandigini
belitmiglerdir. Sonuglari, NF-kB sinyal yolaginin prostat kanserinde AR
ekspresyonunu duzenleyebilecegini ve NF-kB inhibitdrlerinin terapétik potansiyele
sahip olabilecegini gostermigtir [70].
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NF-kB yolaginin aktivasyonu, hem inflamasyon hem de liganddan bagimsiz prostat
kanseri progresyonu ile baglantilidir. Austin ve arkadaslarinin yaptiklari bir
calismada, kanonik NF-kf3 sinyalizasyonunun, ileri evre BPH vakalarinda yuksek
duzeyde oldugu gosterilmistir. Doku orneklerinde gergeklestirdikleri bu ¢alismada,
ileri BPH orneklerinde AR-V7 ifadesi yuksek bulunurken, diger AR varyantlarinda
ifadelenme bulunmamistir. Ayrica artmis NF-kB sinyalizasyonu, hastahgin
progresyonu ile baglantili olarak androjen reseptoru varyanti ekspresyonu ile de

iligkili olarak bulunmustur [71].

Is1 soku proteinleri (HSP), karmasik bir etkilesim halinde ¢alisan, tim hicrelerde ve
tim hucre bolmelerinde bulunan saperon proteinlerinin bir Ust ailesini olusturur. Bu
molekuller, prostat kanseri hicrelerinin ortaya gikmasina eslik eden tumdrogenezin
saperonlari olarak islev gorur, hastalik agresifligi ve anti-kanser tedavilerine direng
ile birlikte faydali molekuler belirtecler olarak bilinmektedirler. Ayrica, hormon
tedavisi, radyoterapi, kemoterapi gibi tedaviler icin hedef olarak kullanilabilirler. Bu
molekulllerden HSP-27'nin anormal ekspresyonu, prostat kanseri de dahil olmak
uzere cesitli klinik aragtirmalarda metastatik progresyon ile iligkilendirilmistir. Ek
olarak, HSP-27'nin prostat kanseri igin kotu klinik sonuglarin bagimsiz bir prediktért

oldugu gosterilmigtir [72].

Zoubeidi ve arkadaslari, HSP-27'nin AR'nin hicresel sinyalizasyonu, aktivasyonu,
stabilizasyonu ve transkripsiyonel regulasyonu icin énemli bir regulator oldugunu
yaptiklari calismada belirtmislerdir. Calismada, HSP-27 inhibitéri OGX-427 adi
verilen ve klinik denemeleri hala devam eden bir antisense oligonukleotidi hicre
hatlarinda ve hayvan modelinde kullanmiglardir. Sonuglarina goére, AR ve HSP-
27'nin varligi, prostat kanseri hucrelerini apoptotik stresden korudugunu
gOstermiglerdir. Ayrica, HSP-27 ekspresyonunun baskilanmasi sonucu, proteazom

aracili yolakta AR yikimini indUkledigini gostermislerdir. [73].

Stope ve arkadasglari, HSP-27'nin énemli bir terapétik hedef olmasini saglayan
hormona bagimh evreden kastrasyona direngli hucrelere ilerlemedeki rolu
nedeniyle, AR sinyalizasyon aginin énemli bir bileseni oldugunu belirtmislerdir.
Calismalarinda, AR-pozitif LNCaP hucrelerinin  HSP27'ye 6zglu siRNA ile

baskilanmasi sonucu, AR seviyesinin hem mRNA hem de protein duzeyinde
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azaldigini gostermislerdir. ilging bir sekilde, fonksiyonel bir AR proteini liretemeyen
PC-3 hdicrelerinde, HSP27'nin asiri ekspresyonu, bu huicrelerin AR mRNA

uretiminde énemli bir artigsa yol agmigtir. [74].

HSP-27 aktivasyonu ayrica blyuk olgtide fosforilasyon yolu ile dizenlenir. Yapilan
calismalarda anormal HSP-27 fosforilasyon durumunun kanser gelisimi ile iligkili
oldugu gosterilmistir. HSP-27'nin  transkripsiyonel aktivitesini duzenleyen,
dolayisiyla hiicre dongusu duzenlemesinde bir etkiye sahip olan p53 ile etkilesime
girdigi bilinmektedir. Fosforile formdaki HSP-27, hicreleri 1s1 sokuna, apoptoz
efektdrlerine, oksidatif strese ve iskemiye karsi koruyarak apoptozu énlemektedir.
HSP-27 ayrica Bax proapoptotik proteinini etkisiz hale getirerek Smac ve sitokrom
C salinimini bloke edebilir. Bu noktada, farkli yolaklarda etkili olan apoptotik
efektdrler tarafindan apoptoz diizenlenmesi gergeklestirilen hlcrelerde, HSP-27'nin
lokalizasyon kaybi, dedismis oligomerik boyutlari ve negatif olan fosforilasyon

durumlarina sahip olmasi 6nemlidir. [75].

Calismamizda prostat kanseri hlicre hatlarina NF-kp ve HSP-27 inhibitorleri
uygulanmasi sonucunda hucre canlihgi, her G¢ hucre hattinda da 24 saatlik kombine
dozda 6nemli dl¢iide azalma gostermistir. Bununla birlikte, PC-3 hticre hatti, ilaglara
karsi LNCaP ve 22Rv1 hlcre hatlarina gore daha yuksek duyarlilik gostermistir. Bu
duyarhligin kaynag buyuk olgude HSP-27 inhibitord KRIBB-3'ten kaynaklanmistir.
Ayrica KRIBB-3, BAY11-7082’nin anti-proliferatif etkisini blytk olctide artirmistir.
Calismada kullanilan PC-3 hicre hatti androjenden bagimsiz iken, LNCaP ve
22Rv1 hucre hatlan androjen-bagimhdir. Bu durum hicrelerin inhibitore

tepkilerindeki farkliliklarini da buytk dl¢glide agiklamaktadir.

Voll ve arkadaslarinin androjenden bagimsiz hucre hatlari ile yaptiklari bir
¢alismada, HSP-27 inhibisyonunun, hiicre gelisimini ve tumadr olusumunu azalttigini
ve HSP-27'nin androjen bagimsiz evreye ilerlemede 6nemli bir rolu oldugunu
gOstermislerdir. Ayrica, tUmor buyumesinin yani sira metastazini da artirdigini
gostermiglerdir. [76]. HSP-27 inhibisyonunun bu nedenle PC-3 hicrelerinde, diger
hidcre hatlarina kiyasla daha yuksek bir inhibitor etki gostermis olabilecegi

dusunutlmektedir.
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22Rv1 hucreleri inhibitorlere diger hucre hatlarina nazaran daha direncgli olarak
g6zlemlenmistir. Bu sonu¢ AR-V7 ifadelenmesinin etkisini agiklamasi agisindan
oldukga onemlidir. 22Rv1 hucreleri, AR-V7 ekspresyonunu protein seviyesinde
yuksek olarak gosterdiginden, ilaglara direncin nedenini bu durum buyuk oOlgtide

aciklamaktadir.

Sonuglarimiza gore, p65 ekspresyonunda ve IKK a / 3 fosforilasyonundaki azalma,
her U¢ hucre hattinda da kombine dozda gozlenmistir. Burada, BAY11-7082 ve
KRIBB-3 bu etkiyi sinerjistik olarak gostermistir. Kombine uygulamada, IKK a /
fosforilasyonundaki azalma, IKK ekspresyonundaki azaltmayi engellediginden
dolay1 NF-kf yolagini inhibe etmigtir. Bununla birlikte, PC-3 hucrelerinde bu azalma,
LNCaP ve 22Rv1 hicre hatlarina nispeten daha az gdézlenmistir. Bu etkinin,
muhtemelen PC-3 hicre hattinin  metastatik dogasindan kaynaklandigi
distintlmektedir. Onemli bir sonug olarak, HSP-27 fosforilasyonunun, her ti¢ hiicre
hattinda da kombine dozda oldukg¢a azaldigi gézlenmigtir. Bu durum, HSP-27
inhibisyonunun, NF-k3 yolaginin inhibisyonu ile yuksek dizeyde baglantili oldugunu

gOstermesi agisindan énemlidir.

22Rv1 hucre hattinda AR ve AR-V7 ekspresyonunda 6nemli bir azalma, 48 saatlik
kombine dozlarda goOzlenmigtir. Ek olarak, 22Rv1 hucrelerinde AR
ekspresyonundaki bu azalma ayni zamanda bu ilaglarin AR ve varyant AR
formasyonu Uzerinde olumsuz bir etkiye sahip olmasi agisindan énemli bir sonug
olarak karsimiza cikmistir. Bu acgidan sonucglarimiz, daha onceki ¢alismalarda
belirtilen AR'nin varyant AR ile birlikte ¢alistigi gozlemleriyle tutarlihk gostermistir
[77]. Bu ileri dogrulama sonucunda, AR ifadesi 22Rv1 hucrelerinde AR-V7 siRNA

baskilamasindan sonra azalma gostermistir.

22Rv1 hucrelerine siRNA ile birlikte dislik doz ve surede ilag kombinasyonunun
uygulanmasindan sonra, AR ve AR-V7 ekspresyonu belirgin sekilde azalig
gostermistir. Ayrica bununla baglantili olarak, AR /AR-V7 ekseninin inhibisyonu, p65
ekspresyonunda bir azalmayla sonuglanmistir. p65 ekspresyon seviyesinde
meydana gelen bu azalma, NF-kB transkripsiyon faktorlerinin birlikte nikleusa
transportunu engelleyerek yolagin inhibisyonunun yaninda, AR promotor

baglantisini da engelleyecegi igin 6nemli bir sonugtur.
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siRNA baskilamanin ilaglarla kombinasyonu sonucu Noxa ekspresyonunda artis ve
Bcl-2 ekspresyonunda azalis olarak goérulen apoptotik yanit, AR-V7 inhibisyonuna
ek olarak 6nemli bir sonuctur. Nunes ve digerlerinin prostat kanseri hiicre hatlari ile
yaptiklari bir galismada, NF-kB inhibisyonunun, AR-V7'nin proteazom aracili
degradasyonunu uyarirken apoptoz aktivasyonunu da indukledigi gosterilmigtir.

Bunun yaninda, AR ekspresyonunda da onemli azalma bulmuglardir [78].

Sonuglarimizda, bahsedilen ¢calismalardan farkli olarak AR-V7 siRNA baskilama ve
NF-kB inhibisyonunu ile HSP-27 inhibisyonunun kombinasyonu, AR yolagini daha
yuksek duzeyde inhibe ederken apoptotik aktivasyon da gozlenmistir. Buna ek
olarak, bir AR varyanti saperonu olarak HSP-27, dogrudan AR NTD bdlgesine
baglanir ve bu durum, Hsp-27’nin prostat kanseri tedavi direnci ve hicre sagkalimi

arasinda 6nemli bir baglantisi oldugunu gostermektedir [79].

Li ve arkadaslarinin yaptiklar ¢alismada, AR membran taginmasinin mikrotubuler
bagimli oldugunu ve HSP-27'nin, bu transportu kolaylastirarak AR'nin nukleusa
translokasyonunda 6énemli bir rol oynadigini géstermistir. Bu galismada, HSP-27'nin
aktivasyonu sonucu, membran iligkili AR’nin, nikleer AR transkripsiyonel
aktivitesini artirdigini gostermislerdir. Ayrica, AR membran translokasyonunun
bozulmasinin, prostat kanserinde terapotik olarak AR sinyalini hedeflemeye yonelik
potansiyel bir strateji olabilecedini belirtmiglerdir. [80]. KRIBB-3 ile yapilan daha
onceki calismalar, HSP-27 fosforilasyonunun bir inhibitdéri olmasinin yani sira
mikrottbul inhibitdri oldugunu da gostermistir [58,80]. Calismamizda, KRIBB-3
uygulamasi sonucu AR ve AR-V7 ekspresyonunu olduk¢a azalmis olarak
goérmemizin nedeni de muhtemelen AR’nin nukleus i¢i transportu bozuldugu igin
sitoplazmada kalan AR’nun, proteolitik yolak sonucu degrade edilmis ve aktivitesini

yitirmis olmasidir.

HSP-27 ve NF-kf inhibisyonu sonucu AR ve AR-V7 ekspresyonu 6nemli derecede
azalirken, tersi sekilde AR-V7 ekspresyonu baskilandiginda da bu yolaklarin inhibe
oldugu bulunmustur. Hucre kulturd calismalarindan elde edilen bu sonuglar,
androjen reseptorunun ve varyantlarinin HSP-27 ve NF-kB sinyal yolag ile
baglantisini gdsteren énemli veriler ortaya koydugundan, in-vitro asamadan sonra

calismaya in-vivo olarak devam edilmigtir.
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ileri evre prostat kanserinde metastatik dokuya erisimin zor olmasi ve elde edilen
kanserli hucrelerdeki genetik heterojenite diren¢g mekanizmalarinin altinda yatan
nedenin belirlenememesindeki en oOnemli zorluklardandir. Literatirde AR
mutasyonlari, AR gen amplifikasyonu ve varyant AR asiri ekspresyonu ve AR'nin
diger sinyal transduksiyon vyollariyla asiri aktivasyonunu goOsteren calismalar
mevcuttur [62,63].

Androjen deprivasyon tedavisi sirasinda ileri evre tumor orneklerinde AR/varyant
AR ekspresyonunda belirgin bir artiga isaret eden AR proteinin daha yuksek
seviyeleri, tedavi direncinde de kritik bir noktadir. Doku 6rnegi eldesi invaziv bir
asama oldugundan ve orneklerdeki heterojeniteden dolayl hastalardan periferal
kan eldesi uygun bir yontemdir. Bu amacla, Gazi Universitesi Uroloji Anabilim Dalina
basvurmus hastalardan onay alinarak saglikli kontrol ve prostat kanserli
hastalardan kan érnekleri temin edilmistir. Takip eden deneysel yontemler; kandan
serum eldesi, RNA izolasyonu, Real-Time PCR yontemi ve ELISA yOdntemi olarak

gerceklestiriimigtir.

Kwan ve arkadaslarinin yaptiklari yeni bir calismada metastatik kastrasyona direncli
prostat kanserinde tam kandan androjen reseptor tabanli gen imzasinin prognostik
yararlihdinin oldugunu, guncel sistemik tedavilere baslayan mKDPK hastalarinda
gostermiglerdir. Bu ¢alismada, AR-V7 ekspresyonu ile diger AR tarafindan regule
edilen GRHL2, HOXB13, ve FOXA1 genlerinin ekspresyonlarinin korele oldugunu
goOstermislerdir. Ayrica AR iligkili Gnemli genlerin ekspresyonunun, ileri evre prostat
kanserli erkeklerin, guncel ilag tedavilerine bagladiktan sonra ne kadar sure hayatta

kalacagini belirlemeye yardimci oldugunu belirtmiglerdir [82].

Seitz ve arkadaslari, KDPK hastalarin periferik tam kaninda AR-V7 ekspresyonu ile
anti-androjen terapi yaniti ile iliskisini arastirdiklari galismalarinda, yuksek AR-V7
ekspresyonunun dusuk sagkahmla iligkili oldugunu ve ilag direncine neden
oldugunu belirtmiglerdir. AR-V7 mRNA seviyelerinin tam kanda test edilmesinin,
anti-androjen alan mKDPK hastalarinda tedavi sonucunu tahmin etmek igin basit ve

Uumit verici bir yaklagim oldugunu belirtmiglerdir [83].
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Todenhodfer ve arkadaslarinin yine AR-V7 ekspresyonu ile anti-androjen terapi
yaniti ile iligkisini arastirdiklari bir bagka ¢alismada AR varyanti varliginin yuksek
prediktif bir degeri oldugu, ekspresyon seviyesi ile hastalik evresinde pozitif bir
korelasyon oldugunu ve yuksek varyant ekspresyonu ile ilag direnci ve dusuk
sagkalim arasinda da kuvvetli bir iligki oldugunu belirtmiglerdir. Bu g¢alismada,
abirateron sonuglarini AR-V7'nin tam kan ekspresyonu ve diger prostat kanseri ile
iligkili transkriptler ile iliskilendirmek igin dolagimsal tumoér hacresi (CTC)
zenginlegtirmesi gerektirmeyen hassas, tam kandan ters transkriptaz-polimeraz

zincir reaksiyonu yaklagimini kullanmiglardir. [84].

Liu ve arkadasglarinin prostat kanserli hastalarda AR-V7 ve AR-V567es
varyantlarinin tam kanda ekspresyon durumlarini arastirdiklari calismalarinda tam
kan yaklagiminin AR varyantlarini saptamaya uygun oldugunu belirtmisglerdir. Ayrica
bizim calismamizda da oldugu gibi ekspresyon dizeyini real-time PCR yontemi ile
arastirmiglardir. Sonuglarinda, AR varyant pozitifliginin gugclu bir ikinci hat hormonal
tedavi ge¢cmisi ile iligkisi oldugunu ve ileri evre hastalikta bu pozitifligin arttigini
belirtmiglerdir. Bu galismanin daha da onemli bir bagka yonu ise AR-V567es ve AR-
V7 varyantlarini metastatik hastalarin onemli bir bolimunde tespit eden, tam kan
kullanilarak yapilan ilk ¢alisma olmasidir. Ayrica, bu arastirmacilar, CTC se¢im
surecini ortadan kaldirarak, uygulama suresini kisalttiklarini ve testin hassasiyetinin
daha da arttigini ve bdylece daha fazla hastanin bu testlerden faydalanmasini
saglayacagini belirtmislerdir. Nitekim, bu calismada AR-V7 ifadesi yluksek hasta
yuzdesi, CTC tabanli testten daha yuksek bulunmustur. [85].

Bununla birlikte To ve arkadaslarinin tam kandaki AR varyantt 7 veya 9'un
ekspresyonunu arastirdiklari calismalarinda, metastatik KDPK’de androjen yolagini
hedefleyen ajanlara yaniti tahmin edemedidini ileri strmuUglerdir. Ayrica
progresyonsuz sagkalim oraninin varyant pozitif ve varyant negatif hastalar
arasinda anlamli bir farklilik olmadigini da belirtmislerdir. Bu sonucu, ARMORS3-SV
adi verilen klinik aragtirmadaki bulgulara dayandirarak, verilerinin bazal AR varyant
ekspresyonunun abirateron veya enzalutamid alan mKDPK hastalarindaki sonuglari
ongormedigini gostermislerdir. ARMOR3-SV, 2016’da tamamlanmig AR-V7 mRNA
dizeyinde ifade eden metastatik hastalarda enzalutamid ile galeteron etkinligini

kargilagtiran ¢cok merkezli bir klinik denemedir. [86].
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Takeuchi ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada da tam kanda AR-V7 mRNA'nin
saptanmasinin, yeni endokrin ilaglarin kastrasyona direngli prostat kanseri igin
etkinligini dongdremeyecegini belirtmislerdir. Ayrica AR-V7 ekspresyonu yuksekligi

ile klinik parametreler arasinda da anlamli bir iliski olmadigini da belirtmislerdir [87].

Calismamiza 25 adet kontrol, 25 adet PCa ve 40 adet metastatik PCa tanisi almis
hasta dahil edilmigtir. Sonuglarimiza gore, AR ekspresyonu PCa ve metastatik PCa
grubunda artis gostermistir. Metastatik grupta ise PCa grubuna gore daha yuksek
AR ekspresyonu gorulmesi, ileri evre prostat kanserinde gorulen yuksek AR
aktivitesi ile uyumludur. Ayrica, AR-V7 ve AR-V567es ifadelenmesinin metastatik
PCa grubunda anlamh olarak yuksek ifadelenme gostermesi bahsedilen
calismalarla uyumlu olarak hastalik evresi ile ekspresyon duzeyinin iligkili oldugunu

gOstermigtir.

Literatirde mevcut bu galismalarda, varyant ekspresyonunun bir mekanizma ile
baglantisi gosterilmemigstir. Sadece varyant ekspresyonu varligi veya yoklugu
arastirilarak ilaca direncin ongorulmesi yeterli degildir. Ayrica mevcut ¢calismalarda
da bu konuda arastirmacilarin hemfikir olmadigi gértlmektedir. Bununla birlikte,
calismalarin sonuglari hasta secimi, ¢calismada kullanilan yontem, yorumlanma

farkliliklar1 gibi pek cok etmenden dolayi degiskenlik gosterebilmektedir.

Bilindigi gibi, androjen reseptoru etkinligi pek ¢cok sinyalizasyon mekanizmasi ile
birlikte dizenlenir. Bu mekanizmalar, prostat kanseri progresyonunda da rol
oynayan onkojenik yolaklardir. Genel bilgiler kisminda da bahsedildigi gibi, prostat
kanseri progresyonunda ve AR’nin dizenlenmesinde bu yolaklarin 6nemi olduk¢a
fazladir. HSP-27 ve NF-kB sinyal yolagi ile AR/varyant AR ekspresyonunun
iligkisinin hasta kan orneklerinde incelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu

acidan ¢alismamiz 6zgun bir deger tagimaktadir.

Varyant ifadelenmesinin yiksek gorildigu metastatik grupta, HSP-27 ve NF-kf
aktivitesi de protein diizeyinde yuksek ifadelenme goéstermistir. Bu durum, HSP-27
ve NF-kB sinyal yolaklarinin terapoétik hedef potansiyelini artirnir niteliktedir. Bu
sonuglara gore, HSP-27 ve NF-kB sinyalizasyonu, ileri evre prostat kanserinde

varyant ekspresyonunu dizenleyen énemli faktorler olarak gorilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kanserojenez slrecini anlamak icin kanser hicrelerinde aktif yasamsal sinyalleri
hedefleyerek proliferasyonu azaltmak oOnemli bir stratejidir. Prostat kanserinin
tumorogenez, metastatik progresyon ve tedavi direncinde rol oynayan bir ¢ok sinyal
yolaginda defektler mevcuttur. Bu nedenle androjen reseptori gibi regllasyonu
bozulmus yolaklari hedeflemeye yonelik uzun yillardir uygun ajanlar gelistiriimeye
ve klinige uyarlanmaya caligiimaktadir. Ozellikle tek basina anti-androjen
tedavilerinden verimli yanit alinamamasi ve nuks prostat kanserinin molekuler
biyolojisini anlamada arastirmacilari yeni yollar aramaya itmistir. Androjen
reseptoru, prostat kanserinin baslamasini ve ilerlemesini destekleyen baslica

faktorlerlerden biri olarak blyuk 6nem tasimaktadir.

Bu tez calismasinda, HSP-27 inihibitéri KRIBB-3 ile NF-kB yolagi inhibitéri BAY-
117082’nin prostat kanserli hiicre hatlari PC-3, LNCaP ve 22Rv1 Uzerindeki anti-
proliferatif ve anti-apoptotik etkileri incelendi. Ayrica, AR-V7 eksprese eden 22Rv1
hicre hatti Uzerinde bu inhibitérlerin ve AR-V7 siRNA gen susturmasinin
kombinasyonu ile iligkili genler olan NF-KB-p65, p-IKK a/B, p-HSP-27, AR, AR-V7
ve AR-V567es genleri Uzerindeki etkileri protein dizeyinde incelenmistir.
Calismanin in-vivo kisminda ise, Uroloji klinigine bagvuran hastalardan temin edilen
total periferik kan 6rneklerinden AR, AR-V7 ve AR-V567es genlerinin real-time PCR
yontemi ile RNA duzeyinde ekspresyonlari incelenerek hastaligin evresine 6zgu
ifade profillemesi yapilmistir. Daha sonra, bu kanlardan elde edilen serum
orneklerinde NF-kf yolagi ve HSP-27 aktivitesi insana 6zgu ELISA kitleri ile protein

duzeyinde aragtiriimigtir.

Prostat kanserli hucre hatlarinda Hsp-27 ile NF-KB yolaginin inhibitdrlerinin
kombinasyonu sinerjistik olarak hicrelerin proliferasyonunu azaltmakla birlikte, bu
yolaklarin aktivitesini de inhibe etmistir. Bununla birlikte, bu ilaglarin kombinasyonu
sonucu AR ekspresyonunda da anlamli bir azalma goézlenmigtir. Ayrica, 22Rv1
hlcrelerinde AR ile birlikte AR-V7 ekspresyonunda da gozlenen azalmis ifadelenme
duzeyi, AR ve AR-V7’nin birlikte ¢caligtigini destekleyen bir sonug olmasi agisindan
oldukca 6nemlidir. 22Rv1 hucrelerinde AR-V7'nin siRNA baskilanmasindan sonra
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AR ifadesinde gorulen azalma da bu sonucu destekleyen énemli bir bulgudur. AR-
V7 siRNA baskilamanin distk doz ve sureli olarak inhibitorlerle kombinasyonu da

apoptotik uyarim olarak protein dizeyinde gozlenmigtir.

AR sinyalizasyonu ve NF-kB ile HSP-27 protein dizeylerinin metastatik hasta
grubunda anlamli derecede yuksek duzeyde olmasi, bu sinyal yolaklari ile androjen
reseptorinin duzenlenmesi ve aktivitesi arasindaki etkilesimi ortaya koymasi
acgisindan oldukga 6nemli sonuglar olarak karsimiza ¢ikmistir. Bu sonuclara gore,
ileri evre prostat kanseri vakalarinda guncel yaklagsim olan androjen reseptorleri
blokajinin yani sira, NFKB sinyal yolagini ve AR regulatori oldugu daha onceki
calismalarda ortaya konan HSP-27 proteinini hedefleyen terapilerin de onemli

olaca@i dusunulmektedir.
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