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OZET
PROSTAT KANSERI iLE iLiSKiLi MiRNA’LARIN ETKiLi OLDUGU GENLERIN
IN SiLiKO VE DENEYSEL ANALIZLERLE INCELENMESI

Prostat kanseri (PKa), diinya capinda erkekler arasinda en sik teshis edilen ikinci kanser ve
kanser 6liimlerinin 6nde gelen besinci nedenidir. PKa’nin zor kismi tiimdriin birden fazla sinyal
yolunun dahil oldugu heterojen bir hale gelmesidir. Bu durumda, tiimoriin ilerlemesi ve
metastaz yapmasi kaginilmazdir. Bu durumun 6niine gegilebilmesi i¢in PKa ile ilgili daha fazla
caligmaya ihtiya¢ vardir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak yapilacak calisma ile prostat kanseri
hiicrelerinde miR-375 ve miR-125b-5p’nin ve hedeflerinin hem de bu miRNA’lar veya etkili
oldugu disiiniilen genlerin PI3K sinyal yolagi {izerindeki etkilerinin incelenmesi

amagclanmustir.

Projede miR-375 ve miR-125b-5p’nin potansiyel hedeflerinin belirlenmesi amaciyla miRNA
hedef tahmin araglari ile tahmini hedef genleri belirlenmistir. Sonrasinda genlerin dogrulanmis
olup olmadig1 ve sinyal yollarindaki gorevleri incelenmistir. Calisma dizayni yapildiktan sonra
miR-375 ve miR-125b-5p mimic/inhibitorleri kullanilarak transfeksiyon islemleri
gerceklestirilmisti. MiRNA’larin ekspresyon seviyesindeki degisikliklerin PKa hiicrelerinde
hiicre canlilig1 ve hiicre gogii iizerine etkileri incelenmistir. ilgili genlerin ekspresyon ve protein
seviyelerindeki degisikliklerini degerlendirmek amaciyla qRT-PCR ve western blotlama

islemleri yapilmistir.

Sonuglar incelendiginde ise miR-375 ve miR-125b-5p’nin upregiilasyonunun hiicre canliligim
azalttigi gozlenmistir. Yara iyilesmesi testinde miR-375 upregiilasyonu hiicre go¢iinii
engellemezken, miR-125-5p upregiilasyonu hiicre gogilinli azaltmistir. Bunun aksine her iki
miRNA’nin downregiilasyonu ise hiicre gociinli azaltmistir. Ekspresyon analizleri ise miR-
375’in  TSC1’1 hedeflemedigini, miR-125b-5p’nin ise CYTHI’1 hedefleyebilecegini
diistindiirmektedir. Ayn1 zamanda miR-375 ve miR-125b-5p’nin sinyal yolundaki molekiilleri
etkiledigi ve dnemli bir diizenleyicisi olabilecegi 6zellikle miR-375’nin mTOR gibi 6nemli bir

molekiilii diizenledigi gosterilmistir. Fakat hiicrelerdeki etkileri farklilik gostermektedir.

Sonug olarak, ¢alisma sonucunda elde edilen veriler kanser gelisiminde 6nemli bir yere sahip
olan PI3K sinyal yolaginin prostat kanseri olusundaki etkilerinin anlasilmasi agisindan
onemlidir ve literatiire katki saglayacaktir. MiRNA’larin biyobelirte¢ olarak kullanimi veya

yeni tedavi se¢eneklerinin gelistirilebilmesi agisindan 6nemli bir ¢aligsmadir.

Anahtar Kelimeler: Karsinogenez, Gen Ekspresyonu, MikroRNA'lar, Prostatik Neoplazmlar



ABSTRACT
INVESTIGATION OF PROSTATE CANCER-ASSOCIATED GENES AFFECTED BY
MIRNAS BY IN SILICO AND EXPERIMENTAL ANALYSES

Prostate cancer (PCa) is the second most commonly diagnosed cancer among men worldwide
and the fifth leading cause of cancer death. Despite its high prevalence, diagnostic methods can
lead to misdiagnosis, resulting in unbearable side effects. The difficult part of PCa is that the
tumor becomes heterogeneous, with multiple signaling pathways involved. In this case, tumor
progression and metastasis are inevitable. More studies on PCa are needed to prevent this
situation. Based on these results, the aim of this study is to investigate the effects of miR-375
and miR-125b-5p and their targets and the effects of these miRNAs or genes thought to be

effective on the PI3K signaling pathway in prostate cancer cells.

In order to determine the potential targets of miR-375 and miR-125b-5p in the project,
estimated target genes were determined by miRNA target prediction tools. Afterwards, whether
the genes were validated and their functions in signaling pathways were examined. After the
study design, transfection was performed using miR-375 and miR-125b-5p mimics/inhibitors.
The effects of changes in the expression level of miRNAs on cell viability and cell migration
in PCa cells were examined. gRT-PCR and western blotting were performed to evaluate the
changes in the expression and protein levels of the relevant genes.

The results showed that upregulation of miR-375 and miR-125b-5p decreased cell viability. In
the wound healing test, miR-375 upregulation did not prevent cell migration, while miR-125-
5p upregulation reduced cell migration. In contrast, downregulation of both miRNAs decreased
cell migration. Expression analyses suggested that miR-375 does not target TSC1, while miR-
125b-5p may target CYTHL, although no significant change was observed. It has also been
shown that miR-375 and miR-125b-5p affect molecules in the signaling pathway and may be
an important regulator of signaling pathways, especially miR-375 regulates an important
molecule such as mTOR. However, its effects in cells differ.

In conclusion, the data obtained in this study are important in terms of understanding the effects
of PI3K signaling pathway, which has an important place in cancer development, on prostate
cancer and will contribute to the literature. It is an important study in terms of the use of

miRNAs as biomarkers or the development of new treatment options.

Keywords: Carcinogenesis, Gene Expression, MicroRNAs, Prostatic Neoplasms
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GIRIS
Prostat kanseri (PKa), 2020'de tahminen 1.414.259 yeni kanser vakasi ve 375.314
oliimle diinya capinda erkekler arasinda en sik teshis edilen ikinci kanser ve kanser 6liimlerinin
onde gelen besinci nedenidir. Insidans oranlari, gecis siirecindeki iilkelere gore 3 kat daha

yliksektir, mortalite oranlar1 ise daha az degiskendir. Diinya {ilkelerinin yarisindan fazlasinda

(112/185) erkeklerde en sik teshis edilen kanserdir (Sung vd., 2021).

PKa bu kadar yaygin olmasina ragmen, etyolojisi hakkinda nispeten ¢ok az sey
bilinmektedir. Risk faktorleri, ilerleyen yas, malignitenin aile dykiisii, belli genetik mutasyonlar
(BRCA1 ve BRCAZ2 gibi) ve hastaliklar (Lynch sendromu) ile sinirhidir. (Rebbeck vd., 2013).
Onemli arastirmalar, PKa'nin gelisimi ve ilerlemesinde androjen reseptdriiniin (AR) veya diger
onemli genlerin rollerini arastirmaktadir (Misawa, vd., 2016; Wang vd., 2009). Fakat, PKa’nin
tlimdrojenitesini, ilerlemesini veya diren¢ gelisimini diizenleyen molekiiler mekanizmalar ile

ilgili belirsizlikler mevcuttur (Testa, Castelli, & Pelosi, 2019).

Vakalarin ¢ogu, Olime yonelik herhangi bir tehdit olmaksizin sessiz bir seyir
stirmektedir. Fakat bir¢ok hasta orta veya yliksek riskli lokalize, lokal olarak ilerlemis veya
metastatik kanser ile bagvurmakta ve tedaviye ragmen hastaliga yenik diismektedir (Teo vd.,
2019). Bu nedenlerle PKa ¢ogu zaman yavas seyri olan bir hastalik olmasina ragmen uzun
vadeli saglig1 tehdit edebilir. PKa’nin erken teshis edilebilmesi ve etkili tedavi yontemlerinin

gelistirilebilmesi 6nem arz etmektedir.

PKa, geleneksel olarak dijital rektal muayene (DRE) ve prostata 6zgii antijen (PSA) kan
testi ve ardindan transrektal ultrason (TRUS) rehberliginde biyopsi ile teshis edilir. PKa
heterojen bir hastalik oldugu i¢in, kiigiik, sessiz, diisiik dereceli tiimorlerden biiylik, agresif,
yasami tehdit eden tiimorlere kadar degismektedir. Bu nedenle de PKa’da baslangicta amag
hastaligin varligini tespit ettikten sonra evreleme ile kanserin yayilimmnin ve saldirganliginin
degerlendirilmesidir. Bu evreleme, prognozu tahmin etmek, tedaviye rehberlik etmek ve
hastalarin takibini yapmak i¢in ¢ok 6nemlidir (Descotes, 2019). Fakat bakildiginda bu yaklasim
ileri evreli (klinik olarak anlamli) PKa’nin eksik tespiti ve diisiik evreli (klinik olarak 6nemsiz)
kanserlerin asir1 tespitine sebep olabilmektedir. Sonucunda da klinik olarak 6nemsiz kansere
sahip erkeklerin tedaviden fayda gormedigini gdsteren randomize ¢alismalara ragmen, bunun
belirlenmesi hala baz1 erkeklerin asir1 tedavi gérmesine neden olmaktadir ve yan etkileri olan
radikal tedavi almaktadirlar (Kasivisvanathan vd., 2018). Sonu¢ olarak veriler tani
yontemlerinin eksik kaldigmi ve etkin tan1 yoOntemlerinin gelistirilmesi gerektigini

gostermektedir.



PKa’da tedavi segeneklerine bakildiginda, tiimoriin derecesine ve evresine bagl olarak
cesitli tedavi secenekleri mevceuttur. 5 yillik sagkalim orani, lokalize hastaligi olan hastalar i¢in
milkemmeldir, ancak ilerlemis hastalik i¢cin 6nemli 6lglide daha diisiiktiir. Ne yazik ki ¢cogu
hasta ilaclara veya radyoterapiye direng gelistirir ve bu tip kanser genellikle agresiftir ve mevcut
tedavi yontemlerine sinirli yanit verir (Razdan, de Souza, & Roberts, 2018). Cogu PKa, biiylime
icin androjene ihtiya¢ duyar ve androjen yoksunlugu tedavisine (ADT) son derece duyarlidir
(Eisenberger vd., 1998). Bununla birlikte, bu yanit gegicidir ve hastalarin ¢ogu, kagimnilmaz
olarak androjen yoksunluguna direng gelistirerek kastrasyona diren¢li PKa’ya (CRPC) yol agar.
CRPC, kastre serum testosteron seviyelerine ragmen kalici tiimor biiyiimesi ile karakterizedir
ve bu da 6nemli hasta 6liimlerine yol agar (Tannock vd., 2004). Hiicresel diizeyde, CRPC'nin
gelisimi, androjen yoksunlugunun neden oldugu strese karst biiylik bir telafi edici yanit
meydana getirir ve kanser hiicrelerinin hayatta kalmasima ve ardindan diisiik testosteron
ortaminda gelismesine izin verir. Androjen reseptorii (AR) aktivitesini kastrasyon veya AR
antagonistleri kullanarak bloke etmek, olumlu bir yanit ortaya ¢ikarir. Bununla birlikte, bu
kanserlerin ¢ogu sonunda niikseder ve hormona direngli prostat kanserine (HRPC) veya
CRPC’ye ilerler (Takayama, Misawa, & Inoue, 2017). Bu siireci yonlendiren molekiiler
mekanizmalarin tam olarak anlasilmasi, hastanin hayatta kalmasin etkilemek icin CRPC'nin
baslatilmasint ve ilerlemesini hedeflemede kritik 6nem tasir (Edlind & Hsieh, 2014).
Belirtildigi gibi AR, prostat bezi gelisiminin 6nemli bir diizenleyicisi ve PKa gelisiminde ¢ok
onemli bir role sahiptir. AR'yi diizenleyen mikroRNA’larin (miRNA) belirlenmesi, gelecekteki

terapotiklerin gelistirilmesine yardimet olacaktir.

MiRNA'lar kodlamayan riboniikleik asitlerdir (RNA'lar), 19-22 niikleotid uzunlugunda,
hedef mesajct RNA’larin (mRNA) 3’ cevrilmemis bolgesine (3°’UTR) baglanarak, mRNA
dengesizlesmesine veya translasyonun inhibisyonuna yol agar (He & Hannon, 2004; Lujambio
& Lowe, 2012; Mirnezami, vd., 2009). MiRNA'lar ayn1 zamanda hedef mRNA'larin 5’
cevrilmemis bolgesine (5 UTR) baglanarak gelismis translasyona yol agabilir (Mirnezami vd.,
2009). Ilging bir sekilde, her miRNA birka¢ yiiz mRNA'y1 hedefleyebilir, bu nedenle birden
fazla fizyolojik siirecte kritik bir rol oynayabilirler. Dolayisiyla, deregiilasyonlar1 yaygin zararlt
etkilere yol acabilir. Caligmalar, PKa da dahil olmak tizere bir dizi insan malignitesinde anti-
neoplastik tiimdr baskilayicilar (downregiile) veya tiimdr tesvik eden oncomiR'ler (upregiile)
olarak hareket ederek kanser baslangicinda, ilerlemesinde ve metastazinda etkili ¢esitli
miRNA'lar iligskilendirmistir (Zhang, vd., 2007). MiRNA'lar ayrica kanser tespiti, ilerlemesi ve
tedavi yanitinin potansiyel biyobelirtecleri olarak ilgi cekmistir (Bertoli, Cava, & Castiglioni,



2015). Son zamanlarda odak, kanser hastalarinin ¢esitli viicut sivilarindan invazif olmayan bir
sekilde izole edilebilen dolagimdaki miRNA'lara kaymistir. Biyobelirtecler olarak dolasan
miRNA'larin avantajlari arasinda 1) riboniikleaz bozunmasina ve yiiksek pH dahil fizyolojik
kosullara direngleri, oda sicakliginda 24 saat inkiibasyon ve sik donma-¢oziilme ve 2) polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) tabanli tekniklerle nispeten kolay miktar tayini (Mitchell vd., 2008)

bulunmaktadir.

Cok sayida c¢aligma, miRNA ekspresyon profillerinin ayni tiimoriin alt tiplerini
simiflandirmak i¢in ve normal ve tiimor dokulari arasinda kaynagi bilinmeyen tiimorleri
tanimlamak i¢in ayirt edici olabildigini gostermistir (Metias, Lianidou, & Yousef, 2009). Artan
kanitlar, yine miRNA'larin serumda ¢ok kararli bir bigimde tespit edilebilecegini destekleyerek,
dolasimdaki miRNA'lar1 kanser teshisi ve takibi icin aktif arastirmada yararli bir alan haline
getiriyor. miRNA ekspresyonu, bazi tiimor tiirlerinde klinik sonucu ve prognozu tahmin
edebilir veya hastalik niiksii ve metastazlarinin belirtegleri olarak kullanilabilir (Metias vd.,
2009). Bu nedenle miRNA'lar kanser hastalarinin teshisi, prognozu ve tedavisi i¢in umut verici
araclar olarak ortaya ¢ikmaktadir. MiRNA'lar birden fazla gen ve sinyal yolunu hedefledikleri
icin, kanser tedavisi i¢in de potansiyel hedefler olarak karsimiza ¢ikmaktadir ve miRNA bazl

kanser tedavisi alaninda ilerleme kaydedilmektedir (Massillo, vd., 2017).

PKa'da hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve progresyonu dahil cesitli siireclerde
degisen miRNA ifadesi farkli calismalarla gosterilmistir (Filella & Foj, 2017). Calismamizda
da daha onceki caligmalarda PKa’da ekspresyon degisikligi oldugu gozlenen hsa-miR-375 ve
hsa-miR-125b-5p tizerinde durulacaktir. Projemize de konu olan bu miRNA’lar daha dnce
laboratuvarimizda ¢alisilmis olup PKa’li hastalardaki serum orneklerindeki ekspresyon
diizeylerine bakilmistir. Buradan elde edilen veriler normal serum 6rnekleri ile kiyaslandiginda
ekspresyon diizeylerinde farklilik gézlenen bu miRNA’larin PKa i¢in 6nemli olabilecegini
diisiindiirmiistlir (Diilgeroglu & Eroglu, 2019). Bu nedenle de etki mekanizmalarinin veya
hedef genlerinin incelenmesinin PKa’nin anlasilabilmesi agisindan 6nemli olabilecegi kanisina
varilmistir.  Yapilan c¢alismalara bakildiginda miR-375 ekspresyonunun, saglikli prostat
dokulart ve komsu kanserli olmayan dokularla karsilastirildiginda agresif prostat timori
dokularinda agik¢a artmis oldugu gozlenmektedir (He vd., 2019). Ayn1 zamanda serum, plazma
ve idrar orneklerinde de yapilan aragtirmalarda normal kisilere gore kiyaslandiginda yiiksek
bulunmus fakat dokularla kiyaslandiginda kandaki ekspresyon seviyeleri farklilik

gostermektedir. Ozelikle idrar 6rneklerinde sapma daha belirgin bulunmustur (Song vd., 2018).



Bir baska calismada, miR-375 ekspresyon seviyelerinde bulunan farkliligin farkli histolojik
tipler ile de iliskili oldugu 6ne siiriilmiistiir (He vd., 2019).

Prostat kanser hiicrelerine bakildiginda ise miR-375 ekspresyon seviyelerinde farklilik
gozlenmektedir. LNCaP ve 22RV1 gibi AR pozitif olan hiicrelerde miR-375 ekspresyonu daha
yiiksekken, DU-145 ve PC-3 gibi AR negatif hiicrelerde miR-375 ekspresyon seviyelerinin
nispeten daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Fakat normal prostat hiicrelerine (RWPE-1)
kiyasla prostat kanserli hiicrelerde artis mevcuttur (Chu vd., 2014; Costa-Pinheiro vd., 2015).
Sonuglar bize miR-375’in PKa’nin baslamasinda ve biiyiimesinde 6nemli bir rol oynayan AR

ile de iliskili oldugu gostermektedir (Chu vd., 2014).

Ayni zamanda daha Onceki ¢aligmalarda iyi bilinen bir oncomiR (kanserle iligkili
miRNA) olarak, dolasimdaki miR-375’in overekspresyonu PKa metaztazi ile
iliskilendirilmistir (Cheng vd., 2013; Selth vd., 2012; Song vd., 2018). Yine CRPC asamasinda
olan hastalarda ileriye doniik ¢alismalarla dogrulanmasi gerekse de dolasimdaki miRNA'larin
CRPC hastalarinin prognozu i¢in hassas bir biyobelirteg¢ gérevi gorebilecegini gostermektedir.
Bu noktada CRPC'de hayatta kalma prognozu miR-375 aday olarak gosterilmistir (Bidarra vd.,
2019; Huang vd., 2015; Zedan, vd., 2020).

Ote yandan miR-125b incelendiginde tiimor baskilayic olarak tanimlanmis ve prostat
kanseri ilerlemesinde 6nemli bir diizenleyici olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Caligsmalara
bakildiginda farkli PKa 6rneklerinde ekspresyon seviyelerinde geliskiler mevcuttur. Normal
orneklerle kiyaslandiginda prostat kanserli doku, serum ve iire Orneklerinde miR-125b
ekspresyon seviyelerinin downregiile oldugu tespit edilmistir (Budd vd., 2015; Diilgeroglu &
Eroglu, 2019; Fredsee vd., 2018; Giangreco vd., 2013). Fakat androjene duyarli LNCaP gibi
prostat kanseri hiicrelerinde ve androjenden bagimsiz PC-3 prostat kanser hiicrelerine
bakildiginda miR-125b ekspresyon seviyelerinin upregiile oldugu gézlenmistir (Shi vd., 2011,
2007). Buna karsin DU-145 hiicrelerinde miR-125b’nin downregiile oldugu tespit edilmistir
(Lee vd., 2005). AR ile iligkisi incelendiginde miR-125b'nin AR'nin énemli bir diizenleyicisi
olduguna ve PKa’da anti-androjenlerin ve diger hormonal tedavilerin etkinligi agisindan
spesifik sonuglara sahip olduguna dair bulgular elde edilmistir (Yang, vd., 2012). Yine benzer
bir caligmada PC-3 hiicrelerinde miR-125b transfeksiyonunun hiicre biiytimesini uyardig tespit

edilmistir (Lee, vd., 2005).

AR ve PI3K yolaklari, PKa’da en yaygin olarak deregiile edilen iki yoldur. PI3K
sinyalinin, son gelismelere ragmen halen 6liimciil olan bir PKa tiirii olan kastrasyona direncli
hastaligin evriminde rol oynadigina dair kanitlar bulunmaktadir. Erken evredeki PKa’l
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hastalarin %40’inda, hastaligi ilerlemis kisilerin ise %70-100’tinde PI3K-AKT-mTOR sinyal
yolunda degisiklikler gézlenmistir (Crumbaker, Khoja, & Joshua, 2017). Ayni1 zamanda miR-
125b ile de PI3K sinyal yolunun iligkisi bulunmaktadir ve miR-125b’nin PI3K-AKT ve
MAPK/ERK sinyal yollar1 lizerinden PKa tiimorogenezine katkida bulundugu yapilan
calismalarla ortaya koyulmustur (Budd vd., 2015). MiR-375’in ise pankreas kanserinde PI3K
sinyal yolunda gorevli olan PDK 1’1 negatif yonde diizenledigi ve pankreas kanseri hiicrelerinin
malignant davranisini AKT sinyal yolu ilizerinden baskiladigini tespit etmislerdir (Zhou vd.,
2014). Elde edilen sonuglar bize miR-375 ve miR-125b-5p’nin PI3K sinyal yolunda ve PKa

mekanizmasinda 6nemli bir yere sahip olabilecegini gostermektedir.

Biitiin bu sonuglar miR-375 ve miR-125b’nin PKa'y1 saglikli kontrollerden ayirmak igin
potansiyel tan1 degerine sahip oldugunu ve miRNA tabanli tedavi i¢in kullanilabilir oldugunu
gostermis olsa da sonugclar yetersiz kalmakta ve daha fazla arastirma gerekmektedir. Hedeflenen
projede bahsedilen noktalardan yola ¢ikarak, miR-375 ve miR-125b’nin biyoinformatik
analizlerle muhtemel hedefleri tespit edilmistir. Bu miRNA hedefleri yapilan incelemeler
sonucunda ise biitiin kanserlerde ve PKa’nin ilerlemesinde de etkili olan PI3K sinyal yolunda
etkili genler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Biz ¢aligmamizda bu hedef genlerin miRNA’lar ile
ve PI3K sinyal yolu ile iligkisini arastirmak ve bu sayede ilgili miRNA’larin hedef genleri

belirlenmis ve PKa mekanizmasinda da agik olmayan kisimlar netlik kazanmis olacaktir.



BiRINCi BOLUM
GENEL BILGILER
1. GENEL BILGILER

1.1.Prostat Bezi Anatomi ve Histolojisi

Erkeklerde prostat bezi, mesanenin tabanindaki liretray1 ¢cevreleyen ceviz biiyiikliigiinde
bir dokudur ve seminal sivinin 6nemli bilesenlerini iiretir. Yetiskin prostati fark edilebilir
(Shappell vd., 2004) lobiiler yapidan yoksun olsa da McNeal'in (McNeal, 1988; McNeal, 1981)
klasik caligmast insan prostatin1 merkezi, periiiretral gecis ve periferik bolgelere karsilik gelen
zonal bir mimariye ve 6n fibromiiskiiler stromaya sahip olarak tanimlamistir (Timms, 2008).
Onemli olarak, en distaki periferik bélge en fazla hacmi kaplar ve prostat karsinomlarmin
cogunu barindirir (Sekil 1.1). Buna karsilik, yash erkeklerde yaygin olarak goriilen kotii huylu
olmayan bir durum olan benign prostat hiperplazisi (BPH) ge¢is bolgesinden kaynaklanir.

On fibromiiskiiler bolge
; Gegis Bolgesi
: = Uretra

Periferik Bolge
Merkezi Bolge
Ejakiilasyon kanallan

Prostat Kapsiilii

Sekil 1.1. Prostatin bolgesel anatomisi.
Kaynak: (Gravestock, vd., 2022)

Histolojik diizeyde insan prostati ii¢ farklilagmis epitel hiicre tipine sahip psodostratifiye
bir epitel igerir: luminal, bazal ve ndroendokrin (CS, A, V, PH, & Y, 2002; Hudson, 2004; Pechl,
2005; Shappell vd., 2004; Van Leenders & Schalken, 2003). Luminal epitel hiicreleri, protein
salgilan iireten ve sitokeratin 8 ve 18 gibi karakteristik belirteclerin yani sira yiiksek AR
seviyelerini ifade eden polarize kolumnar hiicrelerden olusan siirekli bir tabaka olusturur. Bazal
hiicreler luminal epitelin altinda bulunur ve P63 ile yliksek molekiiler agirlikl sitokeratin 5 ve
14'1 ifade eder, ancak AR'yi diisiik veya tespit edilemeyen seviyelerde ifade eder. Son olarak,
noroendokrin hiicreler, kromogranin A ve sinaptofizin gibi endokrin belirtecleri ifade eden,

ancak AR-negatif olan, islevi bilinmeyen nadir hiicrelerdir.



1.2.Prostat Kanseri Oncesi Maligniteler

Mevcut karsinojenez modelleri, "aktive edilmis" bir malignite 6ncesi durumun varligini
giiclii bir sekilde savunmaktadir. Prostat, proliferatif inflamatuar atrofi (PIA) ve prostatik
intraepitelyal neoplazi (PIN) dahil olmak iizere neoplastik 6ncesi bozukluklarin nispeten yaygin
oldugu bir organdir. Tiimorler neredeyse tamamen organin periferik bolgesinde gelisir ve
varsayilan malignite Oncesi varsayimlarin bolgesel segiciligini taklit eder; PIA ve PIN (De

Marzo vd., 2007) (Sekil 1.2).

Normal

Siireg; Siireg; Siireg;

Oksidatif Stres, Luminal hucre Luminal hucre

Enflamasyon, Luminal ve hiperproliferasyonu, hiperproliferasyonu,

Bazal Proliferasyon Telomer kisalmasi, Bazal epitel kaybi,
Stromal reaktivite Taban membran bozulmasi,

Molekiler Degisiklikler; Bagigiklik hucresi

Bcl-2 ve GSTP1'in Molekiiler Degisiklikler; infiltrasyonu,

Upregulasyonu ETS transknpsiyon faktor Reakiif stroma

NKX3.1, PTEN ve CDKN18 duzensiziii,

Downregulasyonu NKX3.1 kaybi, SPOP Molekiler Degisiklikler;
mutasyonu, TMPRSS2- Telomeraz aktivasyonu,
ERG fuzyonu PTEN delesyonu, RB kaybi

Sekil 1.2. Prostat kanserinin malign dncesi durumlar1 yoluyla ortaya ¢ikan fenotipik, mikro-
cevresel ve molekiiler degisiklikler.

Kaynak: (Packer & Maitland, 2016).

Baglatici bir inflamatuar saldirinin dokuya verdigi hasar PIA'ya yol agar; epitelden fokal
rejeneratif hiperproliferatif bir yanit. PIA'nin PIN bdlgeleri ve kanserli dokularla birlestigi
gosterilmistir; bu hem gelisimin alan etkisi hem de karsinogenezde adim adim bozukluk
ilerlemesi i¢in daha fazla kanit saglamaktadir (De Marzo, vd., 1999; Putzi & De Marzo, 2000).
Calismalarin ¢ogu, bu atrofik bolgelerin genetik kusurlar1 barindirmadigini (Tomlins vd., 2006)
ancak anti-apoptotik BCL-2 ve koruyucu GSTP!'in (De Marzo vd., 1999) her ikisinin de bilinen
PKa tiimor baskilayict genleri ile birlikte upregiile oldugunu gostermistir; PTEN, NKX3.1
(Bethel vd., 2006) ve CDKNIB (Ruska, Sauvageot, & Epstein, 1998) downregiiledir. Bu,
karsinojenez 6ncesindeki bir epigenetik aktivasyon olabilecegini diisiindiirmektedir (Feinberg,
Ohlsson, & Henikoff, 2006; Ushijima, 2007). Bu downregiile edilmis genler ayn1 zamanda
adenokarsinomdaki heterozigot delesyonun da hedefleridir (De Marzo vd., 1999). Cok sayida



biyopsinin kullanildig1 yeni bir ¢alisma, prostatit ile PIA arasinda bir baglant1 bulmustur ancak
PIA ile diisiik dereceli PIN arasinda bir ge¢is olmamustir (Vral vd., 2012). Bu nedenle bu teoriyi

desteklemek i¢in ek molekiiler ve histolojik kanit gereklidir.

PIN'in prostatin major kanser oncesi lezyonu olduguna dair muhtemelen daha giiclii
kanitlar bulunmaktadir (Eminaga vd., 2013). Bu, artmis luminal hiicre hiperplazisi ile
karakterize edilir ve biyokimyasal, genetik ve fenotipik olarak PKa’ya benzerdir ancak bazal
membranda herhangi bir bozulma yoktur (Shen & Abate-Shen, 2010; Tomlins vd., 2006). Epitel
cift tabakasindaki hiicrelerin goreceli mitotik oranlar1 PIN'de tersine doner ve salgi hiicre
popiilasyonu genisler, bu da PKa’nin anormal farklilasma programinin habercisidir (Bostwick
& Qian, 2004). Cok sayida ¢aligma, kanserli doku ile PIN dokusunun ¢akistigini bildirmis olup,
yine FC teorisini desteklemektedir (Bostwick, 1989; Sakr, vd., 1993). PIN ve PKa’nin
ekspresyon profilleri, hastaligin ilerlemesinde tanimlanan diger herhangi bir asamada
gozlemlenenden daha biiyiik bir uyuma sahiptir. Ayrica Tomlins ve ark. PIN'de ETS
transkripsiyon faktoriiniin yonlendirdigi gen ifadesine giivenildigini vurgulamistir. Daha yeni
bir caligma, baz1 durumlarda yiiksek dereceli PIN (hgPIN) lezyonlarinin normal bezleri istila
eden retrograd karsinomlar oldugunu tanimlamistir. Benzersiz TMPRSS2-ERG sinir
degerlerinin kullanilmasi yoluyla klonalitenin olusturulmasi ve kanser lezyonlarinin bitisik
hgPIN ile izlenmesi yoluyla, PTEN kaybinin alt klonalitesi daha sonra kanserdeki molekiiler
ilerlemeyi isaretlemek i¢in kullanilmistir. “HgPIN”de PTEN delesyonunun tanimlanmasi,
histopatolojik olarak tanimlanan neoplazinin aslinda kanserli oldugunu gdstermistir (Haffner
vd., 2016). Bu, bitisik PIN'in kanseri baslatan kusurlara sahip oldugunu belirten diger
calismalar, TMPRSS2-ERG fiizyonu (Perner vd., 2007), SPOP mutasyonu (Barbieri vd., 2012)
ve NKX3.1 kayb1 (Bostwick & Qian, 2004) dahil olmak {izere, aslinda patolojik olarak PIN'i
taklit eden kanser hiicrelerinden olusabilecegini diistindiirmektedir. HgPIN'in PKa’ya doniisiim
orani da sorgulanmistir. Bir ¢aligma, neoplazi tanisindan 1 yil sonra biyopsiyi tekrarlamis ve
vakalarin yalnizca ~%13'liniin kansere ilerledigini bulmustur. Bu yaklagimin, PIN tanis1 {izerine
kanser diigiimlerini gézden kagirmis olabilecek g¢ekirdek biyopsilerin hatali olmasi ve ayrica
sonraki biyopsiler arasindaki nispeten kisa zaman dilimi dahil olmak iizere sinirlamalar1 vardir
(Herawi, vd., 2006). Cok sayida molekiiler detayin korelasyonu ¢ekici olsa da su anda PIN'in

PKa’ya doniistiigiine dair mutlak bir kanitimiz olmadig1 gercegi ortadadir
1.3.Prostatik Adenokarsinom i¢cin Evreleme Sistemleri

Yirminci yiizyilda, PKa i¢in birkag farkli evreleme sistemi olusturulmustur. PKa icin

uluslararast kabul goren ilk evreleme sistemi 1956 yilinda Whitmore tarafindan ortaya
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koyulmustur. Evreler harflerle (A-D) simiflandirilmistir (Whitmore, 1984). Bu evreleme sistemi
Jewett tarafindan modifiye edilerek B seviyesi alt boliimlere ayrilmistir. Jewett, palpe edilebilen
nodiilii olan hastalarda kansersiz sagkalimin arttigin1 géstermistir (Jewett, 1956). 1950'lerin
basinda, solid tiimorler i¢in evreleme sistemleri, hastalarin prognozunu analiz etmek ve
timoriin son gelisim diizeyini belirlemek i¢in TNM (Tiimoér - Lenf nodu - Metastaz)
siniflandirmasini dikkate almaya baglamistir. TNM'nin her bir kategorisi i¢cinde, tiimdr hacmine
veya boyutuna (T1-T4), lenf nodu metastazlarinin miktarina ve/veya boyutuna (NO-N3) ve uzak
metastazlara (M0-M1) dayal1 gesitli alt seviyeler bulunmaktadir (EK-1) (Burke & Henson,
1993). Baslangicindan bu yana, TNM evreleme sisteminin tiimdriin klinik-patolojik evresinin
daha kesin analizine olanak saglamasi i¢in cesitli gelistirmeler yapilmistir (Bostwick, 1997).
1992 yilinda AJCC evreleme sistemi TNM evreleme sisteminden gelistirilmistir (“AJCC
Cancer Staging Manual”, 2002; Ohori, Wheeler, & Scardino, 1994; Schrdder vd., 1992). AJCC
evreleme sistemi, oncelikle her tiimoriin belirli bir klinik-patolojik siniflandirmasina dayanir ve
hastalarin prognostik olarak farkli gruplara daha kesin bir sekilde siniflandirilmasina olanak
tanimaktadir (Burke & Henson, 1993. Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC)’ nin yapmis
oldugu Prostat kanseri TNM Evrelemesi EK-1’de gosterilmistir.

Bir PKa'nin birgok farkli metastaz alan1 tanimlanmis olsa da (bobrek, meme, beyin,
karaciger), metastatik yayilim en sik pelvik lenf diiglimlerine, kemiklere ve akcigerlere
gerceklesmektedir (Bubendorf vd., 2000; De, vd., 1986). Kemik metastazlari esas olarak

osteoblastik bir siiregtir.
1.4.Prostat Kanseri Baslangic ve Ilerlemesi
1.4.1. Latent ve klinik kanser

PKa genellikle multifokal olarak kabul edilir, ¢iinkii primer tiimorler genellikle genetik
olarak farkli olan birden fazla bagimsiz histolojik kanser odag: icermektedir (Aihara, vd., 1994;
Bostwick vd., 2000; Clark vd., 2008; Macintosh, vd., 1998; Mehra vd., 2007). Buna karsin,
metastatik PKa’nin fenotipik heterojenligine ragmen (Shah vd., 2004), molekiiler ve sitogenetik
analizler ayn1 hastadaki birden fazla metastazin klonal olarak iligkili oldugunu gostermekte, bu
da ilerlemis PKa’nin monoklonal oldugunu gostermektedir (Wennuan Liu vd., 2009; Mehra
vd., 2008). Bu bulgular, metastatik PKa’nin kanser ilerlemesi sirasinda bireysel klonlarin secici
avantajindan kaynaklanabilecegini diislindiirmektedir; ancak bu klonal evrim stireci, farkli kotii
huylu potansiyele sahip hiicreleri farkli sekilde hedef alabilen androjen yoksunlugu gibi

terapotik miidahalelerin bir sonucunu da olabilmektedir.



PKa’nin heterojenligi, latent ve klinik hastalik arasindaki ayrimi ve PKa ilerlemesi ile
yaslanma arasindaki gii¢lii korelasyonu anlamak i¢in potansiyel olarak dnemlidir (Sekil 1.3).
PKa yasl erkeklerin bir hastalig1 olmasina ragmen, 20'li ve 40'l yaslardaki saglikli erkeklerden
alman prostat Ornekleri iizerinde yapilan ¢alismalar, PKa’nin histolojik odaklarinin
bulundugunu gostermektedir (Sakr vd., 1994; Shiraishi vd., 1994; Yatani, vd., 1989),bu da
kanser baslangicinin nispeten erken bir yasta gergeklestigini diisiindiirmektedir. PKa’nin
multifokal olduguna dair kanitlarla birlikte, prostat bezinin, ¢ogu klinik olarak saptanabilir
hastaliga ilerlemeyen latent PKa’ya yol agan c¢oklu neoplastik doniisiim olaylarinin yeri
olabilecegi goriilmektedir. Klinik PKa’nin latent PKa’dan farkli bir patojenik programdan
basladig1 diisiiniilebilir. Alternatif olarak, ¢ogu latent PKa odag1 klinik hastaliga yol agan kritik
aktive edici olaylardan gegmeyebilir veya bu odaklar1 subklinik bir durumda tutmaya yetecek
kadar aktif baskilama altinda kalabilir. PSA taramasinin ortaya ¢ikisi, PKa tanilarinda biiyiik
bir artisa yol agmustir; bunlarin cogu muhtemelen hastaligin latent veya indolent halde iken
tespit edilebilmektedir ve su anda daha agresif hale gelecek kanserlerden ayirt edilmesi zordur;
bu durum, daha etkili tan1 ve yonetim i¢in PKa’nin histolojik degerlendirmesini artiracak
gelismis molekiiler belirteclere ve/veya diger yaklasimlara olan kritik ihtiyaci vurgulamaktadir

(Shen & Abate-Shen, 2010) .
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S Oksidatif/DNA hasart yeniden aktivasyonu EMT
0 Telomer kisalmast
NKX3.1 downregiilasyonu ERK/MAPK aktivasyonu
MYC asurt ekspresyonu PTEN inaktivasyonu EZH2 asunt ekspresyonu

Genler

TMPRSS2-ERG fiizyonu

Sekil 1.3. Insan PKa’s1 i¢in ilerleme yolu.

Kaynak: (Abate-Shen & Shen, 2000).
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1.5.Prostat Kanseri Genetigi

PKa’nin baglamasina ve ilerlemesine yol agan ii¢ ana kromozomal mutasyon tiirii vardir:
genetik yatkinlik genleri, onkogenleri giiglendiren somatik mutasyonlar ve tiimor baskilayici

genlerin islev kaybina neden olan somatik mutasyonlar.
1.5.1. Kromozomal degisiklikler

Prostat tiimor hiicrelerinde bircok kromozomal degisiklik bulunmaktadir. Bu
degisiklikler PKa gelisimi boyunca meydana gelmektedir. Delesyonlar genellikle genlerin
bolgesel islev kaybina yol agar ve duplikasyonlar genellikle genlerin bolgesel islev kazanimiyla
sonuclanir. Bununla birlikte, bazi ¢alismalarin duplikasyon gosterdigi, farkli bir hasta grubunda
yapilan diger ¢aligmalarin ise delesyon gosterdigi birgok bolge vardir. Belirli bir bélgenin hem
delesyon hem de duplikasyon boélgelerine sahip oldugu durumlar da vardir. Bu genetik
heterojenlik PKa’nin ve genel olarak kanserin tedavisini ¢ok zor hale getirmistir. Kromozomal
segmentlerin delesyonu erken evre tiimorlerde bulunur ve baskindir, duplikasyonlar ise tlimor
gelistikce ortaya cikar ve proliferasyonunu ve biiylimesini daha da siddetlendirmektedir.
Kromozom 8§, 13, 7, 10, 16, 6 ve 17 en sik degisime ugrayan kromozomlardir (Schulz,
Burchardt, & Cronauer, 2003). X ve Y kromozomlar1 da bir¢cok degisiklik tasimaktadir.
Kromozom 8 en tutarli degisikligin bulundugu yerdir; ¢ogu vakada 8. kromozomda bir
duplikasyon tespit edilmistir. 13q, bilinen iki tiimor baskilayic1 genin (RB ve BRCA2)

bulundugu, tutarh bir sekilde gézlenen delesyonlarin bir bagka bolgesidir.

PKa’daki en erken genetik degisikliklerden biri, PKa’nin %50'sinden fazlasinda ortaya

cikan ERG onkogeninin asir1 ekspresyonudur (Hermans vd., 2009, 2006; Panagopoulos vd.,
2006; Tomlins vd., 2005). Gen fiizyonlar1 da c¢ok yaygindir. Gen fiizyonlar1 genellikle
kromozomal yeniden diizenlemeler nedeniyle meydana gelmektedir. PKa’nin ¢ogunda E7Snin
TMPRSS?2 veya SLC4543 ile 5' gen flizyonlar1 bulunmaktadir (Attard vd., 2016). TMPRSS?2
normal prostat bezlerinin epitelinde eksprese edilen bir transmembran proteazdir (Kim, vd.,
2006) ve semende bulunmaktadir (Adamo & Ladomery, 2015). TMPRSS2'nin 5" UTR’si, ETS
transkripsiyon faktorleri ailesinin kodlama bdlgesi ile birlesmektedir (Attard vd., 2016).
Tomlins ve arkadaslari, ERG'nin TMPRSS2 geninin androjen glidiimlii promotorii ile gen
fiizyonu sonucu PKa’nin yiiksek bir oraninda asir1 eksprese edildigini gostermistir (Tomlins
vd., 2008, 2005). Prostat epiteli normalde ERG'yi ifade etmez (Deramaudt, Remy, & Stiegler,
2001). ERG, PKa’da en tutarl sekilde asir1 eksprese edilen onkogenlerden biridir (Tomlins vd.,
2008; Vanaja, vd., 2003) ve asir1 ekspresyonu PIN’den karsinoma geciste bir siiriicii olaydir
(Carver vd., 2009). PKa’da, ERG'nin yiiksek ekspresyonu ayrica ileri timor evresi, yiiksek
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Gleason skoru, metastaz ve daha kisa sagkalim stireleri ile iliskilidir (Hagglof vd., 2014).
Androjen kaynakli ERG-TMPRSS?2 gen flizyonlari, hastaligin niiksetmesi ve ameliyattan sonra
timoriin  niikksetmesi ile iliskilidir. E7TS-TMPRSS2 fiizyonlarinin, RAF-RAS-FGFR gen
flizyonlarinin yalnizca E7S-negatif tiimorlerde meydana gelmesiyle birlikte, belirli genomik
aberasyonlardan karsilikli olarak ayrildigini belirtmek 6nemlidir (Packer & Maitland, 2016).
Benzer sekilde, SPINK 1 asir1 ekspresyonu, SPOP ve CHDI mutasyonlar1 gibi yalnizca ETS-
negatif ise (Packer & Maitland, 2016). TMPRSS2-ERG asir1 ekspresyonu, PKa spesifikligi ve
tiimor gelisiminin bir¢ok asamasinda asir1 ekspresyonu nedeniyle giiclii bir yeni terapotik hedef

olmaya devam etmektedir (Tandefelt, vd., 2014).
1.5.2. Androjen reseptorii

AR, prostat bezinin normal fizyolojik isleyisi i¢in merkezi bir molekiiler sinyal yoludur
ve prostat bezi liimenindeki salgi epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda bulunur (Kokontis & Liao,
1998). AR, X kromozomu iizerinde bulunan AR geni tarafindan kodlanir, dolayisiyla erkeklerde
tek bir alelden olusur (Tan, vd., 2014). Androjen sinyalinin yoklugunda AR, sitoplazmada 1s1
soku proteinleri (HSP-70 ve HSP 90) tarafindan tutulur ve bu proteinler AR'nin
stabilizasyonunu ve bozunmaya karst korunmasini saglar (Velcheti, vd., 2008). Testosteron
prostat bezindeki luminal epitel hiicrelerine difiize olur ve burada hiicre i¢i 5-a-rediiktaz enzimi
tarafindan dihidrotestosterona (DHT) doniistiiriiliir. AR, DHT'yi1 testosterondan 10 kat daha
fazla afinite ile baglar (Velcheti vd., 2008). DHT baglandiktan sonra AR, HSP'lerden salinir ve
kinazlarin ise alinmasi yoluyla dimerizasyon ve ¢apraz fosforilasyona ugrar. Fosforilasyon, AR-
androjen kompleksinin niikleer translokasyona ve transkripsiyonel aktivasyona ugramasina izin
vererek androjen-yanit elemanlari (ARE) igeren birka¢ hedef gene baglanir (Tan vd., 2014). Bu
gen hedefleri hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve sagkaliminda rol oynar (Tan vd., 2014).
Normal prostat epitelinde, hiicre proliferasyonu orani ile apoptoz orani arasinda bir denge
vardir. Prostatik adenokarsinomda bu denge kaybolur, apoptoz baskilanir ve proliferasyon
kontrolsiiz kalir. AR'nin yapisal aktivitesi hiicre ¢ogalmasina, biiytimesine ve duktal epitelin
apoptoz kaybina neden olarak prostatik adenokarsinom tiimdrigenezine yol agar (Attard vd.,

2016).

AR proteinlerinin gercek uzunlugu, poliglutamin, poli-glisin ve poli-prolin tekrarlar
nedeniyle degiskendir (Velcheti vd., 2008). Poli-glutamin (CAG) tekrarlarinin uzunlugu
reseptor aktivitesini etkiler (Tan vd., 2014). Uzunluk 9-36 kalint1 arasinda degismekte olup,
ortalama uzunluk 18-22 kalint1 arasindadir (Velcheti vd., 2008). Cesitli insan epidemiyolojik

caligmalari, daha kisa poli-glutamin tekrarlar1 ile PKa arasinda pozitif bir korelasyon bulmustur.
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Yiiksek prevalansli Afro-Amerikan popiilasyonunda AR proteinlerinin kisa poliglutamin
tekrarlarina sahip oldugu bulunmustur (Nelson, De Marzo, & Isaacs, 2003). Diisiik prevalanslt
Asya-Amerikan popiilasyonunda ise AR proteinlerinin daha uzun poliglutamin tekrarlarina
sahip oldugu bulunmustur (Nelson vd., 2003). Bu kalitsal genetik polimorfizm, daha ytiiksek
kalitsal PKa orani i¢in bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir (Nelson vd., 2003; Tan vd.,
2014). Ayrica, AR'de meydana gelen ve timor olusumunun yayilmasini artiran, tiimdriin
agresifligini artiran ve androjen ligandlarindan tamamen bagimsizlik kazanan c¢ok sayida

somatik degisiklik vardir (Attard vd., 2016).
1.5.3. Kastrasyona direncli prostat kanseri

CRPC baz1 hastalarda goriiliir. Kimyasal veya cerrahi kastrasyon tedavisi alan hastalarin
¢ogu iyi yanit verir. Ancak bazi hastalarda kastrasyon direnci ortaya ¢ikar ve gonadlar artik
androjen saglamasa bile tiimor devam eder. Kastrasyon direncinin meydana geldigi
mekanizmalar; artmis AR ekspresyonu, gen amplifikasyonu, nokta mutasyonlari, adrenal
androjenlerin DHT'ye doniisiimiiniin artmasi, androjen liretimini artirmak i¢cin CYP17A1'in de-
novo sentezi ve upregiilasyonu ve AR ek varyantlarinin sentezi dahil olmak tizere birgok farkl
somatik degisiklik tlirtidiir (Attard vd., 2016). AR geni amplifikasyonu CRPC hastalarinin
yaklasik %30'unda goriiliir (Velcheti vd., 2008). Bu, prostat timor hiicrelerinde AR
proteinlerinin yiiksek seviyelerine neden olarak diisiik androjen seviyelerine karsi
duyarhliklarimi ve yanit verebilirliklerini artirmaktadir (Sandhu vd., 2013; Tan vd., 2014).
Ozellikle SRD5a.l, 3BHSD ve AKRIC3 gibi androjenik déniisiimiin hiz sinirlayici adimlarinin
enzimatik katalizini diizenleyen lokuslarda artan gen ekspresyonu, CRPC patogenezine dahil
edilmistir (Chang vd., 2013; Mitsiades vd., 2012; Stanbrough vd., 2006). Nokta mutasyonlari
agirlikli olarak ligand baglayici alanda bulunmaktadir. Bu mutasyonlar diisiik seviyelerde
androjenlere, androjen olmayan ligandlara ve hatta tedavi olarak kullanilan sentetik anti-
androjenlere karst duyarliligin artmasina neden olur (Attard vd., 2016; Tan vd., 2014).
Glukokortikoidler, progestinler, Ostrojenler ve dehidroepiandrosteron mutasyona ugramis
AR'y1 aktive ettigi tespit edilen ligandlardan bazilaridir (Attard vd., 2016). T877, W741C ve
WT741L siklikla gozlenen nokta mutasyonlaridir (Velcheti vd., 2008). Ekleme varyasyonu,
konstitiitif olarak aktif olabilen bir ligand baglama alan1 olmadan AR {iretimine yol agabilir
(Sandhu vd., 2013; Tan vd., 2014). V7 AR varyant1 CRPC ile gii¢lii bir pozitif korelasyona
sahiptir (Tan vd., 2014). Bazi1 hastalarin prostatik adenokarsinom hiicrelerinin AR'den tamamen
yoksun oldugu ve AR geninin promoter hipermetilasyonu ile susturulmasinin katkida bulunan

bir faktor olabilecegi bildirilmistir (Attard vd., 2016; Nelson vd., 2003; Tan vd., 2014).
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CRPC'li bircok hasta AR geninde genetik degisiklikler tasimadigindan, biiylime
faktorlerinin (GF) kastrasyon direncinin kazanildigr ikincil mekanizmalar olduguna
inanilmaktadir (Velcheti vd., 2008). Kanitlar, prostat epitelyal ve stromal hiicrelerdeki
reseptorleriyle birlikte CRPC hastalarinin serumunda ¢ok sayida GF'nin asir1 ekspresyonunu
gostermektedir. Bu, "androjenden bagimsiz" KRPC mekanizmasi olarak kabul edilir. Normalde
stroma, parakrin peptid sinyalizasyonu yoluyla GF salgilar. CRPC patolojisinde, ilgili
reseptorleri ile birlikte FGF, EGF, IGF ve TGF-B'nin asir1 ekspresyonu vardir (Velcheti vd.,
2008). Bu GF'lerin androjenlerin yoklugunda androjene duyarli genleri aktive ettigi
bilinmektedir. Artmis ekspresyonlari, genellikle agresif bir sekilde metastaz yapan prostat
tiimorlerinin daha yliksek dereceleri ile iliskilidir. Ayrica, Bonci ve arkadaslart MiR-16/MiR-
16 kiimesinin kaybinin ve MiR-21'in yukar1 regiilasyonunun PKa metastazinin gelisiminde
kritik olaylar oldugu sonucuna varmistir (Bonci vd., 2015). CRPC hastalarinin serumlarinda
yapilan ¢aligmalarda da sitokin yiikselmesi gozlenmistir. Yiiksek IL-6 ve IL-6-R seviyeleri
PKa’nin daha agresif formlari ile iligskilendirilmistir (Packer & Maitland, 2016). IL-6, androjen
ligandlarinin yoklugunda AR aracili transkripsiyonu aktive eder (Packer & Maitland, 2016).
STAT-3 seviyeleri de CRPC hastalarinin serumunda yiikselmekte ve AR'nin transkripsiyonel
aktivasyonuna yol agmaktadir (Packer & Maitland, 2016). Kastrasyon direnci ve androjen
bagimsizliginin elde edildigi, asirt duyarliliktan tam bagimsizliga kadar degisen cesitli
mekanizmalar vardir. Bu durum, CRPC'ye terapotik ¢oziimler bulmanin zorluguna ve kotii

prognozuna katkida bulunmaktadir.
1.5.4. Kahtim

PKa’nin diger kanser tiirlerine gore daha gii¢lii bir kalitsal bilesen tasidigina
inanilmaktadir. Monozigotik ve dizigotik ikizlerde yapilan ¢alismalar bu fikri tutarl bir sekilde
desteklemistir (Nelson vd., 2003). Kalitsal kanserler sporadik kanserlerden erken baslangic,
ailesel kiimelenme, otozomal dominant kalittm ve multifokalite ile ayrilir (Nelson vd., 2003;
Schulz vd., 2003). Genellikle, tiimor baskilayict genlerde ve proto-onkogenlerde kalitsal
mutasyonlar vardir. Kalitsal gecis riski, genlerdeki polimorfizmler tarafindan da verilmektedir.
Birinci dereceden akrabalarinda PKa olan erkeklerde risk 2 kat, 60 yasin altinda PKa teshisi
konmus birinci dereceden akrabalar1 olan erkeklerde ise 4 kat daha fazladir (Carter, vd., 1992;
Edwards & Eeles, 2004; Nelson vd., 2003; Schulz vd., 2003). PKa olan daha fazla akrabaya
sahip olmak, riski katlayarak onemli dl¢iide artirir (Nelson vd., 2003). Bir erkek kardeste PKa
varsa, monozigotik ikizlerde dizigotik ikizlere gore %50 daha fazla risk vardir (Nelson vd.,

2003). Bu veriler, yiiksek riskli etnik gruplarla birlikte PKa icin derin bir kalitsal bilesen i¢in
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giiclii bir destek saglamaktadir. 1q24-25 (HPCI), 1q42-43 (PCAP), Xq27-8 (HPCX), 1p36
(CAPB), 20q13 (HPC20), 17pl1 (ELAC2) ve 16923 dahil olmak iizere otozomal dominant
kalitsal PKa genlerini igeren birka¢ genomik bolge vardir (Bratt, 2002; Nwosu, vd., 2001;
Schulz vd., 2003; Simard vd., 2003).

En yaygin olarak ¢alisilan kalitsal gen, kalitsal prostat kanseri-1 (HPC1) gen lokusunda
bulunan RNASEL'dir (Nelson vd., 2003). RNASEL, latent 2'-5' oligoadenilat sentetaz bagiml
bir riboniikleaz olan Riboniikleaz L'yi kodlamaktadir. Bu enzim anti-viral, pro-apoptotik INF
ile indiiklenen bir endoriboniikleazdir. Aktivasyon tlizerine hem hiicresel RNA'y1 hem de viral
RNA'y1 pargalar. Yaygin mutasyonlar translokasyonlar ve yanlig anlamli nokta mutasyonlaridir.
Kodon 157'deki dort bazlik bir delesyon, kodon 164'te erken bir kesilmeye yol acar (Nelson
vd., 2003; Schulz vd., 2003). En yaygin nokta mutasyonu Glu265X'tir (Schulz vd., 2003). Bu,
tamamen devre dis1 birakilmis bir RNaz L enzimine veya ¢ok daha diisiik aktiviteye sahip bir
enzime yol agmaktadir. Her ikisi de patojenlere karst INF koruma aktivitesini dnemli dlciide
etkileyecektir. Calismalarda RNASEL geninin bazi PKa hastalarinda, 6zellikle de Fin ve
Askenaz Yahudi kokenli olanlarda mutasyona ugradigi ve kusurlu oldugu bulunmustur (Nelson

vd., 2003). Bu durum, PKa’da viral bir patojenin rol oynama olasiligina isaret edebilir.

8p22'de bulunan makrofaj ¢opcli reseptorii 1 (MSRI) de kalitsal bir duyarlilik geni
olarak kabul edilmektedir (Hope vd., 2005). Esas olarak makrofaj yiizeylerinde bulunan A sin1fi
makrofaj ¢opcii reseptoriiniin alt birimlerini kodlamaktadir. MSR-1, hem oksitlenmis HDL hem
de oksitlenmis LDL, bakteriyel lipopolisakkarit ve lipoteikoik asit dahil olmak {izere kandaki
cok cesitli ligandlar1 baglamaktadir (Yu, vd., 2015). Bu ¢Opgli reseptorler, negatif yiiklii
lipidlerin oksitlenmis formlarini baglar ve patojen maddeleri ve atik maddeleri uzaklastirma
islevi gormektedir. Caligsmalar, bu reseptorlerin hastalarin kiiclik bir yilizdesinde mutasyona
ugradigint ve kusurlu oldugunu ve PKa’da bakteriyel patojen tutulumu olasiligia isaret
edebilecegini ortaya koymustur (Nelson vd., 2003). Metilen tetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR)
niikleotid biyosentezinde anahtar bir enzimi kodlar. Metil gruplarinin timidin veya
adenozilmetiyonin sentezine yonlendirilmesini katalize eder. Ala677Val, C677T ve A1298C

polimorfizmlerinin duyarlilik 6zelliklerinin altinda yattigina inanilmaktadir (Li & Xu, 2012).

Steroid-5-a-rediiktaz tip II (SRD5a2), prostatta 5-a rediiktaz enziminin baskin
izoformunu kodlar ve prostat hiicreleri i¢inde testosteronu DHT'ye donistiiriir. Ala49Thr,
SRD5a2'in igsel aktivitesini artiran kalitsal bir polimortfik aleldir ve PKa i¢in daha yiiksek risk
ile iligkili oldugu gosterilmistir (Schulz vd., 2003). Daha aktif alellerin hastalar i¢in daha agresif

ve daha kotii prognoz ile iligkili oldugu da gosterilmistir. CYP17, androjenlerin biyosentezinde
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anahtar bir enzim olan cyt P-450c17a'y1 kodlar (Attard vd., 2016). Kalitsal genetik mutasyonlar,
prostat kanseri hiicrelerinde AR i¢in androjen ligandlarinin de-novo sentezinin artmasina neden
olur. BRCAI ve BRCA?2 timdr baskilayici genlerinin mutasyonlar: da ailesel PKa vakalarinda
bulunmustur. BRCA 1, Deoksiriboniikleik asit (DNA) hasar1 yanit1 ve onarimi, transkripsiyonel
diizenleme ve kromatin modelleme dahil olmak tizere ¢esitli hiicresel kontrol sistemlerinde kilit
bir oyuncudur (Castro & Eeles, 2012). BRCA2 islevi, ozellikle RADS5I aktivitesinin
diizenlenmesinde DNA rekombinasyonu ve onarim siiregleriyle smirlidir (Castro & Eeles,
2012). BRCAI veya BRCAZ2 kaybi, DNA ¢ift iplik¢ik kirilmalariin onarilmasinda bir eksiklikle
baglantilidir ve hiicrelerin bu lezyonlar1 onarmak i¢in potansiyel olarak mutajenik
mekanizmalar kullanmasina yol agar. Bu mutasyonlarin neden belirli kanser tiirleriyle (6rn.
meme, yumurtalik ve prostat) iligkili oldugunun ardindaki gergek belirsizligini korumaktadir.
Geng baslangigli hastalarin yiizde bir ila ikisi germline BRCA2 mutasyonuna sahiptir. BRCA2
mutasyonlar1 PKa’ya yakalanma riskini 5-7 kat artirirken, BRCA/ mutasyonlar1 3-8 kat
artirmaktadir (Attard vd., 2016).

1.5.5. Somatik genetik mutasyonlar

Tan1 aninda hastalarda bir¢ok somatik mutasyon bulunur. Zaman i¢inde PKa hiicreleri
somatik nokta mutasyonlari, gen delesyonlar1 ve insersiyonlari, amplifikasyonlar, kromozomal
yeniden diizenlemeler ve DNA metilasyon durumlarinda degisiklikler gecirir. Bu degisiklikler
genellikle birka¢ on yil i¢inde yavasga birikir. Bu ilerleyici degisiklikler ve mutasyonlar
genellikle birlikte ¢alisarak kalitsal germ hattt mutasyonlarini siddetlendirir. PKa’nin oldukca
kabul goren bir modeli, kalitsal mutasyonlarm tiimor olusumunu baglatirken somatik
mutasyonlarin bunu daha da ilerlettigidir. Somatik kromozomal degisikliklerde heterojenite

vardir ve farkli hastalarda ayni1 kromozomal bolgelerde farkli tipte lezyonlar gozlenir.

n smifi glutatyon S-transferaz (GSTPI) toksik hidrofobik ve elektrofilik bilesiklerin
konjugasyonunu katalize eden bir antioksidandir. Prostat bezini mutajenlere, karsinojenlere ve
oksidatif strese, genomik hasara ve inflamasyona neden olabilen reaktif oksijen tiirleri ve reaktif
nitrojen tlirleri gibi oksidanlara karsi korur. Sekretuar asiner hiicrelerde degil, bazal prostat
hiicrelerinde eksprese edilir. Calismalar GSTPI geninin promotér bdlgesinde ve 5'-CpG
diizenleyici dizisinde hipermetilasyona ugradigini gostermistir (Martignano vd., 2016; Nelson
vd., 2003). Bu, prostatik adenokarsinom doku oOrneklerinde bulunan en yaygin somatik
mutasyonlardan biridir ve tiimorigenezdeki en erken olaylardan biridir. Bu, glutatyon S-
transferaz antioksidan enziminin transkripsiyonunun ve ekspresyonunun azalmasina yol acar.

Bu, PKa’l1 hastalarda genellikle hipermetilasyon nedeniyle GSTP1 ifadesinin bulunmadigini
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tespit eden onceki ¢alismalardan elde edilen kanitlar1 desteklemektedir. Bu tip bir mutasyon,
hastalar1 genoma zarar veren strese ve PKa gelisimi sirasinda daha fazla genomik istikrarsizliga

maruz birakir (Martignano vd., 2016; Nelson vd., 2003).

PTEN, bir lipid ve protein fosfataz enzimi olan fosfataz ve tensin homologunu kodlayan
bir tiimor baskilayici gendir. Hiicre dongiisiinii, hiicre proliferasyonunu ve apoptozu diizenler.
Ayrica hiicrelerdeki PI3K/ AKT/mTOR yolunu inhibe ederek diizenler. PI3K/AKT'nin kendisi
hiicre proliferasyonu ve apoptozda rol oynar. PTEN somatik degisiklikler i¢in ortak bir hedeftir.
Calismalar, PTEN'in baz1 PKa hastalarinda diisiik aktivite ile kusurlu oldugunu ve bir timér
icindeki bazi1 bolgelerin PTEN'den tamamen yoksun oldugunu bulmustur (Packer & Maitland,
2016). Somatik mutasyonlarinin zaman icinde ilerlemesi tizerine, PI3K/AKT asir1 derecede
aktive olur ve hiicrenin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasina ve apoptozdan kagmasina neden
olur. PTEN kaybi1 gec bir olaydir ve timor olusumunun baslangicinda degil yayilmasinda rol
oynadig1 varsayilmaktadir (Nelson vd., 2003). PTEN kayb1 ve 10q kayb1 metastatik tiimorlerde
lokalize olanlara gore daha fazla bulundugundan metastazi ve androjen bagimsizligini etkiler

(Attard vd., 2016; Nelson vd., 2003).

Sikline bagimli kinaz inhibitorii 1B (CDKNIB), sikline bagimli kinaz 4'iin (CDK4) bir
inhibitdrii olan p27'yi kodlayan bir tlimor baskilayici gendir. P27, G1'deki hiicreleri durduran
bir hiicre dongiisii inhibitoriidiir. PTEN ile birlikte hiicre dongiisiiniin ilerlemesini ve
cogalmasin diizenler. p27 normalde PI3K/AKT tarafindan baskilanir. PTEN, p27'yi artirmak,
hiicre dongiislinii inhibe etmek, G1'deki hiicreyi durdurmak ve proliferasyonu 6nlemek i¢in
PI3K/AKT'yi inhibe edecektir. PTEN kaybi, azalan p27 seviyelerinin etkisini artiracaktir
(Ronen vd., 2017). Calismalar, hastalarda CDKN1B ekspresyonunun kaybina yol agcan 12p12-
13'lin somatik kaybini gostermistir (Nelson vd., 2003). Bu, ileri evrelerdeki hastalarin daha
biiyiik bir ylizdesinde bulunur ve en biiyiik ylizde uzak metastatik tiimorlerde bulunur (Nelson

vd., 2003). CDKN1B kayb1 ¢ok kotii prognozla iligkilidir.
1.5.6. Tiimor baskilayici genler

Cogu kanser gibi, prostat tiimorlerinin baslangici da tiimor baskilayici genlerdeki
fonksiyon kaybr mutasyonuyla iligkilidir. Tiimdriin gelisimi boyunca meydana gelen somatik
mutasyonlarin yani sira, tiimdr baskilayici genlerde kalitsal mutasyonlar da vardir. Tipik olarak,
tiimor baskilayict genlerin bulundugu bélgelerde kromozomal segment delesyonlar1 bulunur.
Tiimor baskilayici genlerin deaktivasyonu, genin bulundugu kromozomal segmentin silinmesi,
genin dogrudan silinmesi, promoter hipermetilasyonuna bagli ekspresyon kaybi ve nokta

mutasyonlar1 nedeniyle meydana gelir.
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Son zamanlarda Nickerson ve ark. on-onbir translokasyon 2'nin (TET2), PKa’da birden
fazla mekanizma tarafindan degistirilen bir timor baskilayici olarak gorev yaptigini gosterdi:
germline kodlamayan riskli SNP'ler ve nadir yanlis anlam ikameleri (Nickerson vd., 2013);
somatik dizi degisiklikleri ve CNV (6ncelikle kayip); ve tiimorlerde mRNA ifadesinin azalmasi
(Nickerson vd., 2017). PTEN, GSTP1, CDKN1B ve NKX3.1'in tiimii, timorlerin ilerlemesine
ve kotlilesmesine yol agan somatik degisiklikler yoluyla devre dis1 birakilir (Attard vd., 2016;
Packer & Maitland, 2016). Retinoblastoma (RB), diger bazi kanserlerde de mutasyona ugrayan
veya tamamen silinen 6nemli bir tiimor baskilayici geni kodlar. GO/G1 fazinda hiicre
dongiisiinii diizenleyen bir niikleer transkripsiyon faktoriinii kodlar (Classon & Harlow, 2002).
Etkinligi fosforilasyon durumuna baglidir. Mitozun sonunda retinoblastoma proteini (pRB)
defosforile olur ve aktif hale gelir, G1'den S'ye gecisi inhibe eder. CDK'lar G1'in sonlarinda
pRB'yi fosforile edecek, boylece onu inhibe edecek ve hiicre dongiisiiniin S fazina ilerlemesine
izin verecektir. Mutasyonu kontrolsiiz hiicre dongiisii ilerlemesine izin verir. RB/p16 yolunun
kaybi, bunun erken mi yoksa ge¢ evre olay1 m1 olduguna dair karigik veriler gostermistir (Attard
vd., 2016). MAX etkilesimli protein (MXI-1), sarmal-ilmek-sarmal Leu fermuar ailesinin bir
tiimor baskilayici genidir. C-MYC ifadesini baskilayarak bir transkripsiyon faktorii olarak islev
goriir (Mohler vd., 2002). MAX'in c-MY C'ye baglanmasi c-MYC yolu i¢in gerekli oldugundan,
MAX"1 baglamak icin ¢-MYC ile rekabet eder. 10q bolgesinin silinmesi yoluyla MXI-1'in
fonksiyon kaybi vardir, bu da proliferasyonun ve tiimor biliylimesinin artmasina neden olur

(Davies vd., 2002).

P53, “genomun koruyucusu” niikleer transkripsiyon faktoriinii kodlayan bir tiimor
baskilayict gendir. Ozellikle G1/S ve G2/M kontrol noktalarinda hiicre dongiisii diizenleyicisi
olarak gorev yapar. Boylece herhangi bir DNA hasar1 varsa hiicre dongiisiiniin ilerlemesini
onler. Hastalarda goriilen mutasyonlarin yiizdesi hakkinda karigik veriler bulunmaktadir ancak
ileri evrelerde daha yaygin, lokalize olanlarda ise daha azdir. Caligmalar, metastatik tlimorlerin
cogunda p53 delesyonlart oldugundan mutasyonlarin ileri timdrlere, metastaza ve androjen
bagimsizligina yol actigini gostermistir (Chappell vd., 2012). Bu fonksiyon kaybi, 17p
bolgesinde yer alan diger genlerle uyum i¢inde meydana gelir. Doniistiiriicii bliylime faktorii f1
(TGF-B1) normalde hiicre proliferasyonunu inhibe etme ve prostatik epitelyal hiicrelerde
apoptozu indiikleme islevi goriir. Ancak prostat adenokarsinom hiicreleri, TGF-f'nin asir1
ekspresyonuyla birlesen TGF-B1 reseptorlerini eksprese etmez (Fournier vd., 2015; Lee vd.,
2012). Bu nedenle, daha ilerlemis tiimorler ve daha biiylik metastatik potansiyel ile iligkili olan

prostat tiimor hiicreleri iizerinde TGF-B1 etkisinde bir kayip vardir (Fournier vd., 2015).
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Kruppel benzeri faktor 6 (KLF6), tiimor baskilayici bir gen olarak islev goren ve prostat kanseri

hiicrelerinde siklikla aktif olmayan bir ¢inko parmak transkripsiyon faktoriidiir (Liu vd., 2012).
1.5.7. Mismatch onarim genleri

Agresif PKa formlar siklikla mismatch onarimi (MMR) mekanizmasindaki kusurlarin
bir sonucu olarak polimorfik niikleotid dizisi mutasyonlari ile karakterize edilir. Tipik olarak
MMR yolu, yiiksek diizeyde korunmus proteinlerin koordineli eylemi yoluyla DNA
replikasyonunu takiben mikrosatellit kararsizliginin zararli etkilerini ortadan kaldirir. Onceki
caligmalar, MMR gen mutasyonlarinin kanser patolojisini simgeledigini gdsterse de (Chang,
vd., 2017; Wang, vd., 2005), MLH1, PMS1, PMS2, MSH2, MSH3 ve MSHG6 genlerinin timii,
prostat timorliniin ¢ogalmasi ve yayilmasinda spesifik olarak rol oynamistir (Grindedal vd.,
2009; Karayi & Markham, 2004). Toplu olarak, bu gen lokuslarindaki fonksiyon kaybi, PKa
epitelindeki zayiflamis DNA onarim aktivitesine katkida bulunabilir (Karayi & Markham,
2004; Reyes, vd., 2015). Yani MSH2 ve MSH6, dimerlesme egilimleri nedeniyle ilgi ¢ekici
aragtirma hedefleridir (Chen vd., 2001). 2014 yilinda Prichard ve ark. MSH2-MSH6
heterodimerindeki agirlikli olarak bialelik fonksiyon kaybi mutasyonunun hipermutasyona
ugramis, metastatik PKa’y1 karakterize ettigini belirlemek i¢in ekzom dizileme tekniklerinden
yararlanmistir (Pritchard vd., 2014). Ek olarak, CWR22 androjenle diizenlenen tiimdrijenik
hiicre hattinin bagimsiz dizilimi, MSH2 ve MSH6 genlerinde homozigot bir silinme oldugunu
gostermistir, bu da PKa’da AR sinyali ile MMR yolu arasinda bir etkilesim oldugunu
diisiindiirmektedir (Barretina vd., 2012). MSH2-MSH6 kompleksinin MMR'deki kesin rolii
heniiz tam olarak ortaya ¢ikarilmamis olsa da son caligmalar bunun DNA Polimeraz a ile
etkilesime girdigini ve asagi yonlii MMR siireclerini yonlendirdigini one siirdii (Itkonen vd.,

2016).
1.5.8. Onkogenler

Proto-onkogenlerdeki mutasyonlar, bunlarin yapisal olarak aktif onkogen formlarinda
degisikliklere yol agar. Onkogen mutasyonlari, fonksiyon kazanimina yol acan kromozomal
bolgelerin ¢gogalmasindan kaynaklanir. Bu mutasyonlar genellikle gec ortaya ¢ikar ve zamanla
birikerek tiimdriin daha da yayilmasina neden olur. c-MYC, hiicre biiyiimesini ve ¢ogalmasini,
hiicre dongiisti ilerlemesini, transkripsiyonu, farklilasmay1r ve apoptozu diizenleyen bir
transkripsiyon faktoriinii kodlar. Proliferasyonu tegvik etmek icin siklinleri ve ribozomal
proteinleri upregiile eder ve proapoptotik proteinlerin ekspresyonunu downregiile eder. 8q

bolgesinin, 0Ozellikle ilerlemis kanserlerde siklikla fonksiyon kazanimi kromozomal
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anormalliklerine sahip oldugu bulunmustur. c-MYC gen amplifikasyonu daha yiiksek dereceli

tiimdrlere, metastaza ve androjene direngli timorlere yol acar (Fan vd., 2016).

MAP kinaz fosfataz-1 (MKP-1), mitojenle aktiflesen protein kinaz ailesine 6zgii bir
fosfatazdir. MAPK ailesi, ERK araciligiyla proliferatif sinyallere ve JNK aracilifiyla
proapoptotik sinyallere sahiptir (Ma & Wells, 2014). MKP-1'in ikili 6zgiilliigti vardir; JNK ve
ERK iizerindeki hem fosforile edilmis tirozin hem de fosforile edilmis treonin kalintilarini
fosforile eder. Bu kapasitesinde MKP-1, MAPK yolunu inhibe ederek hiicreleri 6liimden
koruyan bir anti-apoptotik proteindir. Asir1 eksprese edildiginde kontrolsiiz hiicre
proliferasyonunu tetikler (Ma & Wells, 2014). B hiicresi l6semi/lenfoma-2 (BCL-2), pro-
apoptotik bir proteini kodlar. Asir1 ekspresyonu apoptoza ve PKa’nin ilerlemis formlarina kars1
direng¢ saglar (Catz & Johnson, 2003; Packer & Maitland, 2016). Telomerazlar kromozom ug
kapaklarin1 uzatan enzimlerdir. Telomerazin asir1 ekspresyonu ve amplifikasyonu, PKa
hiicrelerinin ¢ogunda bulunur ve yiiksek dereceli kanserlerde maksimum diizeyde eksprese
edilir (Packer & Maitland, 2016). B-katenin CTNNBI tarafindan kodlanir ve transkripsiyon ve
hiicre yapigmasinin diizenleyicisidir. Bazi prostat tiimor hiicrelerinde, AR igeren hedef genlerin
transkripsiyonunu artiran -katenin aktive edici mutasyonlar gézlemlenmistir (Chesire, vd.,

2002).

RAS, Ras GTPazlar1 kodlayan gendir. Ras'in amplifikasyonu, 6zellikle prostatta olmak
iizere birgok malign timdr formunda rol oynar. Ayrica, RASSFIA'nmin promotdr
hipermetilasyonu yoluyla ¢ogu PKa dokusunda aktif olmadigr bulunmustur (Li, Carroll, &
Dahiya, 2005). DAB2IP geni, PKa patogenezinde alternatif bir mekanizmada yer almaktadir
(Wang, vd., 2016). PKa ile iligkilendirilmistir (Duggan vd., 2007). HER2, EGFR ailesinden bir
reseptor tirozin kinaz olan c-erbB-2'y1 kodlar. Asir1 ekspresyonu bir¢cok kanserde bulunur ve
geninin amplifikasyonu prostat tiimdrleriyle iliskilendirilmistir (Siampanopoulou, vd., 2013).
Ancak karigik bulgular var. Cogu calisma metastatik tiimorler ve kastrasyon direncindeki
roliinii desteklemektedir. FASN, yag asitlerinin sentezinde rol oynayan anahtar bir enzim olan
yag asidi sentazini kodlar. Asir1 ekspresyonu ¢ogu PKa tiiriinde goriiliir (Hamada vd., 2014).
Bir¢ok kanser, uzun zincirli yag asitlerinin artan senteziyle iligkilidir. FASNnin asir
ekspresyonunun ve yag asidi sentaz enziminin amplifikasyonunun, hiicrelerin apoptozdan
kagmasina izin verdigine ve hiicre proliferasyonunu arttirdigina inanilmaktadir (Huang vd.,

2016).
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1.5.9. Metastaz

[lerlemis PKa lokal dokulari istila eder ve bdlgesel lenf diigiimlerine yayilir. Lokal istila
bolgeleri seminal vezikiiller, mesane ve rektumdur. Metastatik bolgeler kemikler, lenf
digtimleri, akcigerler, karaciger ve beyindir. Metastaz baskilayic1 genler olarak islev gordigii
goriilen cesitli genler karakterize edilmistir. Tiimor baskilayici genler ile metastaz baskilayici
genler arasindaki ayrimi belirtmek Onemlidir: ikincisi spesifik olarak metastatik tlimor
proliferasyonunu dengeler ancak birincil tiimorii etkilemez. KAI-1/CDS82, bir membran
glikoproteinini kodlar ve downregiilasyonu, ilerlemis metastatik prostat tiimorleri ile tutarl bir
sekilde iligkilendirilmistir (Park vd., 2012). CDH-1, kalsiyuma bagimli, membrana bagli bir
glikoprotein olan epitelyal kaderini (E-cadherin) kodlar. Ilerlemis tiimérlerin ¢ogunda
mutasyona ugrayan ve kaybolan bir hiicre yapigsma molekiiliidiir (Packer & Maitland, 2016).
CDH-1, PKa hastalarinda siirekli olarak silinen bir bolge olan 16q'da bulunur. 16q bdlgesi
metastatik baskilama ile iliskilendirilmistir (Mashimo vd., 1998).

Metastatik PKa olan erkekler iizerinde yapilan bir ¢alisma, lokalize PKa olan hastalarla
karsilastirildiginda, buna sahip olmanin, bir DNA onarim geninde germ hatti mutasyonunu
kalitsal olarak alma olasiliginin daha yiiksek oldugu anlamina geldigini géstermistir (Pritchard
vd., 2016). Bu, metastaz gelisen PKa hastalarinda, DNA onarim genlerindeki germline kalitsal
mutasyonlarla bir baglanti oldugunu gostermektedir. Calismada kullanilan genler daha 6nce
otozomal dominant kansere yatkinlikla iliskilendirilmistir. Bulunan ana mutasyonlar, zararl
delesyonlar ve zararli yanlis anlamli mutasyonlardir. BRCA2, ATM, CHEK2 ve BRCAI,
metastatik PKa hastalarinda en yaygin kalitsal germline mutasyonlaridir (Pritchard vd., 2016).

1.6.MiRNA’lar ve prostat kanseri

MiRNA'lar, hedef mRNA'larin stabilitesini veya ¢eviri verimliligini etkileyerek gen
ifadesini diizenleyen endojen kiiciik kodlamayan, tek sarmalli RNA'lardir. Cogunlukla
mRNA'larin 3° UTR ve kodlama bolgelerinde veya 5° UTR'de bulunan baglanma bolgelerini
hedef alirlar (Bartel, 2004; Rigoutsos, 2009) ve mRNA'nin bozulmasina veya translasyonel
baskilanmasina neden olurlar. MiRNA'larin hem hiicresel temel gelisim hem de tiimor
olusumundaki Onemini transkripsiyon veya posttranskripsiyon regiilasyonu diizeyinde
aciklamak i¢in 6nemli gabalar sarf edilmistir (Baranwal & Alahari, 2010; Iorio & Croce, 2009;
Kloosterman & Plasterk, 2006). Son ¢alismalar, miRNA'larin stresle yaslanmada rol oynadigin
da ortaya koymustur (Liang, Bates, & Wang, 2009). MiRNA'larin diizenleyici etkisi, miRNA'lar
ve hedef mRNA'lar1 arasindaki etkilesim araciligiyla gerceklesir ve gen ifadesinin yaklagik
%30'u muhtemelen bu etkilesim yoluyla miRNA'lar tarafindan diizenlenir (Bartel, 2004; Shyu,
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Wilkinson, & Van Hoof, 2008; Xie vd., 2005). Bununla birlikte, ilgili siire¢lerde yer alan
diizenleyici bilesenler hakkindaki ayrintilar biiyiik 6lciide belirsizligini korumaktadir. Bireysel
miRNA, mRNA'lara kismi baz eslesmesi yoluyla 200 hedefi diizenleyebilir (Schaefer, Jung,
Kristiansen, vd., 2010), oysa belirli bir hedef muhtemelen hedeflerin 3’ UTR'sindeki farkli say1
ve tiirdeki baglanma bolgeleri yoluyla birka¢ miRNA tarafindan modiile edilir (Brennecke, vd.,
2005; Filipowicz, Bhattacharyya, & Sonenberg, 2008), bu da bir miRNA'nin hedeflerinin
ifadelerini ve islevlerini etkileyerek ¢ok sayida biyolojik veya patolojik sinyal yolunu kontrol
edebilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle, miRNA'larin neden oldugu diizenleyici yollar
hiicre i¢inde ¢ok karmasik siireclerdir (Santarpia, Nicoloso, & Calin, 2010; R. Sun, vd., 2009).
MiRNA'larin ekspresyonunu ve miRNA'lar tarafindan diizenlenen yeni hedefleri arastirmak

icin gabalar gereklidir.

MiRNA'larin hedef genleri ile etkilesimi tarafindan kontrol edilen karsinom
hiicrelerinin  biliylimesi, farklilasmas1 ve apoptozunun diizenlenmesi son zamanlarda
arastirilmistir (Baranwal & Alahari, 2010; Iorio & Croce, 2009; Kloosterman & Plasterk, 2006).
Yiizlerce degismis miRNA ifadesinin ¢ogu insan kanserinin olusumu ve ilerlemesi ile yakindan
iliskili oldugu ve miRNA genlerinin yaklasik %50'sinin kanserle iligkili genomik bdlgelerde
yer aldig1 bulunmustur. Bu siireclerde miRNA'lar onkogen veya tiimor baskilayici olarak islev
gorebilir (Vrba vd., 2010) ve kanserlerde birincisi genellikle upregiile edilirken, ikincisi
downregiile edilir. En sik teshis edilen malign tiimdrlerden biri olan ve su ana kadar Amerika'da
erkeklerin ikinci 6nemli kanser katili olan insan PKa’sinda miRNA'larin katilimi (Jemal vd.,
2009), son yillarda miRNA'lar ve hedefleri ile prostat karsinogenezi arasinda bir korelasyon
oldugunu agikg¢a gostermistir (Lu vd., 2008; Musiyenko, Bitko, & Barik, 2008; Shi vd., 2007).
Cesitli miRNA'larin ve hedeflerinin PKa'da anormal sekilde eksprese oldugu ve bu hastaligin
gelisiminde, istilasinda ve metastazinda karsilik gelen yanita yol actig1 kesfedilmistir. Secilen
bazi miRNA'larin degisen ekspresyonlari, PKa'nin tani, prognoz ve siniflandirma amaglari igin
biyobelirtegler olarak yararhidir (Mattie vd., 2006; Porkka vd., 2007; Prueitt vd., 2008). Bu
nedenle, karakteristik miRNA anormalliklerinin anlagilmast ve normal miRNA-mRNA
diizenleme yollarinin geri yiiklenmesi, PKa'da yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesine

katkida bulunabilir.
1.6.1. PKa'da miRNA'larin aberran ekspresyonunun potansiyel mekanizmalari

MiRNA'larin anormal ifadelerinde siklikla oldugu gibi, ortak mekanizmalar arasinda
miRNA'larin kopya sayisinin degistirilmesi (Zhang vd., 2006), miRNA'larin epigenetik

modifikasyonu, 6zellikle de degisen DNA metilasyonu miRNA'larin susturulmasini tetikler.

22



Tersine, miRNA'lar epigenetik mekanizma ile hedef gen ifadelerini de diizenler (Rouhi, vd.,
2008). Buna ek olarak, DGCRS8 baglanmas1 ve Drosha boliinmesi i¢in kritik olan kdk veya
eslesmemis yan bolgelerde mutasyonlar meydana geldiginde, 6nciil miRNA'larin mutasyonlari
bulunur ve miRNA'larin islenmesini ve bollugunu 6nemli 6lgiide etkiler. Bununla birlikte,
dongii bolgesinde meydana gelen mutasyonlarin miRNA'larin islenmesi iizerinde higbir etkisi
yoktur (deVere White, vd., 2009). MiRNA islenmesindeki basarisizlik ve miRNA
promotorlerindeki diizensizlik gibi diger faktorler de miRNA'larin ifadesini etkiler. Bu
mekanizmalar, PKa'da ifade diizeyleri diizensiz olan miRNA'larin agiklanmasina da katkida
bulunur. Ornegin, gerekli bir isleme enzimi olan Dicer, PKa'da upregiile olur ve miRNA'larin
deregiilasyonuna ve klinik evre ve Gleason skoru ile korelasyona yol agar (Chiosea vd., 2006).
Simdiye kadar, PKa'da deregiile olan 50'den fazla miRNA bulunmaktadir (Sun vd., 2009;
Volinia vd., 2006). Bazi onkojenik miRNA'lar (miR-221/-222, miR-21 ve miR-125b) ve bazi
tiimor baskilayict miRNA'lar (miR-101, miR-126*, miR-146a, miR-330, miR-34 kiimesi ve
miR-200 ailesi) dahil olmak tizere anormal sekilde ifade edilen birkag miRNA'y1 gézden
gecirdik. MiRNA-200 ailesi sirasiyla kromozom 1 ve 12 {izerinde bulunan iki kiimeden olusur;
ilk kiime miR-200b, miR-200a ve miR-429"u kodlarken, ikincisi miR-200c¢ ve miR-141'i kodlar.
Vrba ve arkadaslar1 (Vrba vd., 2010) miRNA yakinindaki bir CpG adasinin hipermetilasyona
ugradigini ve bunun da ilgili miRNA'nin ekspresyonu ile negatif korelasyona sahip oldugunu
bulmustur. PC3 hiicrelerinin mir-200c ve mir-141 yakinindaki anormal metillenmis CpG adas1
nedeniyle miR 200c ve miR-141 ekspresyonunu kaybettigine, LnCaP ve DU145 hiicrelerinin
ise degismemis CpG adasindan kaynaklanan normal diizeyde miR-200c ve miR-141 eksprese
ettigine dair kanit saglamislardir (Vrba vd., 2010). Neredeyse es zamanli olarak, Dicer
ekspresyonunun agresif PKa'da upregiile oldugu bulunmustur (Chiosea vd., 2006), bu da prostat
tiimorleriyle ilgili miRNA'larin ¢ogunun yukari regiilasyonunu indiikleyen mekanizmalardan
biri olabilir. Ek olarak, androjen/AR sinyalizasyonunun PKa'da miRNA'larin diizenlenmesine
katkida bulundugu bildirilmistir. Ribas ve arkadaslar1 (Ribas vd., 2009) tarafindan yapilan
caligmalar, androjen kaynakli AR'nin miR-21 promotdriine baglandigini ve daha sonra PKa'da
androjen bagimli (AD) hiicre biiylimesi ve kastrasyon direnci ile iligkili oldugu diisiiniilen miR-

21'in asir1 ekspresyonu ile sonuglandigini gostermistir.

Ayrica, bazi anormal sekilde ifade edilen miRNA'lar PKa'ya 6zgiidiir ve ifade seviyeleri
benign ve malign PKa arasinda 6nemli 6l¢iide farklidir. Rokhlin ve arkadaslar1 (Rokhlin vd.,

2008) p53iin sadece AR pozitif PKa LNCaP hiicrelerinde bulunan miR-34'n asir1
ekspresyonunu indiikledigini, miR-21'in ise androjenden bagimsiz (AI) PC-3 ve DU-145
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hiicrelerinde yiiksek seviyede, LNCaP'de ise diisiik seviyede oldugunu bulmustur (Li, vd.,
2009). MiRNA'larin PKa'da diizenledikleri hedeflere bagli olarak onkogen veya timor

baskilayici olarak gorev yaptiklari belirlenmistir.

Bununla birlikte, bu ¢alismalar, numunelerin ve analitik yontemlerin kullanimindaki
farkliliklar nedeniyle farkli miRNA setleri tiretmistir. Diger bir faktor ise miRNA hedeflerini
analiz etmek ve tanimlamak i¢in hesaplamali algoritma yontemlerinin biiyiik 6l¢iide kullanilmis
olmasidir. Bu tiir hesaplamali analiz, hedef genlerin kesin olarak tanimlanmasini saglayamaz.
Bir hedef mRNA'nin birden fazla miRNA baglama bolgesi igermesi ve bir miRNA'nin birden
fazla mRNA'y1 hedefleyebilmesi alisilmadik bir durum degildir. Sun ve ark. (R. Sun vd., 2009),
hedef mRNA'nin azalan bollugu ile miRNA baglanma bdlgelerinin sayist ve 3’ UTR'nin
uzunlugu arasinda pozitif bir korelasyon buldu. Goriiniise gore, her miRNA'nin ve PKa'daki
hedef genlerinin deneysel olarak dogrulanmasina biiyiik dl¢iide ihtiya¢ duyulmaktadir ve bu

biiytik bir pratik problem olacaktir (Siva vd., 2009).
1.6.2. PKa'da miRNA'larin anormal ifadesinin islevleri

MiRNA'larin fonksiyonlarini incelemek icin yaygin yaklasimlar, biyolojideki etkilerini
dogrulamak i¢cin miRNA'larin kazanilmasi ve kaybedilmesidir. 50'den fazla miRNA'nin
anormal sekilde eksprese edilmesine ve PKa'daki hedeflerinin ekspresyonunda ve aktivitesinde
degisiklige yol agmasina ragmen, yalnizca birkagc miRNA'nin PKa'nin baslatilmasi, ilerlemesi
ve metastazinda rol oynadig1 deneysel olarak belirlenmistir. Bu diferansiyel olarak eksprese
edilen miRNA'lar, onkogenler veya tiimdr baskilayicilar olarak islev gérmektedir ve sirasiyla

tiimor baskilayici genleri ve onkogenleri hedeflemektedir (Schaefer, vd., 2010).
1.6.3. PKa'da onkogenik miRNA'larin islevleri

PKa'da miRNA ekspresyon profilleme analizi ile birgok miRNA'nin upregiile edildigi
bulunmustur. Onkomirlerin asir1 ekspresyonu, apoptozla iliskili genleri epigenetik olarak
susturur ve ardindan tiimdr bilylimesini ve metastazi indiikler. MiR-221 ve miR-222'nin (PKa
dahil olmak iizere cesitli insan timor tirlerinde yukari regiilasyonu bildirilen iki yiiksek
derecede homolog miRNA'nin) PKa'nin gelisiminde ve metastazinda rol oynadig1 bulunmustur.
[k gosterge, miR-221/-222 ekspresyonunun Al PCa hiicrelerinde in vivo ve in vitro olarak AD
PCa hiicrelerine gore daha yiiksek oldugu bulgusundan gelmektedir (Mercatelli vd., 2008; Siva
vd., 2009; Sun vd., 2009); bu bulgu, LNCaP hiicreleriyle karsilastirildiginda PC-3 hiicrelerinde
nispeten asir1 eksprese edilmis miR-221/-222'nin gozlendigini gostermektedir. MiR-221 ve

miR-222'min PKa'ya katkida bulundugu mekanizmalardan biri, tiimor biiyiimesine yol agan
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hedef mRNA p27"Pl'e baglanma yeteneklerinden kaynaklanmaktadir (Galardi vd., 2007;
Mercatelli vd., 2008; Sun vd., 2009). Ayrica miR-221/-222, AI PKa hiicrelerinde AR aracili
sinyallemenin yanitini etkileyen mekanizma yoluyla CRPC’nin gelismesine veya korunmasina
katkida bulunmaktadir (Sun vd., 2009). Ancak PKa'da miR-221/-222'nin ekspresyon diizeyine
iliskin ¢eliskili veriler de mevcuttur ve androjenin miR-221/-222 {iretimini baskiladig1 rapor

edilmistir (Ambs vd., 2008).

Bir baska potansiyel onkomir olan miR-21 de akciger, meme, kolorektal ve PKa'nin
solid tiimorlerinde asir1 eksprese edilmektedir ve tlimor biliylimesine, invazivligine ve
metastazina katkida bulunan onemli bir onkojenik diizenleyici olarak gorev yapmaktadir
(Sekuklu, Donoghue, & Spillane, 2009; Si vd., 2007). QPCR analizleri, miR-21'in malign,
androjenden bagimsiz PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde upregiile edildigini, androjen bagimli
LNCaP hiicrelerinde ise downregiile oldugunu gdstermistir (Li vd., 2009). MiR-21'in etki ettigi
mekanizmaya sunlar aracilik edebilir: miristoillenmis alanin agisindan zengin protein kinaz c
substratinin (MARCKS) yan1 sira PDCD4 ve TPM1'i dogrudan diizenler ve ardindan PKa
hiicrelerinin hareketliliginin, istilasinin ve apoptoz direncinin yiikselmesine neden olur (Li vd.,
2009). Bu durum, anti-miR-21'in PCa hiicrelerinin apoptoza duyarliligini artirabilecegi ve
kanser hiicrelerinin hareketliligini ve istilasin1 olumsuz yonde diizenleyebilecegi gbzlemiyle
dogrulanmaktadir (Li vd., 2009). Yakin zamanda yapilan baska bir ¢alisma, androjen varliginda
AR'nin tanimlanmis bir miR-21 promotoérii olan miPPR-21'e baglanabildigini ve miR-21'in
transkripsiyon seviyesinde asir1 ekspresyonuna yol ac¢tigini, dolayisiyla kastrasyon direncine

yanit verdigini gostermistir (Ribas vd., 2009).

MiR-125b hiicre proliferasyonu i¢in gereklidir (Lee vd., 2005) ve PKa'da upregiile
edildigi bulunmustur. Sentetik olgun miR-125b'in transfeksiyonu, BAK/ transkriptinin 3’
UTR'sini hedefleyerek androjenden bagimsiz PKa hiicre biiylimesini indiikleme kapasitesine
sahiptir (deVere White vd., 2009; Lee vd., 2005). Bununla birlikte, BAK1'in yalnizca siRNA
kullanilarak downregiile edilmesi, hiicre biiylimesi tizerindeki miR-125b aracili uyarimi geri
getiremez; bu, PKa'da baska miR-125b hedeflerinin mevcut oldugunu diisiindiirmektedir
(deVere White vd., 2009; Shi vd., 2011). Daha sonraki bir rapor, PKa'da miR-125b'nin bir bagka
spesifik hedefi olan EIF4EBPI'i tanimlamistir (Ozen, vd., 2008). Bu kanitlar, bireysel bir
miRNA'nin farkli yollar aracilifiyla birden fazla hedefi diizenleyebilecegi hipotezini

dogrulamaktadir.
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1.6.4. PKa'da tiimor baskilayict miRNA'larin islevleri

Timor baskilayict miRNA'larin  kaybi, PKa'nin ilerlemesiyle ilgili bagka bir
mekanizmadir. Kanser displazisi ile iligkili, Polikomb Baskilayic1 Kompleks 2 (PRC2)’nin
katalitik alt tinitesi olan EZH2, gen susturucu gorevi goren bir tiir histon metiltransferazdir.
Prostat tiimorlerinde miR-101 kaybi, EZH2'nin asir1 ekspresyonuyla birlikte goriilmektedir.
MiR-101'i kodlayan genomik lokuslarin hem klinik lokalize PKa'da (%37,5) hem de metastatik
kanserde (%66,7) kayboldugu bulunmustur. MiR-101'in asir1 ekspresyonu, EZH2'nin diisiik
ekspresyon seviyesiyle hiicre biiylimesini ve istilaciligr baskilamistir, oysa EZH2'nin asir1

ekspresyonu, miR-101 tarafindan hiicre biiyiimesinin inhibisyonunu kurtarmistir (Varambally
vd., 2008).

PKa ile ilgili diger bir faktor, Egfl7 geninin bir intronunun {iriinii olan miR-126*'nin
dogal yoklugudur. miR-126*nin ektopik ekspresyonu, PKa hiicrelerinin migrasyonunu ve
invazivligini inhibe etmis, buna prostein ekspresyon seviyesinin azalmasi da eslik etmistir
(Musiyenko vd., 2008). Prostein, PSA'lar biridir (Xu vd., 2001) ve PKa hiicrelerinin
hareketliligine ve istilaciligina katkida bulunur. Kanitlar, miR-126*'nin, prostein mRNA'nin 30
UTR'sini hedefleyerek prostein translasyonunu baskiladigini ileri siirmektedir (Musiyenko vd.,
2008). Lin ve digerleri. (Lin, vd., 2008) PKa dokularinda ve hiicre hatlarinda 8 downregiile ve
3 upregiile edilmis miRNA'y1 analiz etmis ve 8 upregiile olan miRNA'dan biri olan miR-
146a'nin androjen bagimli hiicrelerde carpici bigimde eksprese edildigini ve androjen bagimsiz
hiicrelerde kayboldugunu bulmugtur. MiR-146a'nin eskpresyonunun artirilmasi, ROCK!'in
susturulmasi ve ardindan PC3 hiicrelerinde HA/ROCK1 yolunun inhibe edilmesi yoluyla hiicre
gocli, istilasi, proliferasyonu, anti-apoptoz ve metastazin Onemli Olgiide azalmasiyla
sonuclanmistir; bu, miR-146a'nin PKa'da bir tiimor baskilayict olarak gorev yaptigim

diisiindiirmektedir (Lin vd., 2008) .

Yukarida belirtildigi gibi, microRNA-200 ailesi, PKa'daki downregiilasyonu epigenetik
modifikasyondan kaynaklanabilecek bir grup potansiyel tiimor baskilayict miRNA'dir. Az
eksprese edilen miRNA-200 ailesinin, kanserlerin migrasyon ve invazyonuna katilan
epitelyalden mezenkimal gecise (EMT) kritik roller oynadigi dogrulanmistir. MiR-200c ve
miR-141 ekspresyonunu kaybetmis PC3 hiicreleri, miR-200c ve miR-141 yakinindaki anormal
metillenmis CpG adas1 nedeniyle mezenkimal bir fenotip sergiler ve bu da kanser hiicrelerinin
istilasina ve metastazina yol agar (Vrba vd., 2010). Transkripsiyon sonras: diizeyde, yeni bir
calisma miRNA-200 ailesinin PKa'nin gociine ve istilasina katilan PDGF-D aracili EMT'yi
diizenledigini gdstermistir (Kong vd., 2009).
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Ek olarak miR-330, E2F1 seviyesi ile negatif korelasyon gosterir ve sonucta PKa'da Akt
sinyal yolunun baskilanmasi yoluyla apoptozun aktivasyonuna yol agar (Lee vd., 2009). P53'iin
miR-34a/miR-34c aracili apoptozda rol oynadigi AR pozitif PKa hiicrelerinde de bulunmustur
(Rokhlin vd., 2008).

Toplu olarak, bu bulgular PKa'nin baslangicinda, androjen bagimli durumdan
androjenden bagimsiz duruma ilerlemesinde, istilasinda ve metastazinda miRNA'larin rol
oynadigini kanitlamistir ve PKa'daki diizenleme aglarinin miRNA'larin kesfi nedeniyle daha da
karmagik hale geldigini gosteren kanitlar artmaktadir. MiRNA'larin transkripsiyon sonrasi
seviyede hedeflerine baglanarak diizenleyici etkisine androjen/AR sinyal yolu, prostata 6zgii
proteinler veya rutin olarak hiicre dongiisii kontrol noktalar1 ve hayatta kalma ile ilgili ortak
bilesenlerin paylagilmasi veya PKa'da proliferatif sinyal apoptozu yoluyla aracilik edilmektedir.
PKa'da miRNA'lar tarafindan kontrol edilen gen ekspresyonunun yonlerine iligskin daha fazla

bilgi elde edilmektedir.
1.6.5. Prostat kanserli hastalarin viicut sivilarindaki miRNA'lar

Gegmiste aragtirmacilar miRNA'larin  dokulardaki kanserle iliskili genlerin
diizenlenmesiyle ilgili oldugundan siiphelenmekteydi. 2008 yilinda Lawrie ve ark. (Lawrie vd.,
2008) ilk olarak serum gibi viicut sivilarindaki hiicresiz miRNA'larin invazif olmayan tani
belirtegleri olarak potansiyele sahip olabilecegi gercegini belirlemistir. Diffiiz biiylik B hiicreli
lenfoma hastalarindan alinan serumda miR-155, miR-210 ve miR-21 ekspresyon seviyelerinin
normal kontrollerde bulunanlardan 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugunu bulmuslardir O
zamandan beri dolasimdaki miRNA'lara ilgi artmaktadir. Chen ve ark. (Chen vd., 2008)
hiicresiz miRNA'larin insanlarin serum ve plazmasinda mevcut, stabil, tekrarlanabilir ve tutarli
oldugunu gostermistir. Ayrica akciger kanseri, kolorektal kanser ve diyabet gibi her hastalifin
serum miRNA'larinin spesifik bir ekspresyon modeline sahip oldugunu bulmuslardir. Bu
nedenle, viicut stvilarinda miRNA'larin tespiti, ¢esitli kanserlerin potansiyel invaziv olmayan

tanisal biyobelirtegleri olarak hizmet edebilmektedirler.

2008'de Mitchell ve ark. (Mitchell vd., 2008), tiimorden tiiretilen miRNA'larin dolasim
sistemine girebildigini ve insan kanserinin énemli kan bazli biyobelirtegleri olarak serum ve
plazmada Olciilebilecegini bildirmistir. Ayrica saglikli kontrollerle karsilastirildiginda PKa
hastalarinin serumlarinda dolasimdaki miR-141'in 6nemli 6l¢iide arttigini da gostermislerdir.
Son zamanlarda metastatik PKa hastalarinin plazmasinda miR-141'in upregiilasyonu
dogrulanmistir (Agaoglu vd., 2011). Brase ve ark. (Brase vd., 2011) ayn1 zamanda dolasimdaki
miRNA'larin (miR-375 ve miR-141) ilerlemis hastalig1 olan hastalarda yiiksek diizeyde tespit
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edildigini ve diizeylerinin ayni zamanda yiiksek Gleason skoru veya lenf nodu pozitif
durumuyla korele oldugunu da bulmustur. Ek olarak, Porkka ve ark. (Porkka vd., 2007) ve Ozen
ve ark. (Ozen vd., 2008) yaptig1 ¢aligmalarda, tiimorlerdeki miRNA'lar 6nemli dlgiide (let-7
ailesi, miR-16, miR-23, miR-99, miR 125, miR-29 ve miR-30"'un tiimii) downregiile edilmistir.
Ambs ve ark. (Ambs vd., 2008) PKa hiicrelerinin normal prostat hiicrelerine gére daha yiiksek
miR-32 seviyeleri ifade ettigini bulmuslardir. MiR-32, miR-26a, miR-196a, miR-181a, miR 25,
miR-93, miR-92 ve let-7i'nin hepsinin upregiile edildigini gdstermisler ve ayrica ekstraprostatik
hastalik yayilimi, androjen regiilasyonu ve protein kodlayan hedef genlerin transkripsiyonu ile
iliskili bazi miRNA'lar1 tanimlamislardir. Bu sonuglar Volinia ve arkadaslarinin buldugu

verilerle kismen ortiismektedir (Volinia vd., 2006).

PKa dokularindaki miRNA'lar, normal kontrollerle karsilastirildiginda kanseri tespit
etmek icin kullanilabilecek umut verici biyobelirtegler olabilirler. Szczyrba ve ark. (Szczyrba
vd., 2010), PKa dokularindaki 33 miRNA'nin, kanser dis1 dokularda bulunanlara kiyasla 1,5
kattan fazla upregiile edildigini veya downregiile edildigini géstermistir ve miR-143 ve miR-
145'in PKa gelisiminde rol oynayabilecegini 6ne siirmiiglerdir. Ayrica Mattie ve ark. (Mattie
vd., 2006), PKa hastalarinda biyopsi 6rneklerinde bulunan miRNA'nin, yiiksek verimli miRNA
ekspresyon profilini kullanarak PKa’y1 normal kontrollerden ayirmak i¢in kullanilabilecegini

gostermistir.

Kanser dokularindaki miRNA'lar PKa’nin prognozu i¢in yararl bir belirte¢ olabilirler.
Tong ve ark. (Tong vd., 2009), 20'sinde prostatektomiden sonraki 2 yil i¢inde biyokimyasal
niiks goriilen ve 20'sinde 10 yildan fazla niiks olmayan 40 prostatektomi 6rneginin (her 6rnegin
malign ve etkilenmemis alanlari) ikili analizini gerceklestirmislerdir. 5 miRNA'nin (miR-23b,
miR-100, miR-145, miR 221 ve miR-222) kanser dokularinda downregiile edildigini
gostermisler; bu da Porkka ve arkadaslarinin buldugu sonuglarla uyumludur (Porkka vd., 2007).
Ayrica erken biyokimyasal niiks olan kanser dokularinda miR-135b ve miR-194
ekspresyonlarinin artti§i goriilmiistiir. Schaefer ve ark. (Schaefer, vd., 2010) ayrica 76 PKa
doku 6rnegi ile komsu normal doku 6rnekleri arasindaki eslesmelerde miRNA ekspresyonu ve

klinikopatolojik veriler arasindaki iligkileri aragtirmiglardir.

MiR-16, miR-31, miR-125b, miR 145, miR-149, miR-181b, miR-184, miR-205, miR-
221 ve miR-222 gibi downregiile edilmis 10 miRNA ve miR-96, miR-182, miR-182*, miR-183
ve miR-375 gibi upregiile edilmis 5 miRNA tanimlamigslardir. Baz1t miRNA ifadeleri Gleason
skoru ve tiimor evresi ile koreledir. miR-96 ekspresyonu ameliyat sonrasi niiksetme ile

iliskilendirilmistir. Ayrica Spahn ve ark. (Spahn vd., 2010) ayn1 zamanda BPH ve metastatik
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PKa’da miRNA'larin global ekspresyonunu da analiz etmistir. Bazi miRNA'larin yeni gelenler
oldugunu ve miR-221'in downregiilasyonun Gleason skoru, ilerleme ve niiks ile iliskili
oldugunu bulmuslardir. Ayrica, PKa’da dokularindaki miRNA imzalari, daha sonraki hastalik
evrelerinde postoperatif sonuglart bagimsiz olarak tahmin etmek i¢in kullanilabilecek
prognostik bir belirteg olabilir (Martens-Uzunova vd., 2012). Diilgeroglu ve Eroglu’nun yaptig
bir calismada BPH ve PKa’li hastalarin serum o&rneklerinden 11 miRNA’nin analizi
gerceklestirmis ve bu miRNA'lardan 5'ini (miR-375, -125b-5p, -30c-5p, -26b-5p, and let-7c-
5p) biyobelirte¢ aday1 olarak degerlendirmislerdir. Bu miRNA'larin tek tek veya kombine
olarak PKa'y1 benign durumlardan ayirmak i¢in kullanilabilecegini bildirmislerdir. Ayrica,
miRNA'larin tanisal potansiyeline iligkin veriler kronik prostat grubu dahil edilmeden analiz
edildiginde, BPH ve PKa'y1 ayirt etmede daha yiiksek bir 6zgiilliikk ve duyarlilik elde edilmistir
(Diilgeroglu & Eroglu, 2019).

1.6.6. Prostat kanseri teshisinde mikroRNA'lar

MiRNA, son derece stabil olduklar1 serum, plazma, idrar, tiikiirlik, anne siitii, gozyast
ve semen dahil olmak iizere biyolojik sivilarin ¢cogundan kolayca izole edilebilmektedir.
MiRNA'lar, kantitatif ger¢ek zamanli PCR (qRT-PCR) yoluyla spesifik ve hassas bir yontemle
kiigiik bir 6rnek hacminde kolayca tespit edilebilmektedir (Cortez vd., 2011; Sita-Lumsden, vd.,
2013). Pratik bir bakis agisiyla, erken teshis biyobelirteci, potansiyel olarak agresif hastaligi
kanserin hala tedavi edilebilir oldugu asamada tespit ederken, hafif hastaligin tespitini en aza
indirmelidir (Mitchell vd., 2008b). Bu nedenle, miRNA'lar degerli biyobelirte¢ adaylaridir
clinkii cok cesitli biyolojik orneklerden tekrarlanabilir bir sekilde ekstrakte edilebilirler ve
cesitli saklama kosullaria kars1 kararlhidirlar (Chen vd., 2008). Ayrica miRNA'lar qRT-PCR,
mikroarray ve kiiciik RNA sekanslama gibi standart tekniklerle kolayca tespit edilebilir ve
dogru bir sekilde 6l¢iilebilir (Fabris vd., 2016).

1.6.7. Prostat kanserinin erken teshisinde mikroRNA

Cesitli caligmalar, dolasimdaki miRNA'larin varligimin PKa teshisi icin dogru
biyobelirtegler olarak hizmet edebilecegini gdstermektedir (Agaoglu vd., 2011; Daniunaite vd.,
2017; Goto vd., 2015; Kelly vd., 2015; Li vd., 2009; Meiers, Shanks, & Bostwick, 2007; Singh,
Shukla, & Gupta, 2015; Stuopelyte, vd., 2016; Suzuki, vd., 2012; Torres-Ferreira vd., 2017,
Wiggins vd., 2010; Zheng vd., 2014). miR-205 ve miR-214 PKa’da downregiile edilmis ve
PKa’da non-invaziv molekiiler biyobelirte¢ potansiyelini gostermistir (Srivastava vd., 2013;
Stuopelyte vd., 2016). Bir baska 6rnek miR-21'dir; miR-21'in ekspresyon seviyesi androjenden

bagimsiz PKa hiicrelerinde androjene bagimli PKa hiicrelerine gore ¢ok daha ytiksektir (Li vd.,

29



2009). Bu nedenle, miR-21'in ekspresyon seviyesinin belirlenmesi, PKa’nin evreye 0zgii
siiflandirilmast i¢in kullanilabilir. Ayrica, idrar ve serum gibi viicut sivilarindan miRNA
ekspresyon profili, miRNA'lar1 yeni biyobelirtecler olarak kesfetmek icin kullanilabilir
(Mitchell vd., 2008; Wiggins vd., 2010). MiR-21, miR-141 ve miR-221 dahil olmak {izere
dolasimdaki miRNA'lar, yiiksek riskli PKa, metastatik PKa ve CRPC olan erkeklerde siirekli
olarak artan dolagimdaki miR- 141 ile en sik deregiile edilir (Agaoglu vd., 2011; Zheng vd.,
2014) . Bu miRNA'larin doku biyopsilerinde ve en azindan miR-21 igin idrarda degistigine
dikkat etmek dnemlidir. Idrarda zenginlestirilmis diger iki miRNA (miR-19a ve miR-19b) ile
birlestirildiginde miR-21, PSA'dan daha fazla tanisal giice sahiptir (Goto vd., 2015; Kelly vd.,
2015; Stuopelyte vd., 2016). Bu tiir ¢alismalar, PKa’nin tan1 ve prognozu i¢in kan veya doku

biyopsilerinden daha az invaziv biyolojik sivi biyobelirte¢ kaynaklarinin tanisal degerini

vurgulamstir.

PKa’da CpG adas1 hipermetilasyonunun bir sonucu olarak glutatyon-S-transferaz-pi
(GSTP1) ekspresyon kaybi, evre veya dereceden bagimsiz olarak tiimorlerin biiyiik
cogunlugunda (>%90) meydana gelir (Meiers vd., 2007). MiR-133a/b, miR-144/144*, miR-
153-1/2 ve miR-590- 3p/5p dahil olmak iizere ¢esitli miRNA'larin GSTP1 ekspresyonunu
diizenledigi tahmin edilmektedir. GSTP1 ekspresyonunu hedefleyen varsayilan miRNA'larin

ayrintili bir analizi, PKa’nin erken tespiti ve prognozu i¢in avantajl olabilir (Singh vd., 2015).

Son ¢aligmalar, miR-155, miR-152 ve miR-137 konak genlerinin promotorle iligkili
CpG adalarmin PKa’da siklikla hipermetillendigini, ancak benign dokuda olmadigini
gostermektedir (Daniunaite vd., 2017; Torres-Ferreira vd., 2017). Metillenmis miR-155, miR-
152, miR-137 ve miR-31 konak genleri PKa’nin umut verici tanisal ve/veya prognostik
biyobelirtegleridir (Daniunaite vd., 2017). Aslinda, miR-193b hem doku hem de idrarda
PKa’nin tespitinde yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik gosterirken, yiiksek miR-129-2 ve miR 34b/c
metilasyon seviyeleri sirasiyla daha kisa hastaliga 6zgii ve hastaliksiz sagkalim i¢in bagimsiz

belirleyicilerdir (Torres-Ferreira vd., 2017).
1.6.8. Prostat kanseri icin biyobelirte¢ olarak eksozomal miRNA'lar

Kodlamayan RNA'lar (ncRNA'lar) kan dolagimina veya idrara salgilanan eksozomlarda
da tespit edilebilir. Eksozomlar, uzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA'lar) da dahil olmak iizere
cesitli biyomolekiiller i¢eren, hiicresel iletisimde rol oynayan ve kanser hiicreleri de dahil olmak
iizere bir¢ok hiicreden salgilanan membrandz vezikiillerdir. CRPC hastalarindan elde edilen
eksozomlarda sncRNA-dizileme ve qPCR dogrulamasinin birlestirilmesi CRPC hastalarinda
azalmis genel sagkalim ile iliskili eksozomlarda miR-1290 ve miR-375'in artan ekspresyonu
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bulunmustur (Huang vd., 2013). MiR-1290 ve miR-375 diizeylerini, ADT basarisizlik siiresini
ve CRPC evresi sirasindaki PSA diizeylerini igeren ¢ok degiskenli bir model, yiiksek risk skoru
olan hastalarin diisiik risk skoru olan hastalara gore 2,58 kat daha yiiksek 6liim riskine sahip

oldugu sonucuna varmistir (Huang vd., 2015; Ramalho-Carvalho, vd., 2016).

Hiicre dis1 vezikiillerin miRNA's1, hiicrelerin miRNA ekspresyon profilini ve
kokenlerini yansitir (Ahadi, vd., 2016). Brase ve arkadaslari, miR-375 ve miR- 141'i PKa i¢in
uygun belirtecler olarak tanimlayan 60'tan fazla eksozomal miRNA'y1 taramigtir (Huang vd.,
2013). Eksozomlardaki bu miRNA igerigi, PKa i¢in tan1 koymanin yani sira hastalik evresini
tahmin etmek i¢in de kullanilabilecek potansiyel yeni bir biyobelirteg olarak diisiiniilebilir
(Brase vd., 2011; Skog vd., 2008). Baska bir drnek olarak, miR-21 erken evrede 6nemli 6l¢giide
yiikselir, ancak ileri evre PKa’da yiikselmez ve miR-16 metastatik PKa hastalarinin
plazmasinda yukar1 dogru diizenlenir, ancak primer veya metastatik PKa dokularinda asagi
dogru diizenlenir (Endzelin§ vd., 2016). Ayrica, metastatik PKa hastalarinda kan
ekzozomlarinda bagska miRNA'larin da tespit edildigi bildirilmistir (Li vd., 2016).

MiRNA'lar, PKa hastalarinda saglikli kontrol ile karsilastirildiginda plazma ve serum
mikrovezikiillerinde diizensiz olarak tanimlanmis ve ayrica hastalik evresi, Gleason skoru ve
lenf nodu metastaz1 ile iligkilendirilmistir. Lodes ve arkadaslari, saglikli kontrollerle
karsilagtirildiginda evre 3 ve 4 PKa hastalarindan alinan serumda 15 miRNA'nin (miR-16, 92a,
103, 107, 197, 34b, 328, 485-3p, 486- 5p, 92b, 574-3p, 636, 640, 766, 885-5p) asir1 eksprese
edildigini bulmustur. Mahn ve arkadaslari, miR-26a, miR-195 ve let-7i'nin PKa’li hastalarda
upregiile edildigini bulmustur (Bryant vd., 2012; Gallo, vd., 2012; Lodes vd., 2009; Mahn vd.,
2011).

1.6.9. Prostat kanserinin prognozunda mikroRNA

MiRNA'larin diferansiyel ekspresyonu PKa gelisimi ve ilerlemesi ile iliskili
oldugundan, miRNA ekspresyon modellerinin 6l¢iimii PKa prognozunu iyilestirmek i¢in umut
verici bir yaklagimdir (Fang & Gao, 2014; Matin, vd., 2016). Hasta prognozunun 6ngoriilmest,
PKa’nin klinik yonetiminin dnemli bir yoniidiir. Bu nedenle, hastalar1 agresif PKa gelistirme
risklerine gore ayirmak i¢in farkli bir miRNA ekspresyon modeli olusturmak iizere ¢esitli
caligmalar yapilmistir. Prostat dokusunun diferansiyel miRNA ekspresyon profili ¢aligmalari,
BPH, lokalize ve metastatik PKa’daki miRNA'lar arasinda 6nemli farkliliklar tespit etmistir.
MiRNA'larin (miR-29¢, miR-34a ve miR-141) asag1 regiilasyonu, diisiik (derece 3) Gleason
derecelerine kiyasla daha yiiksek (derece 5) derecelerde gdzlenmistir (Lichner vd., 2015).
Bagka bir ¢aligmada, biyokimyasal niiks riski yiiksek olan hastalarda daha diisiik miR- 331-3p
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ve miR-152 seviyeleri tespit edilmistir (Lichner vd., 2013). Ilging bir sekilde, miR-152
ekspresyonunun Afrikali-Amerikali hastalarda, muhtemelen tek niikleotid polimorfizmlerinin
varligi nedeniyle, Kafkasyali-Amerikalilara kiyasla onemli dlglide azaldigi bulunmustur.
Ayrica, miR-152 ekspresyonunun kaybi ve sonug¢ olarak DNA metiltransferaz 1 (DNMT1)
ekspresyonunun artis1 prostat tiimorlerinin agresifligi ile iliskilendirilmektedir (Singh, Plaga, &

Shukla, 2017; Theodore vd., 2014).

Sun ve arkadaslari, CRPC dokularinda miR-221 ve miR-222'nin yiiksek ekspresyonunu
gozlemlemis ve miR-221'in tiimor metastazinda rol oynayan genlerin asir1 ekspresyonunu
uyardigini bildirmistir (T. Sun vd., 2014). Daha yakin zamanda, miR-221/222 kiimesi, asagi
regiilasyonu CRPC'ye yol agan bir tiimor baskilayict olarak rapor edilmistir (Goto vd., 2015).
Ambs ve meslektaslar1 60 timor dokusu Orneginde ve 16 kontrolde miRNA'larin genomik
profilini ¢ikarmis ve miR-32, miR-182, miR-31 ve miR-26a'nin en belirgin sekilde asiri
eksprese edilen tiimér miRNA'lar1 oldugunu ve tiimoér progresyonuna dogrudan dahil
olduklarini gostermistir (Ambs vd., 2008; Huang vd., 2014). Daha yeni ¢aligmalar, PKa’da rol
oynayan sinyalleri diizenleyerek miR-181a ve miR-196a gibi ek miRNA'larin onkojenik roliinii
gostermistir (Huang vd., 2014; Parikh vd., 2014). Buna karsilik, miRNA'larin tiimor baskilama
yetenegi de PKa’da iyi bir sekilde belgelenmistir. Diisiik riskli, lokalize PKa ve metastatik
CRPC'li erkeklerden alinan serum orneklerinin farkli dolagimdaki miRNA imzalar: sergiledigi

gosterilmigtir (Mitchell vd., 2008).

Gergekten de miR-21, miR-141 ve miR-375 ekspresyon seviyeleri plazma/serumda
artmaktadir ve bu da ilerlemis PKa olan hastalar1 kotii prognozla ayirt ediyor gibi
goriinmektedir (Nguyen vd., 2013; Zhang vd., 2011). Ayrica, miR-21 serum seviyeleri 6zellikle
dosetaksel bazli kemoterapiye direngli hastalarda yiikselmektedir (Zhang vd., 2011). Iki
bagimsiz kohortta, GABRE ~ miR-452 ~ miR-224 promotdr hipermetilasyonu radikal
prostatektomi sonrasi biyokimyasal rekiirrensi ongdérmiistiir. Ayrica, GABRE ~ miR-452 ~
miR-224 metilasyon seviyeleri malign olmayan PKa 6rneklerini dogru bir sekilde ayirt ederek
(AUC: 0,98), bu lokusun idrar bazli PKa tespiti i¢cin uygun olabilecegini diisiindiirmiistir.
GABRE ~ miR-452 ~ miR-224 sadece biyobelirte¢ potansiyeline sahip olmakla kalmaz, ayni
zamanda miR-224 ve miR-452'nin yeniden ifade edilmesi hiicre canliligini, gogiinii ve istila

yeteneklerini de bozar (Bussemakers vd., 1999; Kristensen vd., 2014).
1.6.10. Prognostik biyobelirtecler olarak dolasimdaki miRNA'lar

Dolasimdaki miRNA'lar biyokimyasal rekiirrens (BCR) ve CRPC'yi 6ngdrmek icin de
kullanilabilir. Bu yondeki kanitlar, miR-194 ve miR-146b-3p'nin BCR yasayan hastalarin
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serumlarinda upregiile edildigini tespit eden bir calismadan gelmistir (Selth vd., 2013). Ayr bir
caligmada, ayn1 grup tarafindan tiimorsiiz farelere kiyasla ilerlemis PKa’li transgenik farelerde
4 serum miRNA'sinin (miR 141, miR-298, miR-346 ve miR-375) yiiksek konsantrasyonlari
tespit edilmistir. Bu miRNA'lar daha sonra 6l¢iilmiis ve saglikli kontrollere kiyasla metastatik
CRPC'li hastalarin serumunda (miR-298 haric¢) upregiile olduklar1 bulunmustur (Luke A. Selth
vd., 2012). Metastatik CRPC ve lokalize PKa olan erkeklerin serum miRNA'larin1 karsilagtiran
bir baska c¢alisma, hem miR-141 hem de miR-375'i kastrasyon direncinin Ongoriici
biyobelirtegleri olarak ortaya koymustur (Nguyen vd., 2013) . Yakin tarihli bir ¢alismada,
Huang ve ark. miR- 375 ile birlikte eksozomal miR-1290"1 CRPC'de prognostik biyobelirtegler
olarak tanimlamistir (Huang vd., 2013).

Ayr bir ¢aligmada, idrar miR-1825 ve miR-484'tin PKa’'nin tanisal biyobelirtegleri
olarak rolii 8 PKa hastasi, 12 BPH hastas1 ve 10 saglikli kontrolde analiz edilmistir, ¢iinkii bu
2 miRNA'nin PKa gelisimi ve ilerlemesiyle ilgili genleri hedef aldig1 bulunmustur (Haj-Ahmad,
Abdalla, & Haj-Ahmad, 2014). Baska bir calismada, PKa tespiti i¢in idrarda dolagan miRNA'lar
kullanilmigtir. MiR-375 ve miR-148a idrarda dnemli 6lgiide tespit edilmistir; miR 375 serum
PSA'sindan daha iyi tanm1 giicli gostermistir (Stuopelyte vd., 2016). MiR-484, PKa hastalarinda
BPH hastalarina ve saglikli kontrollere kiyasla downregiile edilirken, miR-1825'"in yukari
regiilasyonu farkli karsilagtirmalar arasinda degiskenlik gostermistir. Bu sonuglarin PSA
degerleri ile birlestirilmesi PKa teshisinde %40 duyarlilik ve %81 6zgiilliikk gostermistir. Yakin
zamanda yapilan bir ¢alismada, miR-483e5p'nin PKa hastalarinin idrar 6rneklerinde saglikli
erkeklere kiyasla upregiile oldugu bulunmustur (Korzeniewski vd., 2015). Giizel ve arkadaslari,
23 PKa hastast ve 25 BPH hastasindan alinan prostatik salgi 6rneklerinde miR-361e3p, miR-
133b ve miR-221'in asag1 regiilasyonunu ve miR- 203'lin yukar regiilasyonunu tespit etmistir.
[lging bir sekilde, miR-203'{in primer prostat tiimorlerinde ve metastatik PKa hiicre hatlarinda
downregiile oldugu ve tiimor baskilayicr rolii oldugu bildirilmistir (Chen vd., 2010; Viticchie

vd., 2011).
1.6.11. Terapotik yanit icin biyobelirte¢ olarak miRNA

Kemoterapi ve radyasyon terapisi de dahil olmak iizere cesitli tedavi yontemlerine
terapotik yanit olarak miRNA'larin 6nemi artik yaygin olarak kabul edilmektedir. Radyasyon
tedavisine yanit olarak degisen bir miRNA imzasinin kaniti, androjene duyarl ve refrakter PKa
hiicre hatlarinda 6nemli 6l¢tide downregiile edilen 6 miRNA (miR- 512, miR-196a, miR-133b,
miR-143, miR-145b ve miR-218) sergilemistir (Chen vd., 2010). Ozellikle, miR-521'in belirgin

sekilde downregiile edildigi ve zorunlu asir1 ekspresyonunun hiicreleri in vitro olarak
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radyoterapiye duyarli hale getirdigi kaydedilmistir (Josson, vd., 2008). Li ve arkadaslar1, miR-
106b'nin tedaviyi izlemek icin kullanilabilecegini, ¢iinkii asir1 ekspresyonunun, hiicre dongiisii
kinaz inhibitorii p21/Wafl'in diizenlenmesi yoluyla radyoterapiyi takiben PKa hiicrelerinde
hiicre dongiisii durmasini gegersiz kilmak i¢in yeterli oldugunu gostermistir (Josson vd., 2008).
Baska bir ¢alisma, miR-106b'nin ¢oklu PKa hiicrelerinde radyasyondan koruyucu roliinii ve
miR-890 ve miR-740 3p'nin giiclii radyasyon hassaslastiricilart olarak roliinii dogrulamistir (B.

Livd., 2011).

Ileri evre PKa icin, cerrahi ve/veya androjen yoksunlugu tedavisinin basarisizligindan
sonra, standart bakim tedavisi taksan bazli kemoterapiyi igerir. OnkomiR miR-21'in PKa
tedavisinde taksanlara verilen yanitin kontroliinde temel bir rol oynadigi gdsterilmistir.
Gergekten de miR-21 ekspresyonunun, dosetaksel bazli kemoterapiye direngli hormona direngli
PKa olan hastalarda serumda 6nemli dl¢lide daha yiiksek oldugu bulunmustur (Shi vd., 2010).
Ilging bir sekilde, in-vitro sonugclar, androjen deprivasyon tedavisine yanit veren ve vermeyen
olarak ikiye ayrilan 96 CRPC hastasinda dosetaksele direngli hiicre hatlarinin 6 miRNA'nin
(miR-200c, miR- 200b, miR-146a, miR-222, miR-301b ve miR-20a) imza ekspresyonunu

gosterdigini ve anti-androjenlerin geri ¢ekilmesi ve kemoterapinin baglamasi (Lin vd., 2014).

PKa tedavisi i¢in umut verici goriinen bir diger miRNA, TP53 ile bilinen korelasyonu
nedeniyle miR-34a'dir. Kojima ve arkadaslari, apoptotik yolagin modiilasyonu yoluyla PKa
hiicrelerinde paklitaksel direnci ve miR-34a arasindaki iliskiyi bildirmistir. TP53, miR-34a'nin
promotor bolgesini transaktive eder ve yukari regiilasyonu hiicre dongiisliniin durmasina ve
CDK4, CDK6, CYCDI ve E2F3 dahil olmak iizere farkli dogrulanmis hedeflerin asagi akis
modiilasyonuna yol acar. MiR-34a, PKa hiicrelerinde hem apoptotik yollar hem de epitelyal-
mezenkimal gegis ile iligkilendirilmistir; genomik lokusu kanserde siklikla metillenerek asagi
regililasyonuna yol agar. Hem miR- 34a hem de miR-34c'in asir1 ekspresyonu, PKa hiicre
hatlarinda doksorubisin tedavisine yanit olarak P53 aracili apoptozun artmasiyla sonuglanir

(Kojima, vd., 2010; Kojima, Goto, & Naya, 2017; Rokhlin vd., 2008).
1.6.12. Prostat kanserinde miR-125b-5p 6nemi

Bir onkogen olarak miR-125b'nin upregiilasyonu nazofarenks karsinomu (Yuan vd.,

2017; Zheng vd., 2017), retinoblastom (RB) (Bai vd., 2016), glioblastom (Chen vd., 2014;
Haemmig vd., 2014; Huang vd., 2016; Shi vd., 2014; Wu vd., 2013), az farklilasmis kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri (Li vd., 2015), akut lenfoblastik 16semi (ALL) (Liu vd., 2016), akut
miyeloid 16semi (AML) (Lin vd., 2011), ve mide kanseri gibi cesitli kanser tiirlerinde
bildirilmistir (Chang vd., 2016; Liu vd., 2021; Sui vd., 2017). Ote yandan, miR-125b, bir tiimér
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baskilayici olarak, asagidaki kanserlerde downreiile edilmektedir: kii¢iik hiicreli dis1 akciger
kanseri (M. Wang vd., 2015), 6zofageal skuamoz hiicreli karsinom (Feng vd., 2017; Mei vd.,
2017), anaplastik tiroid kanseri (Bu vd., 2017), mesane kanseri (Avellini vd., 2017; Han vd.,
2013; Huang vd., 2011; Wu vd., 2013; Zhao vd., 2015), hepatoseliiler karsinom (Tsang vd.,
2014; Zhou vd., 2016; Zhou vd., 2015), melanom (Kappelmann, vd., 2013; Zhang vd., 2016),
yumurtalik kanseri (Guan, vd., 2011; Lee, Kim, & Jeon, 2016; Ying vd., 2016), osteosarkom
(L. hong Liu vd., 2011; F. Wang, Yu, vd., 2016; Y. Wu vd., 2017), kondrosarkom (Tang vd.,
2016), meme kanseri (Feliciano vd., 2013; Hong vd., 2016; Klinge vd., 2011; Rajabi vd., 2010;
Sun vd., 2016; Tang vd., 2012; Zhang vd., 2011), safra kesesi kanseri (Yang vd., 2017),
endometrioid endometriyal kanser (Shang, Lu, & Meng, 2012), kolorektal kanser (Fujino vd.,
2017; Zhang vd., 2017), multipl miyelom (Gao vd., 2018) ve Ewing sarkomu (Li vd., 2014).

MiR-125b'nin islevi, farkli molekiiler baglamlara ve tiimor mikro ortamina bagl olarak
farkl1 kanserlerde farklilik gostermektedir. Glinlimiizde, ¢esitli biyolojik sinyal yollarini
kapsayan ve farkli kanserlerde proliferasyon, farklilagsma, go¢, apoptoz, hiicre dongiisii ve ilag
direnci gibi bircok malign fenotipin olusumunu etkileyen bircok genin miR-125b'nin hedef
genleri oldugu dogrulanmistir (Sekil 1.4). MiR-125b'yi upregiile eden tiimdrlerde, pro-
apoptotik genlerin ve proliferasyonu ve istilay1 engelleyen genlerin inhibe edilmesiyle tiimor
olusumu tesvik edilmektedir. Tersine, miRNA-125bmin downregiile edildigi tliimorlerde timor
olusumu, proliferasyonu, farklilasmay1 ve apoptoz inhibisyonunu destekleyen genlerin

inhibisyonunun azaltilmasiyla desteklenmektedir (Wang, Zeng, & Jiang, 2020).
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. miR-125b tarafindan upregiile edilen genler

. miR-125b tarafindan downregiile edilen genler

Sekil 1.4. miR-125b’nin hedefi oldugu dogrulanan genler ve gorev aldiklari mekanizmalar

Kaynak: (Wang vd., 2020)
1.6.13. ilac direncinde miR-125b

Tim6r olusumu mekanizmasinda oldugu gibi miR-125b'nin ilag direnci
mekanizmasinda da iki tarafi vardir. Coklu ila¢ direnci (MDR), nazofarenks karsinomlu
hastalarin bagarili tedavisinde 6nemli bir klinik engeldir. Yuan ve arkadaslari tarafindan yapilan
bir calismada, ana nazofarenks karsinomu hiicreleriyle karsilagtirildiginda sisplatine (DDP)
direngli hiicrelerde miR-125b ekspresyon seviyelerinde onemli bir azalma goézlenmistir.
Calismanin sonuglari, miR-125b'nin, anti-apoptotik faktor BCL-2'nin ekspresyon seviyelerini
modiile ederek nazofarenks karsinomu hiicrelerinin DDP'ye duyarliligini diizenleyebilecegini
gostermektedir. Ek olarak Tang ve arkadaglari, miR-125b'nin, kondrosarkomda ErbB2'yi hedef
alarak ve boylece glikoz metabolizmasini inhibe eden bir tiimdr baskilayict gorevi gordiigiinii
bulmuslardir. Sonuglar, miR-125b'nin kondrosarkom hasta dokularinda ve doksorubisin
direngli hiicrelerde normal dokulara kiyasla downregiile edildigini gostermistir. MiR-125'in
asir1 ekspresyonu, dogrudan ErbB2 aracili glikoliz yukari regiilasyonunu hedefleyerek ana ve

doksorubisine direncli hiicrelerde doksorubisin duyarliligini artirmistir (Tang vd., 2016).

Buna karsilik miR-125b'nin, normal beyin dokular1 ve glioblastom dokulariyla

karsilastirildiginda  glioblastoma kok hiicrelerinde (GSC'ler) asir1  eksprese edildigi
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bulunmustur. GSC'lerde temozolomid (TMZ) tedavisinden dnce miR-125b'nin baskilanmasi,
tek basina TMZ tedavisine kiyasla hiicre ¢ogalmasinin daha fazla inhibisyonuyla sonuglanmis
ve bir calisma, miR-125b'nin Bak1'i hedefleyerek TMZ direncini arttirdigini gostermistir (Chen
vd., 2014). Benzer sekilde Haemmig ve arkadaslari, miR-125b'yi asir1 eksprese eden
glioblastom hiicrelerinin, her ikisi de NF-kB aktivitesine katkida bulunan TNFAIP3 ve
NKIRAS2'yi hedefleyerek artan NF-«kB aktivitesi ve anti-apoptotik aktivite ve hiicre dongiisii
genlerinin upregiilasyon sergiledigini gdstermistir. Bu, glioblastom hiicrelerinin TNFa ve TMZ
kaynakli apoptoza kars1 direnciyle 6nemli 6lctide iliskilidir (Haemmig vd., 2014). Ayrica, Shi
ve arkadaglari, bir miR-125b inhibitoriiniin, PIAS3'i hedefleyerek GSC'lerde TMZ'nin anti-
istila aktivitesini arttirdigini gdstermistir; bu durum apoptozun baskilanmasina katkida
bulunmustur. STAT3 transkripsiyonel aktivitesi ve ardindan MMP-2 ve MMP-9'in
ekspresyonunu azaltmistir (Shi vd., 2014). Dikkat cekici bir sekilde miR-125b asin
ekspresyonu, TMZ ile tedavi edilen hastalarin genel hayatta kalma siiresinin kisalmasi ile
acikea iliskilendirilmistir. Kanitlar, miR-125b'nin glioblastom hastalarinda TMZ yanitinin bir

gostergesi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, miR-125b'nin, downstream sinyal diizenleyicileri
veya paralel yollar1 aktive ederek ERBB hedefli tedavilere direncle iliskili oldugunu
gostermistir (Migliore & Giordano, 2013; Nam, vd., 2012; Sui vd., 2017). Kolorektal kanserde
setuksimab direnci iizerine yapilan arastirmada, IncRNA MIR100HG'den tiiretilen miR-100 ve
miR-125b'nin setuksimab direngli hiicrelerde asir1 eksprese edildigi bulunmustur. MiR-100 ve
miR-125b, bes Wnt/B-katenin negatif regiilatoriinii koordineli olarak bastirmis, bu da Wnt
sinyalinin ve setuksimab direncinin artmasina neden olmustur. Bu mekanizmada miR-125b,
DKK3, ZNRF3, RNF43 ve APC22'yi inhibe etmistir LncRNA TINCR'nin miR-125b'yi
stingerledigi ve HER-2'yi serbest biraktigi, bunun da meme kanserinde trastuzumab direncine

yol actig1 rapor edilmistir (Dong vd., 2019).
1.6.14. Tiimor bagisikhiginda miR-125b'nin rolii

MiR-125b ayrica timor bagisikliginda da 6nemli bir rol oynamaktadir. Calismalar miR-
125b'min T hiicreleri, B hiicreleri, DC hiicreleri ve makrofajlar gibi bagisiklik hiicrelerinin
diizenlenmesinde rol oynadigini gostermistir. MiR-125b, T hiicresi c¢ogalmasimi ve
aktivasyonunu diizenler, saf CD4 T hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilir ve T hiicresi
bagisiklik tepkisini inhibe edebilir; miR-125b ise T hiicresi apoptozunu destekleyebilmektedir
(Rossi vd., 2011; Zhu vd., 2019). Tiimor hastalarinin B hiicrelerinde miR-125b'nin asir1

ekspresyonu, olgunlasmamis B hiicrelerinin kemik iliginden kana salinmasini 6nlemektedir.
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miR-125b'nin asir1 ekspresyonu ayrica pre-B hiicrelerinin gelisiminde kusurlara yol agar ve
miR-125Db, birincil B hiicrelerinin plazma hiicrelerine farklilasmasini1 engellemektedir (Li vd.,

2018).

Makrofajlar iki farkli makrofaj tipine (M1 ve M2) polarize edilebilir. M1 tipi
inflamatuar yanit1 tesvik ederken, M2 tipi inflamatuar yaniti inhibe etmektedir. MiR-125b,
makrofajlarin polarizasyonunu diizenler ve M1 makrofajlarinda yiiksek diizeyde eksprese edilir
ve IRF4'1 hedefleyerek tiimdr immiin yanitlarini desteklemektedir (Chaudhuri vd., 2011). Bir
yumurtalik kanseri arastirmasinda, miR-125b ile kaplanmis nanopartikiiller, periton
boslugundaki tiimérle iligkili makrofajlar1 (TAM'ler) M1 makrofajlarina repolarize etmistir.
Paklitaksel ile birlestirilen nanopartikiiller, tek basina pasitaksel ile karsilastirildiginda
yumurtalik kanserine kars1 etkinligi arttirmigtir (Parayath, vd., 2019). MiR-125b'yi kapsiilleyen
nanopartikiiller ayrica kii¢lik hiicreli dis1 akciger kanserinde TAM'leri basariyla M1 fenotipine

yeniden programlamistir ve bu immiinoterapide dnemli bir rol oynayabilir (Parayath vd., 2018).
1.6.15. Kanser teshisi ve prognozunda miR-125b

Kat1 dokulardaki veya dolasimdaki miRNA'lar, timorlerin tanisi ve prognozu igin temel
olarak kullanilabilirler. Su anda hepatoseliiler karsinom i¢in mevcut olan timdr belirteclerinin
klinik 6nemi ¢ok azdir. Zuo ve arkadaslari, alfa fetoprotein (AFP) ile birlikte serum miRNA
panelinin (miR-125b dahil) erken evre hepatoseliiler karsinom tanis1 igin tek bir belirtegle
karsilastirildiginda daha yiiksek bir duyarliliga (%82) ve 6zgiilliige (%75) sahip oldugunu 6ne
stirmistiir (Zuo vd., 2016). 901 hepatoseliiler karsinomlu ve 60'1 kansersiz olmak tizere 150
hastada dort miRNA'nin serum ekspresyonu degerlendirilmistir. Sonuglar, miR-125b, miR-223,
miR-27a ve miR-26a kombinasyonunun, AFP negatif deneklerde hepatoseliiler karsinom
grubunu kanser olmayan gruptan ayirmada 0,874'liik bir egri altinda kalan alan (AUC) ile
degerli bir biyobelirteg olarak hizmet edebilecegini gostermistir. Ayrica miR-125b'nin kanser
teshisindeki tanisal dogrulugu, 8 nitelikli ¢calismadan cesitli kanser tiirlerine sahip 695 hasta ve
370 saglikli kontroliin dahil edildigi bir meta-analizle degerlendirilmistir. Bu meta-analizde
miR-125b'nin kanser tanisindaki duyarlilig1 ve 6zgiilliigli sirasiyla %82 ve %77 1idi. 0,84'liik
yiiksek AUC, genel teshis dogrulugunun yiiksek seviyesini yansitmaktadir (Wet, vd., 2016).

Caligmalar, miR-125b'nin yliksek ekspresyonunun, HER2-pozitif mide kanserli
hastalarda bagimsiz ve kotii prognostik bir faktdr olabilecegini One siirmiistiir. Wu ve
arkadaslari, 50 mide kanseri hastasinin ve 6 mide kanseri hiicre hattinin taze dokularinda miR-
125b ekspresyonunu tespit etmistir. MiR-125b in situ hibridizasyon yontemiyle tespit edilerek
klinikopatolojik tanis1 ve klinik parametreleri incelenmistir. Sonuglar, mide kanseri olan ve
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yiksek miR-125b ekspresyonu seviyelerine sahip hastalarin 5 yillik sagkalim oraninin, evre I,
IT ve [IT'te diistik ekspresyon seviyelerine sahip hastalarinkinden 6nemli dl¢iide diisiik oldugunu
gostermistir. Ayrica miR-125b'nin mide kanseri dokularindaki bu yiiksek ekspresyon seviyesi,
lenf nodu ve uzak metastazlarla iliskilendirilmistir (Liu vd., 2021). Sui ve arkadaglar1 toplam
132 mide kanseri 6rnegi ve 38 kanser olmayan 6rnek toplamis ve analiz edilen sonuglar, HER2-
pozitif mide kanseri ve daha yiliksek miR-125b ekspresyonu olan hastalarin genel sagkalim
oraninin, daha diisiik miR-125b ekspresyonu olanlara kiyasla onemli o6l¢iide azaldigini

gostermistir (P=0,034).

Bir¢ok calisma, miR-125b'nin meme kanserinde prognozu tahmin etmek icin bir
biyobelirte¢ oldugunu gostermistir (Liu vd., 2017; Luo vd., 2017; Sun vd., 2016; Vilquin vd.,
2015). Sun ve arkadaslari, meme kanserinde miR-125b'yi analiz etmek icin bir ¢alisma
yapmiglar ve 175 cift taze meme kanseri ve normal kontrol 6rnegi saglayan hastalar1 80 ay
boyunca takip etmisler. Sonuglar, TSTA3'lin miR-125b tarafindan yiiksek oranda
diizenlendigini, meme kanseri dokularinda ve tiimor hiicrelerinde yiliksek oranda eksprese
edildigini ve TNM agsamasiyla yakindan iligkili oldugunu gostermistir. TSTA3'l asir1 eksprese
eden hastalarin hayatta kalma oranlar1 diistiktiir (Sun vd., 2016). 2019'da yapilan bir ¢alisma,
tedavi edilmemis meme kanseri hastalarinin kaninda miR-125b'nin upregiile oldugunu
gostermislerdir. Meme kanseri hastalar: ile normal kadinlar1 plazmadaki miR-125b miktarina

gore ayirt edebilmislerdir (AUC = 0,85) (Incoronato vd., 2019).

Ek olarak miR-125b ve CA153 kombinasyonu, tek basina CA153'e kiyasla daha iyi
teshis dogrulugu (%89'a kars1 %70) saglamistir. Meme kanseri prognozunda, birlesik TCGA ve
METABRIC veri tabanlarindaki analiz, yiiksek miR-125b'li hastalarin daha 1y1 prognoza sahip
oldugunu gostermistir. Ayrica ince bagirsak noroendokrin tiimorlerinde (SBNET'ler), dort
serum miRNA's1 (miR-125b, —362, —425 ve —500a) SBNET'lerde yiiksek tanisal degere
sahiptir. SBNET'in cerrahi rezeksiyon sonrasi etkinligi degerlendirilmis ve sonuglar, miR-125b-
Sp'nin hastalig1 olmayan hastalarda normal seviyelere dondiigiinii ve ameliyattan bir ay sonra

rezidiiel tiimorleri olan hastalarda upregiile edildigini gostermistir (Malczewska vd., 2021).
1.6.16. MiR-125b tarafindan diizenlenen sinyal yollar:

Yukarida belirtildigi gibi miR-125b, farkli kanserlerde farkli roller oynayabilir ve miR-
125b'nin antikanser veya pro-kanser iglevi de farkli sinyal yolaklar1 tarafindan diizenlenebilir.
Kanser tesviki acisindan miR-125b, DRAM2 ve P53"i hedefleyebilir ve ardindan P53 tiimor
baskilayici sinyal yolunu inhibe edebilir (Sui vd., 2014; Wu vd., 2013). Ek olarak miR-125b,
NF-«kB sinyal yolunu aktive etmek i¢in A20'yi hedefleyebilir ve STAT3 ile Wnt sinyal yolunu
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aktive etmek i¢cin FZD6'y1 hedefleyebilir (Huang vd., 2016; Kim vd., 2012; Liu vd., 2016; Z.
Zheng vd., 2017). Tumor baskilayicilar olarak miR-125b, PI3K/Akt, TGFp ve ERBB2/Her2

sinyalizasyonunu tesvik edebilir (Ferracin vd., 2013; Funa vd., 2015; Liu vd., 2019; Tripathi
vd., 2013).

1.6.17. Prostat kanserinde miR-375 onemi

PKa, prostat epitelinde malign tiimdr lezyonlarinin varligindan kaynaklanir (Chang, vd.,
2014). Esas olarak 70-80 yas aras1 erkeklerde ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (Liu, vd., 2019).
Simin ve ark. TCGA veri tabanin1 analiz etmis ve insan kanserli olmayan bitisik dokularla
karsilagtirildiginda, PKa dokularinda miR-375 ekspresyonunun onemli Olgiide arttigini
dogrulamistir (He vd., 2019). Ek olarak, biyoenformatik analiz, miR-375'in hedef genlerinin,
PKa hiicre gociinii ve EMT'yi inhibe etmek i¢in esas olarak gen transkripsiyonu ve ubikuitin
aracili proteolizde rol oynadigini gostermistir (He vd., 2019). Xiaoyi ve arkadaslari, 100 PKa
hastasinin kan 6rneklerini analiz etmis ve sagkalim oranlar1 ile PKa i¢in prognostik biyobelirteg
olarak islev gorebilecek miR-375 ekspresyonu arasinda anlamli bir iliski oldugunu
bulmusglardir(Selth vd., 2017). Ek olarak, in vivo ksenograft fare modeli miR-375 ile transfekte
edilen grubun docetaxel tedavisinin etkisinin azaldigini gostermistir; bu da muhtemelen miR-
375 ve hedef genlerin ila¢ direnci gelisimindeki roliinden kaynaklanmaktadir (Huang vd.,
2015). Semptomatik tedavi elde etmek i¢in kandaki miR-375 seviyelerini analiz ederek PKa ve
BPH olan hastalar1 ayirt etmek de miimkiindiir (Wach vd., 2015). Ote yandan, DNA
metilasyonunun gen ifadesini engellemede 6nemli bir rol oynadig: bilinmektedir ve AR ’nin ve
toplam DNA metiltransferazlarin (DNMT'ler) ifadesi miR-375 promotdriiniin metilasyonunu

degistirerek miR-375'in ifadesini diizenleyebilir (Wang vd., 2016).
1.6.18. Klinik tedavide miR-375

MiRNA, endojen genler tarafindan kodlanan kodlamayan tek sarmalli bir RNA tiiriidiir.
Bir miRNA, minimum yan etki ve daha iyi klinik tedavi etkileri ile birden fazla hedef geni ve
yolu diizenleyebilir. MiR-375 ¢ogu kanserde bir tiimor baskilayici olarak gorev yapar. MiRNA
mimikleri veya inhibitérleri aracilifiyla miR-375 ekspresyonunun in vivo veya in vitro
diizenlenmesi yeni bir tedavi tiirii olarak arastirilmaktadir (Fan vd., 2017). Ornegin, insan
nazofarenks karsinomu hiicrelerinin miR-375 mimik ile transfeksiyonu, migrasyon ve invazyon
yeteneklerinde Onemli bir azalma ile sonuclanmistir (Jia-Yuan vd., 2020). Lentiviriis
enfeksiyonu ile olusturulan miR-375 asir1 eksprese eden insan meme kanseri hiicrelerinin
sadece kanser kok hiicrelerini azaltmakla kalmayip ayni zamanda insan meme kanseri
hiicrelerinin adriamisine direncini de azaltti§1 bulunmustur (Zhao vd., 2020). Baska bir
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caligmada, miR-375 oOnciillerinin insan kolorektal kanser hiicrelerine stabil transfeksiyonunun,
ciplak farelerde kolorektal kanser hiicrelerinin ilag¢ direncini tersine ¢evirerek tiimor olusumunu
inhibe edebilecegi bulunmustur (Xu vd., 2019). Bu gozlemler, miR 375 analoglarinin kanserin
klinik tedavisinde kullanimi igin teorik bir temel saglamaktadir. Bununla birlikte, miR-375'1
hedef hiicrelere verimli, giivenli ve siirdiiriilebilir bir sekilde iletme yontemlerini belirlemek
icin daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir. Bu nedenle, lipozomlari, eksozomlari, polimerleri,
dendrimerleri, mezogdzenekli silika nanopartikiilleri ve metal bazli nanopartikiilleri hedefleme
verimliligini artirmak icin ¢esitli etkili dagitim sistemleri tasarladik (Boca vd., 2020). Daha
fazla intratiimoral birikim, gelismis endozomal kacis yetenegi, daha fazla terapotik etki ve
azaltilmis sistemik toksisite nedeniyle, bu nanopartikiil aracili miRNA iletimi evrensel ve
degerli bir tasiyict haline gelmistir (Boca vd., 2020). Polimer tastyic1 yavas salinim, diisiik
toksisite ve bozunmasi zor bir yap1 sunmaktadir (Yan, vd., 2016). Viicudun dolasim sistemine
girdikten sonra, ilact hedefe iletilmek iizere hazirladig1 gosterilmistir (Immordino, Dosio, &
Cattel, 2006). Xue ve arkadaslari, P-glikoproteinin (P-gp) asir1 ekspresyonunun insan karaciger
kanserinde ila¢ direncine neden oldugunu ve miR-375'in P-gp ekspresyonunu inhibe ettigini
bulmustur (Xue vd., 2017). Bu nedenle, doksorubisin hidrokloriir (DOX) ve miR-375
(LHD/miR-375) igeren lipid kapli i¢i bos mezogdzenekli silika nanopartikiiller (LH)
kullanilarak karaciger kanseri hiicrelerine ve dokularina verilmis, in vivo ve in vitro ¢aligmalar
LHD/miR-375'in oOnemli toksisite iiretmeden tiimorlerin biiylimesini etkili bir sekilde
engelledigini ortaya koymustur (Xue vd., 2017). Ayrica, lipid kapsiillii kalsiyum karbonat
nanopartikiillerine (LCC-DOX/miR-375 NPs) birlikte yiiklenen miR-375 ve DOX, ksenograft
farelerde ortak anti-timor yetenegi gostermis ve insan LCC'sinin direncini azaltmistir (Zhao
vd., 2017). Bununla birlikte, nanopartikiil tastyicilarinin da belirli bir kisitlayict etkiye sahip
oldugu bulunmustur; ayrica immiinojenisite ve toksisiteye de yol agabilirler. Bu nedenle,
gelecekte daha iyi klinik uygulama i¢in miRNA iletim vektoriiniin siirekli olarak optimize

edilmesine acil ihtiya¢ vardir (Xin vd., 2017).
1.6.19. Potansiyel bir teshis veya prognostik biyobelirte¢ olarak miR-375

MiR-375 c¢esitli kanserlerde anormal sekilde eksprese edildiginden, hiicrede miRNA
ekspresyonunu tespit ederek karsinogenezi tahmin etmek miimkiindiir. MiR-375'in kanserdeki
rolii lizerine yapilan onceki ¢aligmalara gore, miR-375"in teshis veya prognostik amaclarla bir
ara¢ olarak kullanilmasina yénelik bir girisimde bulunulmustu. Ornegin, insan karaciger
kanserinde miR-375'in azaltilmis ekspresyonunun, lenf nodu metastazi ve TNM evrelemesi ile

iliskili oldugu ve karaciger kanseri tanisi i¢in bir referans biyobelirte¢ gorevi gorebilecegi

41



bulunmustur (Xie, vd., 2017). Ek olarak miR-375, Cin'de goriilme sikliginin yiiksek oldugu
bolgelerde 6zofagus kanseri olan hastalarin prognostik hayatta kalma siiresini tahmin etmek
icin bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilir ve hastalarin hayatta kalma oraniyla dogru orantili
oldugu bulunmustur (He vd., 2017). MiR-375 seviyesi ayn1 zamanda kanserin evresiyle de
iliskiliydi. Calisma, insan gliomalarinda miR-375 ekspresyonunun azaldigin1i ve patolojik
derecenin kétiilestigini buldu; bu nedenle insan gliomalarin kotii prognostik belirteci olarak
kullanilabilir (Chang vd., 2012). Diger kanserlerde miR-375 ayrica kemorezistans yanit1 i¢in
potansiyel bir biyobelirte¢ gdrevi gérmiistiir. Ornegin miR-375'in ekspresyonu, insan kiigiik
hiicreli akciger kanseri (SCLC) kemorezistans hiicrelerinde 6nemli 6l¢iide artmis ve etkili
kemoterapiden sonra azalmistir. Kemoterapi sirasinda SCLC hastalariin direncindeki
degisiklikleri izlemek i¢in kullanilabilir (Li vd., 2020). Calisma, insan metastatik CRPC
hiicrelerinde miR-375'in artan ekspresyonunun Docetaxel'in kemoterapotik etkisinde bir
azalmaya yol agtigin1 ve miR-375'in mCRPC asamasinda kemoterapi direncinin potansiyel bir

biyobelirteci olarak roliinii vurguladigini bulmustur (Wang, vd., 2016).

Kan glukoz metabolizmasindaki bozulmanin hiicre solunumunda bozulmaya ve
anaerobik glikolizde artisa yol acarak normal hiicrelerin kanserlesmesine neden oldugu
bilinmektedir. Ayrica miR-375, pankreatik adacik gelisiminde énemli bir miRNA'dir. Insiilin
salgilanmasin etkileyerek glikoz homeostazina katilabilir. Ornegin, MING6 hiicrelerinde miR-
375"n asir1 ekspresyonu, glikoz kaynakli instilin sekresyonunu inhibe edebilir. Bu nedenle miR-
375 diyabet tedavisi i¢in potansiyel bir biyobelirteg olabilir (Lu vd., 2021). Kanser hiicrelerinde,
glikoz tercihen aerobik glikoliz yoluyla metabolize edilerek glikoliz ve laktik asit {iretimini
artirir. Calismalar, miR-375'in insan bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomu (HNSCC) kanser
hiicrelerinde siklikla bir tiimor baskilayic1 olarak davrandigini gostermistir, bunun nedeni
muhtemelen miR-375"in asir1 ekspresyonunun insiilin sekresyonunu tesvik etmesi ve HNSCC
hastalarinda kan glukoz metabolizmasini iyilestirmesidir; bu nedenle, HNSCC hastalar1 i¢in

prognostik bir sagkalim belirteci olarak kullanilabilir (Avilés-Jurado vd., 2021).

MiR 375'in potansiyel bir tanisal veya prognostik biyobelirte¢ olarak kullanilmasina
iligkin bir¢ok ¢alisma olmasina ragmen, klinik 6rnek verileri miR-375'in klinik bir biyobelirte¢

olarak kullanilmasi siirecini hala hizlandirmaktadir.
1.6.20. Kanser metastazinda miR-375'in mekanizmasi

Kanser tedavisindeki en biiylik zorluklardan biri kanser hiicresi metastazi ve istilasi
sorununu ¢ézmektir (Hanniford vd., 2020). EMT, epitelyal hiicre tipinden mezenkimal hiicre
tipine gecisi ifade eder (Mak vd., 2016). EMT'nin tiimdr kokii, metastaz ve tedaviye direng ile
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iliskili oldugu, tiimdr invazyonu ve uzak yayilim i¢in 6nemli bir faktér oldugu ve dolayisiyla
kanser gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Pastushenko vd., 2018). EMT'nin
diizenlenmesi, TGF-p ailesini, Wnt sinyalini, Notch, Smad, HGF, FGF ve HIF'yi ve diger sinyal
yollarin1 i¢eren karmasik bir agdir (Pastushenko vd., 2021). Son ¢aligmalar, miR-375 inhibitor
tedavisinin insan gastrik kanser hiicrelerinin EMT'sini destekleyebildigini ve bunun da
karsinogenezi etkiledigini gostermistir (Guo vd., 2019). E-cadherinin, biiyiime ve gelisme
sirasinda hiicrelerin segici toplanmasinda hayati bir rol oynadigi bilinmektedir (Qin vd., 2019).
E-kadherin aracil1 hiicre yapismasi ve hiicre baglantilarinin kaybi, hiicrelerin birincil timorden
ayrilmasina ve uzak bolgelere go¢ etmesine neden olabilir (Petrova, Schecterson, & Gumbiner,
2016). Calismalar, miR-375'in, insan rahim agzi kanseri hiicrelerinin (SiHa, CaSki) EMT'sini
arttirmak i¢in E-kadherin 3 -UTR'ye baglanabildigini géstermistir (Shen vd., 2014). miR-375
veya E-cadherin ekspresyonunun tersine ¢evrilmesi, insan rahim agzi kanserinde paklitaksel
kaynakli ilag direncinin tistesinden gelme potansiyeline sahiptir (Shen vd., 2014). Ayrica miR-
375, transkripsiyon faktorii YAP1 ile etkilesime girerek ¢esitli PKa hiicre hatlarinin
invazyonunu ve migrasyonunu inhibe etme potansiyeline de sahiptir, ancak ZEB1 de miR-
375'n transkripsiyonunu inhibe edebilir (Selth vd., 2017). Ayrica Spl transkripsiyon faktorii
(SP1), tiimdr olusumu i¢in dnemli olan, her yerde bulunan bir niikleer transkripsiyon faktoriidiir
(Kolesnikoft vd., 2014). SPI1'in miR-375'in downstream hedefi oldugu bilinmektedir, bu
nedenle miR-375, MMP2, vimentin, snail, B-katenin, N-kaderin gibi EMT ile iliskili genleri
inhibe etmek i¢in SP1'i hedefler, boylece insan kolorektal kanser hiicrelerinin (DLD1, HCTS)
gbclinli ve istilasin1 inhibe eder (Cui vd., 2016). HOXB13 yiiksek diizeyde korunmus bir
transkripsiyon faktoriidiir; HOXB13'liin anormal ekspresyonu karsinojenez ile iligkilidir (Zhu
vd., 2020). HOXBI13'iin asir1 ekspresyonunun, kanser kok hiicre fenotipinin olusumuna ve
MCF-7 hiicrelerinin EMT'sinin artmasina yol a¢tig1 gosterilmistir (Fu vd., 2017). Dual lusiferaz
deney sonuglart miR-375'in HOXB13 ekspresyonunu inhibe edebildigini ve insan meme
kanseri hiicrelerinin go¢linii ve istilasin1 ve tamoksifen direncini inhibe edebildigini
dogrulamistir (Fu vd., 2017). Son ¢alismalar, ASH1, insan LC hiicrelerinde miR-375'in yukar1
yondeki diizenleyicisi oldugunu gostermistir (Nishikawa vd., 2011). MiR-375'in downstream
geni olan YWHAZ"''n azalmis ifadesinin, hastalarin iyilesme oran1 ve EMT'deki azalma ile
onemli bir iliski oldugu gosterilmistir, ASH1-miR-375-YWHAZ, insan LC hiicrelerini
etkileyen bir sinyal ekseni olarak hareket eder (Zhao vd., 2018). De ve arkadaslari, diistik E-
cadherin ekspresyonuna sahip insan yumurtalik kanseri hiicrelerinin daha giiglii bir go¢ ve
invazyon yetenegine sahip oldugunu gostermistir (Rea vd., 2018). EMT faktorii SNAIL1'in E-

kadherin transkripsiyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Zhang vd., 2011). In vitro ve in vivo
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deneylerin sonuglari, miR-375'in tiimor mikrogevresinde yer almasi nedeniyle, miR-375'in
SNAIL1 ekspresyonunu hedefleyerek SKOV3 hiicrelerinin EMT'sini zayiflattigini gostermistir
(De vd., 2016). Insan papiller tiroid karsinomu (PTC) dokular1 ve hiicre dizilerinin miR-375'in
azalmis ekspresyonunu sergiledigi rapor edilmistir (Wang, vd., 2016). MiR-375
ekspresyonunun inhibe edilmesinin, insan PTC hiicre dizilerinin ve EMT'nin ¢ogalmasini ve
istilasini tegvik ettigi gosterilmistir (Chen, vd., 2020). MiR-375'in asir1 ekspresyonundan sonra,
sonuclarin  geligkili oldugu bulunmustur, ancak spesifik mekanizmanin daha fazla
aydinlatilmasi gerekmektedir (Chen vd., 2020). Ayrica, uzun kodlamayan RNA ROR1-AS1'in
(ROR1 AST) miR-375 araciligiyla insan akciger adenokarsinom (LAC) hiicrelerinde EMT'yi
zayiflattig1 gosterilmistir ve bu da LAC tedavisi i¢in yeni bir fikir olabilir (Xu, vd., 2019).

Ek olarak miR-375, EMT siirecini yalnizca bazi genler araciligiyla degil ayn1 zamanda
baz1 sinyal yollar1 araciligiyla da diizenler (Gan vd., 2017). Ornegin, miR-375'in, YWHAZ"1
(14-3-30) hedefleyerek insan gastrik kanser hiicrelerinin gogiinii, istilasini ve EMT'sini inhibe
ettigi ve Wnt/B-katenin sinyal yolunun aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Guo vd.,
2019). Onceki caligmalar, protein kinaz B (AKT) sinyal yolunun, cesitli insan timor
hiicrelerinde EMT siirecinin upstream yolu olarak gorev yaptigini gostermistir (Jiang, vd.,
2019). Insan LSCC hiicrelerinde miR-375"in, hiicre go¢iinii ve istilasini engellemek i¢in AKT
sinyal yolu yoluyla E-kadherin, vimentin ve Snail2'nin protein ekspresyonunu diizenledigi,
IGFIR'nin ise AKT sinyal yolunun negatif diizenleyicisi olarak gorev yaptigir gosterilmistir
(Wang, vd., 2016). Calismalar ayrica miR-375'in Kisa SHOX2'nin protein ekspresyonunu
azaltabilecegini ve insan meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe edebilecegini
gostermistir, birgok meme kanseri hiicre hattt SHOX2'nin EMT'nin bir indiikleyicisi olarak
hareket ettigini ve ayrica TGF-f sinyal yolu yoluyla EMT'yi1 etkileyen bir TGF-f reseptorii [
(TBR-1) transkripsiyon faktorii olarak hareket ettigini gostermistir (Hong vd., 2014). Ek olarak,
miR-375"in oldukga agresif insan Merkel hiicreli karsinom hiicrelerinde énemli 6l¢iide azaldig:
bilinmektedir ve miR-375'"in susturulmasinin, Notch yolu ile iliskili proteinlerin (Notch2 ve
RBPJ) ekspresyonunu inhibe ettigi ve EMT'y1 tesvik ettigi gosterilmistir (Kumar vd., 2018).
Ancak bazi ¢alismalarin sonuglari, insan Merkel hiicreli karsinom hiicre hatlarinda miR-375'in
neredeyse tamamen yok edilmesinin hiicre gelisimi iizerinde hig¢bir etkisi olmadigini
gostermistir (Abraham vd., 2016). Ayrica, onkojenik sinyal yollar1 (Hippo ve EMT) iizerinde
belirgin etkilere neden olmamustir, bu da miR-375'in Merkel hiicreli karsinom hiicrelerinde bir

timor baskilayict gen olarak hareket etme olasiligimin diisiik oldugu anlamina gelmektedir
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(Fan, vd., 2020). Bunun nedeni muhtemelen kanser hiicrelerinde siingerimsi miR-375'in bagka

uzun kodlamayan RNA'larinin bulunmastydi.

Biitiin bu sonuglar miR-375 ve miR-125b’nin PKa'y1 saglikli kontrollerden ayirmak i¢in
potansiyel tan1 degerine sahip oldugunu ve miRNA tabanli tedavi i¢in kullanilabilir oldugunu
gostermis olsa da sonuglar yetersiz kalmakta ve daha fazla arastirma gerekmektedir. Bahsedilen
noktalardan yola ¢ikarak, ¢alismada miR-375 ve miR-125b-5p’nin biyoinformatik analizlerle
muhtemel hedefleri tespit edilmesi ve belirlenen genlerin hedefi olup olmadiginin deneysel
caligmalarla dogrulanmasi ve muhtemel hedeflerinin yer aldigi sinyal yoluna etkilerinin
incelenmesi hedeflenmistir. Bu sayede hem PKa’nin olusum mekanizmalar ve geligimi ile ilgili
bilinmeyen kisimlar aydinlatilmis olacak hem de miR-375 ve miR-125b-5p’nin PKa tizerindeki
etki mekanizmasi ile ilgili kisimlar netlik kazanmig olacaktir. Sonuglar miRNA’larin PKa
tanisinin koyulmasi, metastaz mekanizmasinin anlasilmasi, hastaligin prognozunun takibi veya
yeni tedavi segeneklerinin gelistirilmesi gibi agsamalarda kullanilabilmesine yonelik ¢alismalara

alt yap1 olusturacaktur.
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IKINCI BOLUM
GEREC VE YONTEM
2. GEREC VE YONTEM
2.1 Kullanilan Cihazlar
-20 °C sogutmali buzdolab1 (Ugur)
+4 °C sogutmali buzdolab (Regal, Argelik)
-80 °C sogutmali buzdolab1 (Panasonic)
Steril Kabin (Scanlaf-Mars Safety Classe 2)
CO; Inkiibatér (Memmert- INCOmed 153)
Etiiv (Jeio Tech-IB-01E)
Real-Time PCR Cihaz1 (Agilent - AriaMx)
Otoklav Cihaz1 (HMC Hiclave HG-80)
Su banyosu (Jeio tech- BS 11)
Santrifiij (Niive-NF 800)
Sogutmali Santrifiij (Thermo Scientific- MicroCL 21R)
pH metre (Inolab-PH 7110)
Hassas Terazi (Ohaus-Pioneer)
Manyetik karistirict (Mtops MS300Hs)
Rotator (Biosan Multi Bio RS-24)
PCR Cihaz (Applied Biosystems — 2720 Thermal Cycler)
Spin Cihaz1 (DZG SCIENCE -MC6000)
Transfer Cihazi (Hoafer - TE70X)
Dikey elektroforez sistemi (Cleaver Scientific Mini Vertical systems)
Gii¢ Kaynagi1 (Wealtec- Elite 3000 Plus)
Kemiliiminesans Goriintiileme Cihazi (Syngene G:Box Chemi XRQ)

Inverted Mikroskop (Nikon-Eplipse TS100)
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Mikroskop Kamerasi (ToupCam- XCAM)
Buz Makinast (Model-2446)

Nanodrop Cihaz1 (Shimadzu- BioSpec-nano)
Mikroplaka Okuyucu (Thermo Scientific-Multiscan Go)
Sonikator (Bandelin HD2200)

Distile su cihazi (MES)

Vorteks (Jeio tech- Lab companion)

2.2 Kullanilan Sarf Malzemeler

Pipet Seti (Nichiryo — Nichipet EXII)

Pipet uglar1 -1000, 200 ve 10 ul (Biosigma)
Toplama Tiipii- 1,5 ve 2 ml (Biosigma)
Falkon tiip — 15 ve 50 ml (Firatmed)

T25 kiiltiir flask1 (Sarstedt)

T75 kiiltiir flaski (Sarstedt)

Cryo vial -1,8 ml (Greiner)

96 kuyucuklu plate (Greiner)

6 kuyucuklu plate (Greiner)

Filtre -0,22 pm (Isolab)

Cam sise - 500 ve 1000 ml (Isolab)

Erlen (Isotherm)

Beher (isotherm)

Meziir - 100, 250 ve 1000 ml (Isotherm)
8’11 PCR tiipii (Biologix)

PCR Tiipii (Biologix)

Enjektor — 5 ve 10 ml (Ayset)

Thoma lam1 (Marienfeld Superior)
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PVDF Membran (Merck Millipore)
2.3.Kullanilan Kimyasallar

RPMI 1640 Besiyeri (Sartorius)
DMEM-F12 Besiyeri (PAN Biotech)
DMEM High Glocose (Capricorn Scientific)
K-SFM Kit (Gibco)

Tripsin (Capricorn Scientific)
Penisilin/Streptomisin (Biological industries)
Fetal Bovine Serum (Capricorn Scientific)
NaCL (Sodyum Kloriir)

Bovine Serum Albumin (BSA) (Carlo Elba)
Na;HPO4 (Merck Millopore)

KH>PO4 (Merck Millopore)

KCL (Potasyum Kloriir)

HCL (Merck Millipore)

SDS (Sodyum dodesil siilfat) (Sigma)

APS (Amonyum Persiilfat) (Thermo Scientific)
Tris-HCL (AppliChem)

Tris base (Sigma)

Methanol (isolab)

NaOH (Mediko Kimya)

Glisin (Fisher Bioreagents)

TEMED (Biofroxx)

Tween 20 (Merck)

Bradford Reagent (Eco-tech Biotechnology)

2x Laemmli (Yiikleme) Tamponu (Sigma)
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Protein Ladder (Thermo Scientific)

10X RIPA buffer (Cell Signaling Technology)
ECL (Thermo Scientific)

PMSF (Cell Signaling Technology)

RNA Izolasyon kiti (A.B.T Laboratory Industries)
miRNA izolasyon kiti (A.B.T Laboratory Industries)
cDNA déniisiim kiti (A.B.T Laboratory Industries)
Sybr Green Master Mix (A.B.T Laboratory Industries)
Akrilamid:Bisakrilamid (Serva)

miR-375 stem loop primer (Oligomer)
miR-125b-5p stem loop primer (Oligomer)
miR-125b-5p forward primer (Oligomer)

miR-375 Forward primer (Oligomer)

U6 forward ve Reverse Primer (Oligomer)
Universal Reverse primer (Oligomer)

Random hexamer (A.B.T Laboratory industries)
TSC1 forward ve reverse primer (Oligomer)
CYTHI1 forward ve reverse primer (Oligomer)
ARF1 forward ve reverse primer (Oligomer)
PLDI1 forward ve reverse primer (Oligomer)
PLD2 forward ve reverse primer (Oligomer)
GAPDH forward ve reverse primer (Oligomer)
RHEB forward ve reverse primer (Oligomer)
MTOR forward ve reverse primer (Oligomer)
PIK3CA forward ve reverse primer (Oligomer)

PIK3CG forward ve reverse primer (Oligomer)
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Transfeksiyon Reagent (ABP Biosciences)

miR-375 precursor miRNA (Ambion)

miR-125b-5p precursor miRNA (Ambion)

miRNA mimic negatif kontrol (Ambion)

miR-375 inhibitor (Ambion)

miR-125b-5p inhibitér (Ambion)

miRNA inhibitdr negatif kontrol (Ambion)

Opti-Mem Serum-free besiyeri (Gibco)

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Fisher Bioreagents)

Kristal Viyole (Mediko Kimya)

TSC1 Primer Antikor (ABclonal)

CYTHI1 Primer Antikor (ABclonal)

B-aktin Primer Antikor (Cell Signaling Technology)
PLD2 Primer Antikor (ABclonal)

Anti-Rabbit Sekonder Antikor (Cell Signaling Technology
Anti-Mouse Sekonder Antikor (Cell Signaling Technology)
2.4 Kullanilan Soliisyonlar

1X Fosfat Buffer Saline (PBS) Soliisyonu Hazirlama — 1 L

8 gr NaCl, 0.2 gr KCI, 1.44 gr Na,HPO4 ve 0.24 gr KH2POg4 tartilmis ve 800 ml dH>O
icesinde ¢ozlinmesi saglanmistir. Ardindan pH: 7.4 olacak sekilde ayarlanmistir. Su miktar 1
L’ye tamamlanmus ve steril etmek igin otoklavlanmistir. Kullanilmak iizere +4 °C’de muhafaza

edilmistir.
1X Tripsin Hazirlama — 10 ml

1 ml 10X tripsin soliisyonuna 9 ml 1X PBS soliisyonu eklenerek hazirlanmistir.

Hazirlanan soliisyon kullanilmak iizere +4 °C’de muhafaza edilmistir.

50



Fetal Bovine Serum (FBS) Inaktivasyonu

Halihazirda elimizde bulunan FBS soliisyonu kullanimdan once inaktive edilmistir.
Islem igin su banyosu kullanilmistir. Onceden 56 °C’ye gelmesi saglanan su banyosu icerinde
FBS soliisyonu 30 dakika boyunca inkiibe edilerek inaktivasyonu saglanmistir. Ardindan falkon
tiiplere boliinerek -20 °C’ye kaldirilmistir.

1X RIPA Buffer

1X RIPA buffer hazirlamak i¢in 6ncelikle 10X RIPA buffer seyreltilir. 100 pl 10X RIPA
buffer tizerine 900 pl ddH>O eklenir. Kullanimdan hemen 6nce ise 1 mM olacak sekilde PMSF

eklenir.

10X Yiiriitme Tamponu -1 L

30 gr Tris, 144 gr glisin ve 10 g SDS 800 ml dH»O igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Tamponun
pH degeri 8,3 e ayarlanmistir. Ayarlama isleminden sonra dH>O ile 1000 ml’ye tamamlanmuigtir.

Kullanilmak iizere +4 °C’de muhafaza edilmistir.

1X Yiiriitme Tamponu — 1 L

Hazirlanan 10X yiirlitme tamponundan seyreltme yapilarak hazirlanmistir. 1 L’lik 1X

yiirlitme tamponu i¢in 100 ml 10X yiiriitme tamponu tizerine 900 ml dH>0O eklenmistir.

10X Transfer Tamponu —1 L

30.2 gr Tris ve 144 gr Glisin 800 ml dH>O igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Cozdiirme

isleminden sonra dH>O ile 1000 ml’ye tamamlanmustir.

1X Transfer Tamponu — 1 L

Hazirlanan 10X transfer tamponundan seyreltme yapilarak hazirlanmistir. 1 L’lik
transfer tamponu i¢in 100 ml 10X transfer tamponu lizerine 200 ml Methanol (MetOH) ve 700
ml dH>O eklenmistir.

%10 Amonyum persiilfat (APS) — 1 ml

Soliisyonu hazirlamak i¢in 100 mg APS tartilmis ve 1 ml dH>O igerisinde

¢Ozdirilmiistiir.
%10 Sodyum dodesil siilfat (SDS) — 10 ml

Soliisyonu hazirlamak i¢in 1 gr SDS tartilmis ve 10 ml dH»O igerisinde ¢ozdiirtilmiistiir.
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0,5 M Tris-HCI (pH: 6.8) — 100 ml

6.05 gr Tris 70 ml distile su igerisinde ¢ozdiirtilmiistiir. pH degeri 6.8 ayarlanmis ve
total hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyon kullanilmak tizere +4

C’de muhafaza edilmistir.

1,5 M Tris-HCI (pH: 8.8) — 100 ml

18.17 gr Tris 70 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiustiir. pH degeri 8.8 ayarlanmis ve
total hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyon kullanilmak iizere +4

C’de muhafaza edilmistir.

10XTBS-1L

10X TBS soliisyonunu hazirlamak i¢in 24 gr Tris-HCI, 5,6 g Tris ve 88 gr NaCl tartilmis
ve 900 ml dH»O igerisinde ¢ozdiiriilmistiir. pH 7.6 olacak sekilde ayarlandiktan sonra hacmi 1

L’ye tamamlanmustir. Hazirlanan soliisyon kullanilmak {izere +4 °C’de muhafaza edilmistir.

1IXTBS-T-1L

Hazirlanan 10X TBS soliisyonu seyreltilerek hazirlanmistir. 100 ml 10X TBS soliisyonu

iizerine 900 ml dH>O ve 1 ml Tween 20 eklenmistir.

%5 Siit Tozu — 50 ml

2.5 gr yagsiz siit tozu 50 ml 1X TBS-T igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanir. Taze

hazirlanmasi tercih edilir.

Primer Antikor

Hazirlanan primer antikor oranlar1 1:500 olacak sekilde ayarlanmistir. 5 ml primer

antikor soliisyonu i¢in 4990 ml %S5 siit tozu igerisine 10 ul primer antikor eklenmistir.

Sekonder Antikor

Hazirlanan primer antikor oranlari 1:5000 olacak sekilde ayarlanmistir. 5 ml primer

antikor soliisyonu i¢in 4999 ml %S5 siit tozu igerisine 1 pl primer antikor eklenmistir.

%0,5 Kristal Viyole Soliisyonu — 50 ml

Soliisyonu hazirlamak i¢in 0,125 gr kristal viyole tartilmis ve 50 ml dH>O igerisinde

¢Ozdurilmiistiir.
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2.5.Yontem
2.5.1. Biyoinformatik analizler

Caligma tasarimi planlanirken PKa’daki ekspresyon diizeyleri bilinen miRNA’lar ile bir
caligma planlanmistir. Diilgeroglu’nun 2019 yilinda yaptig1 tez calismasinda 12 adet miRNA
(miR-375, miR-93-5p, miR-125b-5p, miR-30c-5p, miR-26b-5p, miR-181a2-3p, miR-221-3p,
miR-222-3p, miR-141-3p, miR-331-3p, miR-223-3p, let-7c-3p) ekspresyon diizeyleri
incelenmis ve 6 miRNA’nin (miR-375, -125b-5p, -30c-5p, -26b-5p, 223-3p ve let-7c-5p)
ekspresyon diizeyleri downregiile bulunmustur (Diilgeroglu & Eroglu, 2019). Yapilan literatiir
caligmalar1 neticesinde 4 miRNA’nin (miR-30c-5p, -26b-5p, 125b-5p, let7c-5p) PKa ile
caligmalari bulunmasina ragmen hedef genleri ile ilgili herhangi bir ¢alisma olmadigi
belirlenmistir. Diger iki miRNA (miR-375 ve -125b-5p) ile yapilan ¢alismalar ise kisithidir.
Doktora tez calismasi kapsaminda yapilan 6n biyoinformatik analizler neticesinde miR-375 ve
miR-125b-5p ile ¢alisilmaya karar verilmistir. Biyoinformatik araglar yardimiyla hedef genleri

ile ilgili olduklar1 sinyal yollar1 aragtirilmistir.

Oncelikle 4 farkli miRNA hedef tahmin araci (TargetScan, miRDB, rna22 ve miRWlak)
kullanilarak miR-375 ve miR-125b-5p’nin hedef tahminleri gerceklestirilmistir. Her bir hedefi
caligmak cok fazla maliyet gerektirmektedir. Ayn1 zamanda deneysel ¢alismalardaki dogrulugu
artirabilmek ve gen sayilarini aza indirebilmek adina 4 farkli programda ortak ¢ikan gen listeleri
elde edilmistir. Oncelikle listedeki daha onceki galigmalarda hedefi oldugu belirlenen genler
dogrulanmis miRNA hedeflerinin yer aldigi miRTarBase veritabani ile degerlendirilmis ve
elenmistir. Son asamada ise genlerin ilgili olduklar1 sinyal yollar1 ve biyolojik ozellikleri
incelenmistir. Son agamada ise bu veriler 15131nda deneysel olarak calisilmasi planlanan genlere

karar verilmis ve deney dizayni yapilmistir.
2.5.1.1. MiRNA hedef genlerinin belirlenmesi

MiRNA hedef tahmini i¢in ¢ok sayida ara¢ bulunmaktadir ve her giin yenileri
eklenmektedir. Kullanilan araglar belirlenirken literatiirde en ¢ok tercih edilen tahmin araglari
tercih edilmistir. Kullanilan araglarm &zellikleri asagida aciklanmustir. Ozellikleri aciklanan
miRNA hedef tahmin araglar1 kullanilarak miR-375 ve miR-125b-5p’nin hedef tahminleri
gerceklestirilmigti.  Her  program  analizinden  elde  edilen gen  listeleri

https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/ web sitesine yiiklenmis ve 4 programda ortak olarak

bulunan gen listesi ¢ikarilmistir.
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TargetScan Human Release 8.0 (https://www.targetscan.org/vert 80/), her miRNA'nin

tohum bolgesiyle eslesen korunmus 8mer, 7mer ve 6mer bolgelerin varligini arayarak
miRNA'larin biyolojik hedeflerini tahmin eden bir aragtir (Lewis, Burge, & Bartel, 2005).
Analiz esnasinda yalnizca korunmus bolgeleri dahil etmeyi segmek miimkiindiir. Ayrica tohum
eslestirme kararliligi, 3" kompansatuar eslestirme ve hedef bolge coklugu gibi diger 6zellikler
de degerlendirilebilmektedir. Varsayilan hedefler daha sonra, bolgelerin tiim 6zellikleri dikkate
alinarak kiimiilatif puanlar kullanilarak hesaplanan tahmini hedefleme etkinligine gore
siralanmaktadir.  Ayrica, TargetScan tahmin edilen komplekslerin serbest enerjisini

degerlendirmek i¢in ikincil yapiy1 da tahmin etmektedir (Agarwal, Bell, Nam, & Bartel, 2015).

RNA22 (Miranda vd., 2006) diger algoritmalardan birka¢ yonden farklidir: deneysel
olarak dogrulanmis heterodublekslerle degil, bilinen miRNA'larla c¢aligtirilir; bir
heterodubleksin tohum bolgesinde G:U yalpalamalar1 ve ¢ikintilarinin kombinasyonlarina izin
verir; ve bir hedefin genomlar arasinda korunmasina dayanmaz ve gerektirmez. RNA22,
kanonik olmayan hedeflerin yan1 sira 3° UTR 6tesindeki hedefleri de basariyla tahmin etmistir
(Duursma, Kedde, Schrier, Le Sage, & Agami, 2008; Lal vd., 2008, 2009; Tay, Zhang, Thomson, Lim, &
Rigoutsos, 2008).

miRDB (https://mirdb.org/), miRNA hedef tahmini ve islevsel ek agiklamalar igin

kullanilan ¢evrimig¢i bir veritabanidir. miRDB'deki tiim hedefler, yiiksek verimli dizileme
deneylerinden elde edilen binlerce miRNA-hedef etkilesimini analiz ederek gelistirilen bir
biyoinformatik araci olan MirTarget tarafindan tahmin edilmistir. MiRNA baglanmas1 ve
hedefin downregiilasyonu ile iligkili ortak 0&zellikler tanimlanmis ve makine O6grenim
yontemleri ile miRNA hedeflerini tahmin etmek i¢in kullanilmistir (Yuhao Chen & Wang,
2020).

miRWalk (http://mirwalk.uni-hd.de/), tahmin edilen ve deneysel olarak dogrulanmis

miRNA-hedef etkilesim ¢iftlerini barindiran, acik erisimli kapsamli bir kaynaktir. Bu veri
tabani, li¢ genomun (insan, fare ve sigan) bilinen tiim genlerinin tam dizisi i¢inde olast miRNA
baglanma bolgesi tahminlerini elde etmeyi saglamaktadir. Ayrica, on farkli tahmin veri setinden
elde edilen miRNA baglanma bdlgelerinin karsilastirmali bir platformu, miRNA-gen yolaginin
genetik aglarina ve miRNA-gen-Insanda Cevrimici Mendel Kalittm bozuklugu etkilesimlerine
biitiinsel bir bakis ve deneysel olarak dogrulanmis benzersiz bilgiler (6rn. hiicre hatlar,
hastaliklar, miRNA isleme proteinleri) gibi bircok yeni 6zelligi de entegre etmektedir (Dweep,
Gretz, & Sticht, 2014).
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2.5.1.2. Dogrulanmis miRNA hedeflerinin belirlenmesi

Literatiirde daha dnce deneysel ¢alismalarla miRNA hedefi oldugu dogrulanan genlerin
analiz edilebilmesi i¢in PICTAR2, miRTarBase gibi veritabanlari bulunmaktadir. Bununla
birlikte hem 0Ongoriilen hem de dogrulanmis miRNA hedef analizlerine ayni anda
ulagabilecegimiz miRNet gibi veritabanlari da yer almaktadir. Calismam kapsaminda
dogrulanmis miRNA hedeflerine ulagsmak amaciyla miRTarBase veritabanindan

yararlanilmistir.

Bir verl tabani olarak miRTarBase

(https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/~miRTarBase/miRTarBase 2022/php/index.php),

miRNA'larin iglevsel calismalariyla ilgili arastirma makalelerini filtrelemek icin metnin
sistematik olarak ilgili literatiiriin manuel olarak incelenmesiyle toplanan 360 binden fazla
miRNA-hedef etkilesimi icermektedir. Genel olarak, toplanan MTI'lar deneysel olarak reporter
assay, western blot, microarray ve yeni nesil dizileme deneyleri ile dogrulanmistir. miRTarBase,
en biiyilk miktarda dogrulanmigs MTI'y1 igerirken, daha Once gelistirilmis diger benzer

veritabanlartyla karsilagtirarak en giincel koleksiyonu da saglamaktadir.
2.5.1.3. Genlerin ilgili olduklar: sinyal yollar1 ve ozelliklerinin belirlenmesi

Genlerin etkilesimde oldugu sinyal yollar1 ve 6zelliklerini belirlemek amaciyla KEGG

Pathway Veritabam1 (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html) ve DAVID Veritabani

(https://david.nciferf.gov/tools.jsp) kullanilarak gorev aldiklar: hiicresel siirecler ve hiicredeki

molekiiler fonskiyonlar1 gibi durumlar ile ilgili verilerin analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen
veriler 15181nda miR-375 ve miR-125b-5p i¢in ¢aligilacak genler ve ilgili sinyal yolu belirlenmis

ve ilgili sinyal yolunun bir 6zeti Biorender programi (https://www.biorender.com/) araciligiyla

olusturulmustur.
2.5.2. Hiicre kiiltiir calismalar:

Calismada kullanilan RWPE-1, LNCaP ve PC-3 hiicreleri Ege Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesi’nde gorev yapmakta olan Dog. Dr. Bilge DEBELEC BUTUNER ve Bursa Uludag
Universitesi, Tip Fakiiltesi’nde gdrev yapmakta olan Dr. Ogr. Uyesi Is1l Ezgi ERYILMAZ’dan
temin edilmistir. DU-145 hiicreleri ise Eskisehir Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi’nde gorev

yapmakta olan Prof. Dr. Hatice Mehtap KUTLU’dan temin edilmistir.
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2.5.2.1. Hiicre agma

Oncelikle — 80 °C°de muhafaza edilen hiicre digar1 alinarak erimesi saglanmustir. Eriyen
hiicreler 5 ml taze besiyeri igeren falkon tiip icerisine aktarilmistir. Ardindan 700 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmistir. Uzerindeki besiyeri uzaklastirilmis ve pellet 1 ml taze besiyeri igerisinde
¢cOzdiiriilmiistiir. Hazirlanan hiicreler besiyeri igeren T25 veya T75 flask igerisine aktarilmistir.
CO2’li inkiibatore (Memmert- INCOmed 153) alinarak biiyiimeleri beklenmistir. Biitlin

hiicrelerde ayn1 islem basamaklar1 uygulanmaistir.
2.5.2.2. Hiicrelerin dondurulup saklanmasi
RWPE-1 hiicrelerinin dondurulmasi

RWPE-1 hiicrelerinden hiicre stogu hazirlamak i¢in hiicre pasajlama islemi
gergeklestirilmis ve hiicreler toplanmustir. Toplanan hiicrelerin sayim1 yapildiktan sonra 1x10°
cell/ml olacak sekilde hiicreler cryo vial igerisine alinmistir. Uzerine 750 pl besiyeri olacak
sekilde K-SFM tam besiyeri, 150 ul FBS ve 100 pl DMSO eklenmistir. Ardindan hiicre bilgileri
(Hiicre ad1, Pasaj no vb.) etiketlendikten sonra — 80 °C’ye kaldirilmistir.

LNCaP hiicrelerinin dondurulmasi

LNCaP hiicrelerinden hiicre stogu hazirlamak i¢in hiicre pasajlama islemi
gerceklestirilmis ve hiicreler toplanmistir. Toplanan hiicrelerin saymmi yapildiktan sonra 1x10°
cell/ml olacak sekilde hiicreler cryo vial igerisine alinmistir. Uzerine 950 pl besiyeri olacak
sekilde RPMI tam besiyeri ve 50 ul DMSO eklenmistir. Ardindan hiicre bilgileri (Hiicre adi,

Pasaj no vb.) etiketlendikten sonra — 80 °C’ye kaldirilmustur.
PC-3 ve DU-145 hiicrelerinin dondurulmasi

PC-3 ve DU-145 hiicrelerinden hiicre stogu hazirlamak icin hiicre pasajlama islemi
gerceklestirilmis ve hiicreler toplanmustir. Toplanan hiicrelerin sayim1 yapildiktan sonra 1x10°
cell/ml olacak sekilde hiicreler cryo vial igerisine alinmistir. Uzerine 900 pl besiyeri olacak
sekilde RPMI tam besiyeri ve 100 ul DMSO (%10) eklenmistir. Ardindan hiicre bilgileri (Hiicre
ad1, Pasaj no vb.) etiketlendikten sonra — 80 °C’ye kaldirilmstir.

2.5.2.3. Hiicre pasajlama

Caligmada kullanilmak {izere normal prostat epitel hiicresi RWPE-1, androjen-duyarli
LNCaP prostat kanser hiicresi, androjen-duyarsiz PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicresi
biiylitiilmiistiir. RWPE-1, LNCaP ve DU-145 hiicreleri, %10 FBS (fetal bovine serum), 100
U/mL penisilin ve 100 pg/mL streptomisin iceren RPMI 1640 besiyerinde kiiltiire edilirken,
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PC-3 hiicreleri %10 FBS (fetal bovine serum), 100 U/mL penisilin ve 100 pg/mL streptomisin
iceren DMEM-F12 besiyerinde biyiitiilmiistir. Hiicreler %5 CO2 varliginda 37 °C'de
inkiibatorde tutulmustur. Hiicreler deneyler siiresince basarili bir sekilde biiyiitilmiistiir.
Hiicreler uygun kosullarda dondurulmus ve gerektiginde dondurulmus hiicrelerden agilmasi ile

kiiltiirlerin devamlilig1 saglanmistir.

Pasajlama islemi hiicreler %80 {izerinde yogunluga ulastiginda gerceklestirilmistir.
Oncelikle flask icerisinden besiyeri uzaklastirilmistir. Ardindan T75 flask igin 2 ml, T25 flask
icin 1 ml 1X PBS eklenerek yikama islemi yapilmistir. 1X PBS uzaklastirildiktan sonra 1 ml
(T75 ise) veya 500 pL (T25 ise) 1X Tripsin soliisyonu eklenmis ve flask inkiibatérde 5 dk
inkiibe edilmistir. Hiicrelerin kalkip kalkmadig1 kontrol edildikten sonra tripsini inaktive etmek
amacityla tizerine 1:1 oraninda taze besiyeri eklenmistir. RWPE-1 hiicreleri i¢in farkli olarak
1:2 oraninda olacak sekilde saf FBS ile inaktivasyon islemi gergeklestirilmistir. Hiicreler 15 ml
falkon tiiplere toplandiktan sonra 1200 rpm’de 5 dk santrifiij islemi uygulanmistir. Santrifiijden
sonra besiyeri uzaklastirilmis ve pellet iizerine 1 ml taze besiyeri eklenmistir. Siispansiyon
homojen hale getirildikten sonra hiicre sayimi yapilmistir. ihtiyaca gére hiicrelerin bir kismi
tekrar flasklara ekimi yapilmis, bir kismi deneylerde kullanilmis hiicre kaldi ise de saklamak

tlizere dondurulmustur.
2.5.24. Hiicre sayimi

Hiicre sayimmi1 yapmak i¢in santrifiij isleminden sonra 1 ml taze besiyeri icerisinde
homojen hale getirilen hiicreler kullanilmistir. Hiicrelerin tamamen homojen hale gelmesi
saglandiktan sonra thoma lamina 10 pl hiicre yiiklenmis ve inverted mikroskopta hiicre oranina
gore karelerin tamami veya farkli noktalardan segilen 4 biiyiik kare sayilmistir. Elde edilen
hiicre sayisindan yola ¢ikarak sulandirma katsayis1 ve sayilan karelerin toplami dikkate alinarak

total hiicre miktar1 hesaplanmistir.

2.5.3. Transfeksiyon islemleri

MiR-375 ve miR-125b-5p’nin hedef genlerinin belirlenebilmesi ve PI3K sinyal yolagi
tizerindeki etkilerinin anlagilabilmesi amaciyla miR-375 ve miR-125b-5p’ye ait
mimic/inhibitér uygulamasi yapilarak upregiile/downregiile edilmesi  saglanmistir.
Transfeksiyon Kontroliiniin saglanmasi i¢in miRNA mimic/inhibitdr negatif kontrol (thermo
fisher scientific) calismaya dahil edilmistir. Uygulama esnasinda Lipoectamine 3000 Protokolii

(A.B.P. Biosciences) uygulama esaslarina gore transfeksiyon islemleri gergeklestirilmistir.
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Hiicrelerin bir gece éncesinde 3x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir
plate’lerine ekimi yapilmistir. Hiicreler gece boyunca %5 CO2 varliginda 37 °C'de inkiibatorde
tutulmustur. Transfeksiyon verimliliginin incelenebilmesi i¢in her hiicre i¢in ayr1 ayri farkli
konsantrasyonlarda miRNA ve transfeksiyon ajan1 kullanilarak 96 kuyucuklu kiiltiir platelerine
deneme setleri kurulmustur. Bu amacla KIF11/Eg5 siRNA c¢alismaya dahil edilmis ve
transfeksiyon optimizasyonu saglanmistir. KIF11/Eg5’in yikildig1 adherent hiicreler mitotik
arrest nedeniyle yuvarlanmis bir fenotip gosterirler. Yavas biiyiiyen hiicrelerin bu fenotipi
gostermesi 72 saat siirebilmektedir. Bu nedenle de hiicreler 24 saatlik araliklarla incelenerek
transfeksiyon verimlili§i ve optimizasyonu yapilmistir. Protokol olusturulduktan sonra
deneylere baglanmistir. Protokol dogrultusunda 2 ayr1 mix hazirlanmistir. ilk olarak 125 pl opti-
mem igerisine 7,5 ul Lipofactamine 3000 eklendi ve dilue edildi. Ikinci olarak ise 75 pmol
mimic/inhibitor 125 pl opti-mem igerisinde diliie edildi. Bu sekilde 5 dk beklendi ve iki
sollisyon birbirine karistirilarak 20 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan kiiltiir plateleri
icerisindeki medya uzaklastirildi. Hiicrelerin iizerine 2 ml penisilin/streptomisin icermeyen taze
besiyeri eklendi. Hazirlanan karisimlar yavas¢ca damla damla besiyeri iizerine esit bir sekilde
dagitildi. Plate nazikce saga sola ¢evrilerek karigmasi saglandi. Hiicreler inkiibatore kaldirildi.
Uygulama sonrasinda miRNA ve mRNA ekspresyonlarinin incelenebilmesi i¢in hiicrelerden

48. saatte miRNA ve RNA izolasyonu yapildi.
2.5.3. Hiicre canlihig testi

MiR-375 ve miR-125b-5p’nin hiicre canlilig1 iizerine etkilerinin anlagilabilmesi i¢in
PC-3 ve DU-145 hiicrelerine transfeksiyon uygulamasi yapilmistir. 96 kuyucuklu plate’lere her
ornek ti¢ tekrarl olacak sekilde uygulama yapilmistir. Transfeksiyondan 48 saat sonra sonuglar
degerlendirilmek tlizere ornekler islemlerden gegirilmistir. Cesme suyunda nazikge 2 kez
kuyucuklar yikandi. Sivi toplandiktan sonra kiiltiir kab1 ters cevrilip pegete serilmis zemine
vuruldu. 50 pl %0,5°1ik kristal viyole soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda kapakli bir sekilde
calkalayicida 20 dakika bekletildi. 4 kere ¢cesme suyunda yikandi. Arta kalan sivi toplanip
pecete serilmis zemine kiiltiir kab1 ters bir sekilde nazik¢e vuruldu. Kapaksiz olarak oda
sicakliginda en az 2 saat kiiltiir kab1 bekletildi her kuyucuga 200 pl metil alkol eklendi ve
kapakli olarak 20 dakika oda sicaklifinda inkiibe edildi. Olgiimler 570 nm dalga boyunda
ELIZA okuyucu ile yapildi. Bulunan 6lgiimler negatif kontrol gurubundaki &rneklerle

normallestirildi. Cikan degerler hiicrenin canli kalanin1 gosterdi.
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2.5.4. Yaraiyilesmesi testi

Hiicrelerin gogiinii degerlendirmek amaciyla DU-145 hiicrelerine yara iyilesmesi testi
uygulanmistir. Bu amag dogrultusunda 6 kuyucuklu kiiltiir platelerine 0.5 x 108 cell/well olacak
sekilde hiicre ekimi gerceklestirilmistir. Ekimi yapilan hiicreler CO2’li inkiibatore kaldirilmis
ve gece boyunca inkiibe edilmistir. Hiicreler %95 yogunluga ulastiginda sar1 pipet ucu
yardimiyla hiicrelerin ortasinda bir yara olusturulmustur. Ardindan miR-375 ve miR-125b-5p
mimic ve inhibitorleri ve onlarin negatif kontrolleri uygulanmistir. 0, 24 ve 48 saatlerde
hiicrelerden inverted mikroskop yardimiyla gorintiiler toplanmistir. Alinan goriintiiler
incelenerek go¢ eden hiicre oranlar1 degerlendirilmistir. Hiicre gdciinii degerlendirirken Imagel
yazilimi (Version 1.53; National Institutes of Health) kullanilmistir. Yara genislikleri

belirlendikten sonra kontrollerle kiyaslanarak goreceli olarak hiicre go¢ oranlart hesaplanmuistir.
2.5.5. Real -Time-PCR analizleri (QRT-PCR)
2.5.5.1. Primer dizayni

PIK3CA, PIK3CG, TSC1, CYTH1, PLD1, PLD2, ARF1, mTOR ve RHEB genine ait
ekspresyon primerlerinin tasarlanmasi amaciyla 6ncelikle genlerin, mRNA transkriptine ait dizi

NCBI-Gene (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) ve ENSEMBL

(https://www.ensembl.org/index.html) veritabanlarindan ulagilmistir. Primer dizayni i¢in

https://primer3.ut.ee/ programi kullanilmistir. Genlerden primer dizayni yapilirken intron

bolgesinden olmamasina ekson bolgesi olmasia dikkat edilmistir. Ayn1 zamanda primerler
farkli eksonlarda olacak sekilde dizayn edilmistir. Primer dizayninda, dizayn edilen primerlerin

NCBI-Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) programinda blast yapilarak hedef geni

%100 vermesine, sonrasindaki ¢akigsma gosteren bolgelerin % benzerliklerinin %70’ den az
olmasina dikkat edilmistir. Spesifikligi arttirmak i¢in farkli ekzonlar1 igermesine, forward (iler1)
ve reverse (geri) primerlerin Tm degerlerinin yakin olmasina, primer uzunluklarinin 20-25 baz
gegmemesine, iirliin biylikliigiiniin 300 baz ciftini gegmemesine dikkat edilmistir. Ayni

zamanda primerlerin GENOME BROWSER (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr) web

sitesinden in-silico PCR ile istenilen iiriinii olusturup olusturmadigi da kontrol edilmistir.

Dizayn edilen dizi bilgileri Tablo 2.1.’de verilmistir.
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Tablo 2.1. gPCR mRNA primer dizileri

Primer Ad1 Forward Reverse

GAPDH AGAAGGCTGGGGCTCATTTG AGGGGCCATCCACAGTCTTC
CYTH1 CCAGCGATATTGTCAGTGCAA GCAATGAACCTCTCCACAGTG
PIK3CG AGTCCAGACACTATCAGCAGAG CTAAAGCTTTCGGGGAGTTGAG
ARF1 CATCTTCGCAACCTCTTCAAG GTTCTTGTACTCCACGGTTTCC
PLD1 CTCTCCGGCTGTCCAATAAAAG GGATGCGGATAAAGGCTTTGTA
PLD2 TTCTGGCCAATCTATGAGCTTCA CAAGCGGACAGAATACAGAGTG
TSC1 CCATGCTACCAATGATTCCACA GAAGTTGCAAGGGTACATTCCA
PIK3CA AGAAGCTGTGGATCTTAGGGAC ACCCAGATCACCACTATTATTTGC
RHEB AGTTGATCACAGTAAATGGACAAGA TGGAGTATGTCTGAGGAAAGATAGA
mTOR CAGATGCCAATGAGAGGAAAGG GTACTCAGCGGTAAAAGTGTCC
2.5.5.2. RNA izolasyonu asamasi

Real-Time PCR ¢alismalarinda kullanilmak {izere transfeksiyon islemi uygulanmis ve
uygulanmamig RWPE-1, LNCaP, PC-3 ve DU-145 hiicrelerinden miRNA ve RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. mirVana™ PARIS™ Kit (Part Number AM1556) kullanilacagi i¢in kite
ait protokol asamalar1 uygulanacaktir. Bu dogrultuda Cell Distruption Buffer yardimiyla
hiicrelerin parcalanmasi saglanacaktir. Ardindan parcalanan hiicreler RNA ve protein
izolasyonu i¢in boliinecektir. RNA izolasyonu i¢in olan ayrilan hiicrelere 1:1 oraninda 2X
Denaturating Solution eklenecek ve 5 dk. buzda beklenecektir. Daha sonra tiipiin igerisindeki
stvi hacminin 1.25°i oraninda %100’liik etanol eklenecektir. Ornegin tamami toplama tiipiine
yerlestirilen filtreye aktarilacaktir. Santrifiij asamasindan sonra yikama islemleri
uygulanacaktir. Son asamada ise elution buffer kullanilarak RNA 6rnekleri toplanacaktir. izole

edilen RNA konsantrasyonu ve safligt OD260/280 oraninda spektrofotometrede belirlenecektir.
2.5.5.3. ¢DNA doniisiimii

Transfeksiyon sonrasinda izolasyonu yapilan miRNA ve RNA oOrneklerine cDNA
dontisiimii uygulanmistir. cDNA doniisiimii i¢in miR-cDNA Synthesis Kit (A.B.T. Laboratory
Industry) kullanilmistir. MiRNA ¢cDNA déniisiimii yapilirken reaksiyona stem-loop primerler
(Tablo 2.2.) dahil edilmistir. MRNA c¢cDNA doniisiimii i¢in ise random hexamer kullanmustir.
Reaksiyon bilesenlerinin miktarlar1 Tablo 2.3.’te gosterilmistir. RT asamasi Tablo 2.4.’te

belirtilen reaksiyon kosullar1 uygulanarak gerceklestirilmistir.
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Tablo 2.2. miRNA ¢cDNA déniisiimii ve PCR asamasi i¢in kullanilan primerler

Baz Dizisi

Primer Ad1
miR-125b-5p Stem-loop | GTCGTATCCAGTGCGTGTCGTGGAGTCGGCAATTGCACTGGATACGACTCACAA
miR-375 Stem-loop GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCACGC
U6 Stem-loop CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAACCATAC
miR-125b-5p Forward GTTTCCCTGAGACCCTAAC
miR-375 Forward AGCCGTTTGTTCGTTCGGCT
Universal Reverse GTGCAGGGTCCGAGGT
U6 Forward TCGCTTCGGCAGCACATATACT
U6 Reverse AACGCTTCACGAATTTGCGTGTC

Tablo 2.3. cDNA doniisiimii i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlar

20 pl reaksiyon i¢in gerekli bilesenler | MIRNA i¢in | mRNA i¢in

10X Reaksiyon Buffer 2 ul 2 ul

20X dNTP mix 1l 1 ul
Stem-loop miRNA primer (5 M) 2 ul -

Random Hexamer - 2 ul

Reverse Transkriptaz 1l 1ul

RNAse Inhibitor 0,5 ul 0,5 ul
miRNA Kalib1 10 pl -

MRNA Kalib1 - 10 pl

Niikleaz Free Su 3,5ul 3,5ul

Toplam Hacim 20 pl 20 pl

Tablo 2.4. cDNA Déniistimii Reaksiyon Kosullari

Asamalar Sicaklik (°C) | Siire | Dongii Sayis:
1. Step 25 10 dk. 1
2. Step 37 120 dk. 1
3. Step 85 5 dk. 1
4. Step 4 . 1
2.55.4. qRT-PCR Asamasi

MiR-375 ve miR-125b-5p’nin hedef genleri (TSC1 ve CYTH1) ve PI3K sinyal
yolaginda etkili genlerin (PIK3CA, PIK3CG, RHEB, mTOR, PLD1, PLD2, ARF1) mRNA
seviyelerini incelemek amaciyla hiicrelerden elde edilen RNA orneklerine qRT-PCR islemi
uygulanmigtir. Ayn1 zamanda transfeksiyon sonrasi endojen miRNA ifadesinin kontrolii i¢in
transfeksiyon uygulanan ve uygulanmayan hiicrelerden elde edilen RNA 6rneklerinden miR-

375 ve miR-125b-5p ekspresyon seviyeleri de incelenmistir. qRT-PCR asamasi i¢in, Tablo
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2.5.’te belirtilen bilesenler kullanilarak reaksiyon hazirlanmistir. Reaksiyon dongiisii Tablo
2.6.’da verilmistir. Kullanilan primerlere ait dizi bilgileri Tablo 2.1 ve Tablo 2.2°de
belirtilmistir. Ilgili genlerin ekspresyon seviyelerinin kontroliiniin ve normalizasyonun
saglanmas1 amaciyla ¢alismaya GAPDH housekeeping geni dahil edilmistir. Ayni sekilde
miRNA ekspresyon seviyelerinin kontrolii ve normalizasyonu i¢in de U6 c¢alismada
kullanilmistir. Relatif ekspresyon 2—AACt ‘ye gore hesaplanmigtir. Her bir 6rnek icin farklh
hiicre hatlarindan elde edilen RNA’lar kullanilacagindan (RWPE-1, LNCaP ve PC3 hiicreleri)
biyolojik replikalar ile birlikte teknik replikalar da kullanilmis olup ti¢ tekrarli olacak sekilde

islemler gerceklestirilmistir.

Tablo 2.5. qPCR reaksiyon igin gerekli bilesenler ve miktarlari

. . - Hacim Final Konsantrasyonu
10 pl reaksiyon i¢in gerekli bilesenler
A.B.T. 2X gPCR SYBR Master Mix Sul 1X
Forward Primer 1 ul 0,5 uM
Reverse Primer 1l 0,5 uM
miRNA-mRNA cDNA Kalib1 3pul cDNA o6rnekleri 3 kat seyreltme yapilip eklendi
Toplam Hacim 10 pl

Tablo 2.6. gPCR reaksiyon kosullari

PCR Asamalart Sicaklik (°C) | Siire | Dongii Sayist
Baglangi¢ Denatiirasyonu 95 300 sn. 1
Denatiirasyon 95 30 sn.
Annealing 60 60 sn. 0
Melting Curve 65 30 sn. 1

2.5.6. Western blotlama ¢alismalar:

miR-375 ve miR-125b-5p transfeksiyonu yapilan PKa hiicrelerinden protein izolasyonu
gerceklestirilmistir. izole edilen 6rneklerden CYTH1, TSC1 ve PLD2 proteinlerinin ekspresyon
seviyeleri arastirilmistir. Sonuglarin optimizasyonunu saglamak amaciyla housekeeping gen

olan B-aktin kontrol olarak kullanilmistir. Deney basamaklar1 asagida agiklanmaistir.
2.5.6.1. Protein izolasyonu

Oncelikle protein izolasyonu asamasinda kullanilan tiim reaktifler ve lizatlar soguk

tutulmustur. Transfeksiyon islemi uygulandiktan sonra hiicreler 37 °C inkiibatorde 48 h siireyle
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bekletilmistir. Ardindan besiyeri uzaklastirilmis ve Flask/Plate 1X PBS ile yikanmistir. Yikama
islemi birkag¢ kez gerceklestirilmistir. Yikama isleminden sonra 13.200 rpm’de 2 dk santrifiij
islemi yapilmistir. Hiicre sayisina gore 1X RIPA buffer (+PMSF) hiicre pelleti {izerine
eklenmistir. Hiicrelerin homojen hale gelmesi i¢in kopiirmemesine dikkat ederek pipetaj
yapilmis ve ardindan 5 dk buz iizerinde ependorflar inkiibe edilmistir. Daha sonra 15 dk
vortekslenerek hiicrenin pargalanmasi saglanmistir. Vorteks isleminden sonra +4 °C sicaklikta
15 dk 13.200 rpm’de santrifiij islemi yapilmistir. islem tamamlandiktan sonra siipernatant temiz

bir epp’a alinmustir. Ornekler -80 °C’ye kaldirilmustir.
2.5.6.2. Bradford assay

Elde edilen protein Ornek konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in bradfrord assay
uygulanmistir. BSA (2mg/ml) kullanarak standart egri olusturulmustur. Oncelikle artan
konsantrasyonlarda BSA diliisyonlar1 hazirlanmistir. Her diliisyondan 3 tekrarli olacak sekilde
100 pl Bradford Reagent iizerine 2 pl eklenmistir. Izole edilen protein érneklerinden de ayni
sekilde 2 pl eklenmistir. Ardindan 10 dk karanlikta inkiibe edilmis ve 595 nm dalga boyunda
ol¢iim yapilmistir. Elde edilen degerlerden standart egri olusturulmus ve y=ax+b ve R% degerleri

elde edilmistir. Protein konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
2.5.6.3. Protein denatiirasyonu

Konsantrasyonlar1 belirlenen protein 6rnekleri 3x Laemmli buffer kullanilarak 95 °C’de
5 dk denatiire edilmistir. Bunun i¢in dncelikle ihtiyaca gore 1:1 oraninda protein ve 3x Laemmli
buffer karistirlmis ve ardindan daha &nceden 95 °C’ye getirilen su banyosunda 5 dk boyunca

denatiirasyonlar1 saglanmistir. Bu sayede ornekler jele yiiklenmeye hazir hale getirilmistir.
2.5.6.4. SDS-PAGE

Incelenecek olan proteinlerin kDa’larina gdre %12 ve %7,5’luk separating jeller
hazirlanmigtir. Ayn1 zamanda %#4’liik stacking jel kullanilmistir. Jel igerikleri Tablo 2.7.’de
verilmistir. Hazirlanan jellere denatiire edilen protein drneklerinden 80 g olacak sekilde her
bir kuyucuga yiikleme yapilmistir. Ayrica her bir deney seti igin 1 pl protein marker
kullanilmistir. Ornek yiiklemesi tamamlandiktan sonra 90 V bir saat ardindan 120 V’da
yaklagik 3 saat Oorneklerin yiiriimesi saglanmistir. SDS-PAGE asamasindan sonra transfer

asamasina gecilmistir.
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Tablo 2.7. SDS-PAGE Jel Icerigi ve Konsantrasyonlari

%12’lik Jel (10 ml) | %7,5 Jel (10 ml) %4’k Jel (5 ml)
dH20 3,3ml 4,85 ml 1,68 mi
Tris-HCI (1,5 M) 2,5 ml 2,5ml -
Tris-HCI (0,5 M) - - 1,25 ml
Akrilamid/Bisakrilamid 4 ml 2,5ml 2 ml
%10 SDS 100 pul 100 ul 50 ul
%10 APS 100 pul 100 ul 50 ul
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl
2.5.6.5. Membrana transfer

SDS-PAGE islemi tamamlandiktan sonra orneklerin membrana transferini saglamak
amactyla yari-islak transfer sistemi kullanilmistir. Bu amag¢ i¢in Oncelikle kullanilacak
membranlar 30 sn boyunca MetOH’da aktive edilmistir. Ardindan 1X transfer buffer igerisine
alimmustir. Jeller ise 10 dk boyunca 1X transfer buffer ile muamele edilmistir. Cihaz igerisine
sirastyla iki kat transfer kagidi, membran, jel, tekrar iki kat transfer kdgidi olacak sekilde
yerlestirilmistir. En altta ve her katmanda olmak iizere 1X transfer buffer ile islatilmistir.

Ardindan cihaz ayarlanip 300 V’da 1 saat transfer islemi yapilmistir.
2.5.6.6. Antikor ile muamele

Antikor ile muamele etmeden Once transfer islemi tamamlanan membranlara %5 siit
tozunda bir saat bloklama islemi yapilmistir. Ardindan uygulanacak 1:1000 oraninda hazirlanan
primer antikor igerine alinmis ve +4 °C’de bir gece inkiibe edilmistir. Primer ankitordan alinan
ornekler 1X TBS-T ile 5 dk siireyle calkalayici da yikanmistir. Bu islem {i¢ kez tekrarlanmustir.
Ardindan 1:5000 oraninda hazirlanan sekonder antikor igerisine alinan membranlar 4 saat
boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Islem tamamlandiktan sonra ayni sekilde 1X TBS-
T ile 5 dk boyunca ¢alkalayicida yikanmaistir.

2.5.6.7. Goriintiileme

Sekonder antikor isleminden sonra yikanan membranlar goriintiileme igin
hazirlanmustir. Islem i¢in ECL kullamlmustir. Kit iceriginde yer alan Luminol/Enhancer ve
Stable Peroxide Buffer 1:1 orainnda karistirllacak ECL buffer hazir edilmistir. Kullanilana
kadar karanlikta muhafaza edilmistir. Membranlarin {izerini kaplayacak sekilde her membrana
ECL eklenmis ve karanlikta 1 dk beklenmistir. Ardindan kemiluminesans goriintiileme sistemi
kullanilarak &rnekler goriintiilenmistir. Elde edilen sonuglar Image J programi kullanilarak

analiz edilmistir.
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2.5.7. Istatistiksel analiz

Gruplarin karsilastirilmasinda bagimsiz t testi kullanilacak ve anlamli degisimler i¢in p
degeri (<0,05) belirlenmistir. MRNA degerleri olarak “Ct” degerleri kullanilacak ve
hesaplamalarda 2-AACt formiiliinden yararlanilmistir. Hiicre Canlihigi, Yara lyilesmesi, Real
time PCR ve Western Blotting karsilastirmalarinin istatistiksel degerlendirmeleri GarphPad

Prism 9 istatistik programui ile analiz edilmistir. Analiz i¢in t testi kullanilmistir.
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UCUNCU BOLUM
SONUCLAR
3. SONUCLAR
3.1.MiRNA tahmini hedefleri

MiRNA hedef tahmin araglar1 kullanilarak miR-375 ve miR-125b-5p’nin tahmini
mRNA hedefleri tespit edilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda analizlerin birinci asamasinda
miRNA hedef tahmini i¢in farkli verileri kullanan 4 farkli program (miRWalk, TargetScan,
miRDB ve rna22) kullanilmistir. Her program ile ilgili miRNA’larin hedefi olabilecek gen
listeleri siralanmigtir. Daha sonra bu listeler karsilastirilarak 4 programda da ortak (ayni) olan
genlere odaklanilmistir. Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de ortak gen sayilar1 siyah noktalarla temsil
edilmigtir. Elde edilen sonuglara gére miR-125b-5p i¢in 106 gen, miR-375 igin ise 14 gen tespit
edilmistir (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2). Tahmini miR-125b-5p hedefi olarak belirlenen 106 gen:
SH3TC2, ZNF704, ARID3B, NUP210, DOCK3, BAKI, NPL, ETS1, SSTR3, MTF1, CDHS,
ATXNI, KCNIP3, C190rf38, ATP10D, RBM20, UBNI1, DHX33, RASGRF2, XKRX, OLFML24,
ZSWIMS, SARM1, NCAN, ALPK3, SLC25435, ZFYVEI, DPH2, NRXNI, RAB3D, ZBTB37,
ABTBI, FRMDS, PRRCI, NR6AI, E2F2, CHTFS, PMM2, SMURFI, MKNK2, RPS6KAI,
CDC42SEl, TBCIDI16, KCTD21, MANIBI, NIPAI, SCN2B, SUNI, ZBTB7A4, RBAK, PDK3,
RASGEFI1A, PODXL, FNDC3B, ZBTB34, CSRNP1, CDK16, GPR107, SZRDI1, MAP2K?7,
ATXN3, RUSC2, TDG, TEF ,ZFP62, FOXD2, AKAPI13, NCLN, TYSND1, FAM784, C19orf54,
FAT4, SCN4B, CDS2, BSN, PHYHIP, SAMDI4, ARSI, SESTDI, Cl5o0rf39, PPMIA,
ANKRDI13B, CGREF1, CYTHI, GAB2, DVL3, KPNA6, PPPIRI12B, TACC2, RITI, YWHAG,
CORO2B, PPTI, ASXL3, PIK3C2B, ELL, SNX27, COL4A3, SLC35CI, DCP1A4, GRSF1I,
STOX2, ENTPDI, H6PD, MEGFS, ADAMI11. Tahmini miR-375 hedefi olarak belirlenen 14
gen: SOCS5, PPARGCIB, PDPK1, CNIH4, ELAVL4, TNPO3, UBE3A, BNC2, ISL2, SLC7A11,
WWC2, ZBTB20, TCF4, TSCI. Hedef tahmini yapilirken 4 farkli miRNA hedef tahmin
programimin kullanilmasi belirlenen genlerin bizim projemizde yer alan miRNA’larin

hedeflerinin olma olasiligini ve projeden sonug¢ alma ihtimalimizi biiyiik 6l¢iide artirmaktir.
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Sekil 3.1. TargetScan, miRDB, miRwalk ve Rna22 miRNA hedef tahmin araglari ile

belirlenen tahmini hedef gen sayilari.
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Sekil 3.2. TargetScan, miRDB, miRwalk ve Rna22 miRNA hedef tahmin araglari ile

belirlenen tahmini hedef gen sayilari.
3.2.Deneysel ¢calismalarla dogrulanmis miRNA hedefleri

Analizler sonucunda belirlenen miR-125b-5p (106 gen) ve miR-375 (14 gen)
icerisinden dogrulanan genleri eleyebilmek amaciyla miRTarBase Veritabani kullanilarak
genler incelenmistir. Yapilan analizlerde miR-125b-5p’nin ve tahmini hedefi olarak belirlemis
oldugumuz ARID3B, BAKI, ETSI, MTF1, CDH5, ATXNI, ZFYVEI, ABTBI, E2F2, MKNK?2,
RPS6KAI, MANIBI, ZBTB74, MAP2K7, TDG, TEF, Cl19orf54, Cl50rf39, STOX2 genleri
cesitli deneysel calismalarda (Reporter Assay, QPCR, Western Blotlama, Mikroarray, NGS gibi)

dogrulanmistir. Caligmalarin hangi organizmada veya hangi deneylerle yapildigina dair bilgiler
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Tablo 3.1.’de verilmistir. Ayn1 sekilde miR-375 i¢in de tahmini hedef olarak belirlemis
oldugumuz PDKI, CNIH4, ELAVL4, TNPO3, UBE3A, WWC2 genleri deneysel olarak
dogrulanmistir. Caligmalarin hangi organizmada veya hangi deneylerle yapildigina dair bilgiler

Tablo 3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Deneysel ¢alismalarla dogrulanmis miR-125b-5p’nin tahmini hedef gen listesi

Validasyon Yéntemleri

Giiglii Kanitlar Daha Az Giicli
Kanitlar

ID Tiir (miRNA) Tiir (Hedef) miRNA Hedef % 5 g
T @ g g &

e £ ] Q o] 5

s § 8 £ g 2 3 £ %2

& = & s 4 { [ [} =

MIRT004796 ~ Mus musculus Mus musculus mmu-miR-125b-5p Arid3b v v 1
MIRT006719 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b-5p ARID3B v 1
MIRT002394 ~ Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b-5p BAK1 v v v v 6
MIRT005914 Homo sapiens Mus musculus hsa-miR-125b-5p Bakl v N v 1
MIRT006095 =~ Mus musculus Mus musculus mmu-miR-125b-5p Bakl v v v 1
MIRT006387 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b-5p ETS1 v 2
MIRT046066 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b-5p MTF1 v 1
MIRT052977 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b-5p CDH5 N v 1
MIRT005007 ~ Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b-5p ATXN1 v v 1
MIRT046077 = Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b-5p ZFYVEL N 1
MIRT004791 ~ Mus musculus Mus musculus mmu-miR-125b-5p Abtbl v v 1
MIRT006910 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b-5p ABTB1 v N v 1
MIRT006974 =~ Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b-5p E2F2 v v v 1
MIRT003997 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b-5p MKNK2 N v 1
MIRT006430 =~ Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b-5p RPS6KAL v v v 2
MIRT438070 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b-5p MAN1B1 v N v 1
MIRT739376 =~ Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b ZBTB7A v 1
MIRT004799 = Mus musculus Mus musculus mmu-miR-125b-5p Map2k7 v v v 1
MIRT734747 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b-5p MAP2K7 v v 0
MIRT046007 = Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b-5p TDG v 1
MIRT006081 =~ Homo sapiens Mus musculus hsa-miR-125b-5p Tef v v 1
MIRT046057 =~ Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b-5p TEF N 1
MIRT046079 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b-5p C19orf54 v 1
MIRT046063 = Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b-5p C150rf39 N4 1
MIRT546392 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-125b-5p STOX2 v v 4
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Tablo 3.2. Deneysel ¢alismalarla dogrulanmis miR-375’in tahmini hedef gen listesi

Validasyon Yontemleri

Giiglii Kanitlar

Daha Az Giiglii

Kanitlar
=
ID Tiir (MiRNA) Tiir (Hedef) miRNA Hedef 3 ] -
< o = o
£ E 5 Q &
5 I3} o o 5 &
S &8 9 2 8 z B =
o = =2 = =z o a O
MIRT000055 = Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-375 PDK1 v v v v
MIRT005021 = Rattus norvegicus = Rattus norvegicus = rno-miR-375-3p Pdk1 v v v
MIRT595545 = Mus musculus Mus musculus mmu-miR-375-3p  Cnih4 v
MIRT748906 = Mus musculus Mus musculus mmu-miR-375 Cnih4 v
MIRT005543 = Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-375 ELAVL4 v
MIRT008821 = Mus musculus Mus musculus mmu-miR-375-3p = Elavl4 v
MIRT019682 = Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-375 TNPO3 v
MIRT019860 @ Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-375 UBE3A v v v
MIRT020064 = Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-375 Wwc2 v

3.3.Genlerin ilgili olduklari sinyal yollar: ve 6zellikleri

Mir-125b-5p ve miR-375’in tahmini hedefi olarak tespit edilne genlerin hiicredeki
biyolojik 6zellikleri ve iligkili olduklar1 sinyal yollarini incelemek amaciyla KEGG Pathway ve
DAVID veritaban1 analizleri gerceklestirilmistir. MiR-125b-5p hedefi olarak belirlenen
genlerin Pathway analizlerini inceledigimizde Salmonella enfeksiyonu, kronik myeloid 16semi,
endoplamzik retiikulumda protein islenme siireci, MAPK sinyal yolu, kii¢iik hiicreli akciger
kanseri, Epstein-Barr viriis enfeksiyonu, norodejenerasyon yollari-multiple hastaliklar gibi
sinyal yollarinda gorev aldiklar1 goriilmiistiir. Tablo 3.3.te hangi genlerin hangi sinyal yollar
ile iliskili oldugu gosterilmistir. DAVID veritabanindan elde edilen analizlerde ise genlerin gene
ontology (GO) - Biyolojik Siiregler (BP), Hiicresel Component (CC) ve molekiiler
fonskiyonlar1 (MF) ile ilgili veriler toplanmustir. Yer aldiklar1 biyolojik siireglere bakildiginda
RNA polimeraz II promotdriinden transkripsiyonun pozitif diizenlenmesi, Rho proteini sinyal
iletiminin diizenlenmesi, kimyasal sinaptik iletim, RNA polimeraz II promotdriinden
transkripsiyonun diizenlenmesi, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, sinyal iletimi, kalp kas1
hiicresi aksiyon potansiyeli sirasinda membran depolarizasyonu, sinaptik vezikiil kiimelenmesi,
peptidil-serin fosforilasyonu, niikleer ihracat, strese hiicresel tepkinin diizenlenmesi, hiicre
cogalmasinin negatif diizenlenmesi, kasilmada yer alan kalp kasi hiicresi aksiyon potansiyeli,
uzuv morfogenezi, NMDA reseptor aktivitesinin diizenlenmesi, Ras proteini sinyal iletimi

sinapsta protein lokalizasyonu, mitotik hiicre dongiisiinlin G1/S gecisinde yer alan
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transkripsiyonun diizenlenmesi ve doniistiiriicli biiyiime faktorii beta reseptor sinyal yolunun
negatif regiilasyonu gibi siireclerde gorev aldiklar1 belirlenmistir (Tablo 3.4). Hiicresel
komponent olarak yer aldiklar1 bolgeler ise zar, niikleoplazma, sinaptik vezikiil, endoplazmik
retikulum, niikleer icerme gdovdesi, erken endozom, voltaj kapili sodyum kanali kompleksi,
sitoplazma, schaffer yan - CA1 sinapsi, PML govdesi ve akson gibi hiicresel yapilardir (Tablo
3.5). Molekiiler fonksiyonlar1 ise transkripsiyonel aktivator aktivitesi, transkripsiyon faktorii
aktivitesi, fosfatidilinositol-3,4-bisfosfat baglanmasi, fosfatidilinositol-3-fosfat baglanmasi,
kalp kasi hiicresi aksiyon potansiyelinde yer alan voltaj kapili sodyum kanali aktivitesi, diziye
0zgii DNA baglanmasi, magnezyum, kalsiyum iyonu baglama, guanil-niikleotid degisim
faktorii aktivitesi, voltaj kapili iyon kanali aktivitesi, ¢cekirdek promotorii proksimal bolge

dizisine 6zgii DNA baglanmasi, protein baglanmasi, protein serin/treonin kinaz aktivitesi ve
kiiclik GTPaz baglanmasi gibi fonsksiyonlara sahip olduklar1 belirlenmistir (Tablo 3.6).

Tablo 3.3. miR-125b-5p’nin Tahmini Hedef Genlerinin KEGG Pathway Analizleri

Terim Sayis1 | PValue Genler
0,03 PODXL, BAKI, MAP2K7, CYTH]I, PIK3C2B
0,05 E2F2, BAKI, GAB2

Salmonella enfeksiyonu

Kronik miyeloid 16semi

Endoplazmik retikulumda protein igleme

5
3
4 0,05 ATXN3, BAKI1, MANI1B1, MAP2K7
MAPK sinyal yolu 5 0,06 PPMIA, RASGRF2, RPS6KAI, MKNK2, MAP2K7
3
4
6

Kiigiik hiicreli akciger kanseri 0,08 COL4A3, E2F2, BAK1

0,08 ENTPDI, E2F2, BAKI1, MAP2K7
0,08 ATXN3, ATXN1, DVL3, BAKI1, MAP2K7, ZFYVEI1

Epstein-Barr viriis enfeksiyonu

Norodejenerasyon yollari - goklu hastaliklar
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Tablo 3.4. miR-125b-5p’nin Tahmini Hedef Genlerinin Gene Ontology (GO)-Biyolojik Siireg
(BP) Analizleri

Terim Sayist PValue Genler
CSRNP1, FOXD2, ARID3B, ETS1, STOX2, NR6AL,
RNA polimeraz II promotoriinden
14 0,01 TEF, ZFP62, MTF1, ASXL3, RPS6KAL, KPNAG,
transkripsiyonun pozitif diizenlenmesi
DVL3, E2F2
Rho protein sinyal iletiminin
3 0,01 CDCA42SE1, AKAP13, RASGRF2
diizenlenmesi
Kimyasal sinaptik iletim 5 0,04 ATXN3, NRXN1, RPS6KAL, BSN, SCN2B
CSRNP1, FOXD2, ZBTB37, ZBTB34, ARID3B,
RNA polimeraz II promotoriinden
15 0,04 ETS1, STOX2, NR6AL, TEF, ZFP62, ZNF704, MTF1,
transkripsiyonun diizenlenmesi
E2F2, RBAK, ZBTB7A
Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi 5 0,04 PPM1A, CGREF1, E2F2, BAK1, CDK16
CDCA42SE1, RIT1, SNX27, KCNIP3, NRXNL1,
Sinyal iletimi 12 0,05 RPS6KAL, SARM1, GAB2, PPP1R12B, OLFML2A,
MAP2K7, YWHAG
Kalp kast hiicresi aksiyon potansiyeli
2 0,06 SCN4B, SCN2B
sirasinda membran depolarizasyonu
Sinaptik vezikiil kiimelenmesi 2 0,06 NRXN1, BSN
Peptidil-serin fosforilasyonu 4 0,06 RPS6KA1, MKNK2, PDK3, BAK1
Niikleer tasima 2 0,06 AKAP13, ATXN1
Strese kars1 hiicresel yanitin
2 0,07 BAK1, CORO2B
diizenlenmesi
Hiicre ¢ogalmasinin negatif
6 0,07 CDH5, CGREF1, COL4A3, BAK1, ETS1, SSTR3
diizenlenmesi
Kasilmada rol oynayan kalp kasi
2 0,07 SCN4B, SCN2B
hiicresi aksiyon potansiyeli
Uzuv morfogenezi 2 0,07 BAK1, MEGF8
NMDA reseptor aktivitesinin
2 0,07 NRXN1, RASGRF2
diizenlenmesi
Ras proteini sinyal iletimi 3 0,07 RIT1, RASGEF1A, RASGRF2
Sinapsa protein lokalizasyonu 2 0,08 NRXN1, BSN
Mitotik hiicre dongiisiiniin G1/S
gecisinde yer alan transkripsiyonun 2 0,08 E2F2, CDK16
diizenlenmesi
Dontistiiriicii biiyiime faktorii beta
reseptor sinyal yolunun negatif 3 0,09 PPM1A, SMURF1, ZBTB7A
diizenlenmesi
Sodyum iyonu transmembran tastyici
2 0,09 SCN4B, SCN2B
aktivitesinin diizenlenmesi
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Tablo 3.5. miR-125b-5p’nin Tahmini Hedef Genlerinin Gene Ontology (GO)-Hiicresel

Komponent (CC) Analizleri

Terim Say1 PValue Genler
ANKRD13B, ATP10D, ZFYVEL, PIK3C2B, AKAP13, CDH5, NCLN,
SNX27, PODXL, KPNA6, YWHAG, ENTPD1, NUP210, FNDC3B, NIPA1,
Membran 28 0,012
TYSND1, CORO2B, PPM1A, RIT1, FRMD5, COL4A3, PPT1, GPR107,
FAT4, MAN1B1, MEGF8, DCP1A, CDS2
ELL, ATP10D, ETS1, PIK3C2B, CDH5, ATXN3, CHTF8, ATXN1, SNX27,
DHX33, TDG, UBN1, RPS6KAL, MKNK2, KPNA6, E2F2, SMURF1,
Niikleoplazma 29 0,023
ZBTB37, PMM2, ZBTB34, ARID3B, PPM1A, NR6A1, MTF1, GPR107,
TACC2, GRSF1, PPP1R12B, RBAK
Sinaptik Vezikiil 4 0,024 RAB3D, PPT1, BSN, CDK16
. . H6PD, KCNIP3, NRXN1, RASGRF2, COL4A3, ATP10D, BAK1, MAN1B1,
Endoplazmik Retikulum 11 0,051
ZFYVEL, PIK3C2B, CDS2
Nuclear inclusion body 2 0,056 ATXN3, ATXN1
Erken Endozom 5 0,063 ANKRD13B, SNX27, NIPA1, GPR107, TBC1D16
Voltaj-Kapili Sodyum Kanal
2 0,079 SCN4B, SCN2B
Kompleksi
CDC42SE1, ANKRD13B, DOCK3, ETS1, PHYHIP, PIK3C2B, AKAP13,
STOX2, ATXN3, SAMD14, ATXN1, PRRC1, DHX33, PODXL, RPS6KAL,
Sitoplazma 35 0,083 MKNK2, KPNA6, MAP2K7, ZBTB7A, YWHAG, CYTH1, SUN1, SMURF1,
PMM2, GAB2, CORO2B, SSTR3, ABTB1, MTF1, SARM1, TACC2, GRSF1,
PPP1R12B, DCP1A, CDK16
schaffer yan - CA1 sinapsi 3 0,085 SNX27, NRXN1, BSN
PML Govdesi 3 0,092 TDG, MKNK2, UBN1
Akson 5 0,095 SMURF1, PPT1, ADAM11, SARM1, BSN

Tablo 3.6. miR-125b-5p’nin Tahmini Hedef Genlerinin Gene Ontology (GO)-Molekiiler

Fonksiyon (MF) Analizleri

Terim Sayist PValue Genler
Transkripsiyonel aktivator aktivitesi, RNA
polimeraz II transkripsiyon diizenleyici 9 0,00 STOX2, CSRNPL FOXD2, NROAL, TEF, 2FP62,
bolge dizisine 6zgii baglanma MTFL, E2F2, ETSL
Sekansa 6zgii ¢ift sarmalli DNA 9 001 FOXD2, NR6AL, TEF, ZNF704, MTF1, ZBTB37,
baglanmasi E2F2, ETS1, ZBTB7A
Transkripsiyon faktori aktivitesi, diziye CSRNP1, FOXD2, NR6A1, TEF, ZNF704, MTF1,
6zgii DNA baglanmasi ? 0.0t E2F2, ETS1, ZBTB7A
Fosfatidilinositol-3,4-bisfosfat baglanmasi 3 0,01 SESTD1, GAB2, ZFYVEL
RNA polimeraz II ¢ekirdek promotor FOXD2, KCNIP3, ZBTB37, ZBTB34, ETS1,
proksimal bolge dizisine 6zgii DNA 13 0,02 NR6A1, TEF, ZFP62, ZNF704, MTF1, E2F2,
baglanmasi RBAK, ZBTB7A
Fosfatidilinositol-3-fosfat baglanmasi 3 0,02 SNX27, SESTD1, ZFYVE1
Kalp kasi hiicresi aksiyon potansiyelinde
yer alan voltaj kapili sodyum kanali 2 0,03 SCN4B, SCN2B
aktivitesi
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Diziye 6zgli DNA baglanmasi 6 0,03 CSRNP1, FOXD2, NR6AL, TEF, E2F2, ETS1

Magnezyum Iyon Baglama 5 0,03 PPMI1A, TDG, RPS6KA1, ATP10D, MAP2K7
. AKAP13, DOCK3, RASGEF1A, RASGRF2,
Guanil-niikleotid degisim faktorii aktivitesi 5 0,03
CYTH1
Voltaj Kapil Iyon Kanal Aktivitesi 3 0,03 KCNIP3, SCN4B, SCN2B

Cekirdek promotdr proksimal bolge
3 0,04 ELL, MTF1, E2F2
dizisine 6zgii DNA baglanmasi

CSRNP1, DOCKS, ELL, RAB3D, ETS1, ZFYVEL,
PIK3C2B, AKAP13, CDH5, RUSC2, RPS6KA1,
KPNAG, PDK3, BSN, YWHAG, FOXD2, SUN1,
ENTPD1, NUP210, NIPAL, ZBTB34, GAB2,
SSTR3, PPM1A, FRMD5, MTF1, COL4A3,
RBM20, PPP1R12B, SCN4B, NRXN1, ATP10D,
NPL, ATXN3, ATXN1, NCLN, PRRC1, SNX27,
DHX33, PODXL, KCTD21, ZNF704, DPH2, TDG,
UBN1, MKNK2, DVL3, E2F2, ARSI, BAK1,
MAP2K?7, ZBTB7A, CYTH1, TBC1D16, CGREF1,
FAM78A, SMURF1, KCNIP3, PMM2, ARID3B,
COROZ2B, ABTB1, RIT1, TEF, SESTD1, PPT1,
SARM1, FAT4, MEGF8, RBAK, GRSF1, DCP1A,
CDK16, CDS2

Protein Aktivitesi 74 0,04

RPS6KA1, MKNK2, PDK3, ALPK3, MAP2K?7,
CDK16

Protein Serin/Theroinin Kinaz Aktivitesi 6 0,05

Kiiciik GTPaz Baglama 5 0,06 CDC42SE1, AKAP13, DOCKS3, RUSC2, DVL3

CDHS5, CGREF1, KCNIP3, NRXN1, NCAN, FAT4,

Kalsiyum Iyon Baglama 8 0,09
MAN1B1, MEGF8

miR-375 hedefi olarak belirlenen genlerin Pathway analizlerini inceledigimizde
kanserde kolin metabolizmasi, insiilin direnci, AMPK sinyal yolu, insiilin sinyal yolu ve otofaji
gibi sinyal yollarinda goérev aldiklar1 goriilmiistiir. Tablo 3.7°de hangi genlerin hangi sinyal
yollar: ile iliskili oldugu gésterilmistir. DAVID veritabanindan elde edilen analizlerde ise
genlerin gene ontology (GO) - Biyolojik Siirecler (BP), Hiicresel Component (CC) ve
molekiiler fonskiyonlar1 (MF) ile ilgili veriler toplanmistir. Yer aldiklar1 biyolojik siireglere
bakildiginda oksidatif stres kaynakli néron 6limiiniin negatif diizenlenmesi, kokaine yanit,
cagrisimsal 0grenme, epidermal biiylime faktorli reseptorii sinyal yolu, RNA polimeraz II
promotoriinden transkripsiyonun pozitif diizenlenmesi, sinaptik iletimin modiilasyonu gibi
stireclerde gorev aldiklari belirlenmistir (Tablo 3.8). Hiicresel komponent olarak yer aldiklar
bolgeler ise hiicre iskeleti, c¢ekirdek, biiylime konisi gibi hiicresel yapilardir (Tablo 3.9).
Molekiiler fonksiyonunun ise sadece diziye 6zgii ¢ift sarmalli DNA baglanmas1 fonksiyonuna

sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 3.10).
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Tablo 3.7. miR-375’in Tahmini Hedef Genlerinin KEGG Pathway Analizleri

Term Count PValue Genes
Kanserde kolin

2 0,068 PDPK1, TSC1
metabolizmasi
Insiilin direnci 2 0,074 PDPK1, PPARGC1B
AMPK sinyal yolu 2 0,083 PDPK1, TSC1
Insiilin sinyal yolu 2 0,093 PDPK1, TSC1
Otofaji 2 0,096 PDPK1, TSC1

Tablo 3.8. miR-375’in Tahmini Hedef Genlerinin Gene Ontology (GO)-Biyolojik Stire¢ (BP)

Analizleri
Term Count PValue | Genes
Oksidatif stres kaynakli néron 6liimiiniin negatif diizenlenmesi 2 0,009 TSC1, SLC7A11
Kokaine yanit 2 0,020 ELAVL4, UBE3A
Cagrigimsal 6grenme 2 0,024 ELAVL4, TSC1
Epidermal biiyiime faktorii reseptorii sinyal yolu 2 0,034 PDPK1, SOCS5
RNA polimeraz II promotériinden transkripsiyonun pozitif diizenlenmesi | 4 0,044 ISL2, UBE3A, TCF4, PPARGC1B
Sinaptik iletimin modiilasyonu 2 0,055 UBES3A, SLC7A11

Tablo 3.9. miR-375’in Tahmini Hedef Genlerinin Gene Ontology (GO)-Hiicresel Komponent

(CC) Analizleri

Term Count PValue Genes

hiicre iskeleti 3 0,045 ELAVL4, TSC1, SLC7Al1l

¢ekirdek 8 0,055 ISL2, BNC2, PDPK1, ZBTB20, TSC1, UBE3A, TCF4, PPARGC1B
biiyiime konisi 2 0,084 ELAVL4, TSC1

Tablo 3.10. miR-375’in Tahmini Hedef Genlerinin Gene Ontology (GO)-Molekiiler

Fonksiyon (MF) Analizleri

Term Count PValue

Genes

Diziye 6zgii ¢ift sarmallt

DNA baglanmast

3 0,055

ISL2, ZBTB20, TCF4

KEGG Pathway veritabani (https://www.kegg.jp) gibi veritabanlar1 kullanilarak yapilan

daha ayrintil1 analizlerde miR-125b-5p ve miR-375’in tahmini olarak hedefi olarak belirlenen

genlerin iligkili oldugu sinyal yollar1 daha ayrintili olarak incelenmistir. Buradan elde edilen

sonuglar PI3K sinyal yoluna yonlendirmistir. MiRNA hedef tahmin programlarinda ortak olan
genlerden miR-125b-5p i¢in CYTHI, CYTH2, GAB2 ve GRB10 ve miR-375 i¢in ise TSCI ve

PDPK] 1ile genlerinin PI3K sinyal yolunda gorevli olduklar1 yapilan incelemelerle
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belirlenmistir. /TGA10, GAB2 gibi genler PI3K’ nin uyarimini gergeklestirirken, 7SC1, CYTHI

gibi genler ise PI3K sinyalleri tarafindan uyarilan genler arasinda yer almaktadir.

MiR-375’in hedef geni olarak tespit edilen 7SC/ geni biiylime hormonlar1 ve insiilin
tarafindan uyarilan PI3K sinyal yolunda gorev alan bir molekiildiir. Uyarilan PI3K ve onun
lipid triinii fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfatin (PIP3) uyarimini gerceklestirerek AKT’yi aktive
eder. AKT ise TSCI’i baskilayarak mTOR iizerinden hiicre sagkalimi gibi Onemli
mekanizmalara aracilik eder. Bir diger molekiilimiiz CYTH]1 ise kemokinler, hormonlar ve
norotransmitterler tarafindan aktive edilen PI3K ile uyarilir. Cyth1 proteini ise ARF1 {izerinden
PLD sinyal yolunu aktive eder. Uyarilan PLD ise MAPK sinyal yolunu indiikleyerek hiicre
proliferasyonu ve hiicre farklilasmasi gibi énemli mekanizmalarin diizenlenmesinde gorev
almaktadir. Biorender Programi ile olusturulan sinyal yolunun 6zetinin sematik gdsterimi Sekil
3.3’te gosterilmistir. Yapilacak olan projemizde bu genler arasindan literatiirde calisma

bulunmayan 7SC/ ve CYTHI geninin ¢alisilmasina karar verilmistir.

,
PIAK | —= O R375 Sagkalimi

/ PIP3 ™

Blylme Hormonlan Akt r—‘xB

(EGF, PDGF, SCF) S|
Insuin \ T5C1/2) — | Rheb |—* mTOR

U

Arf1 ‘w
Kemakinler xl
Harmonlar ' E Hicre Profiferasyonu
Nérotransmitterier § = ~— tm--"”: Hidere Farklilagmas:
c13 ) —{piaky) —> O~ \

PIP3
hsa-miR-125b-5p

Sekil 3.3. KEGG Pathway veritabanindan elde edilen miR-375 ve miR-125-5p’nin etkili
oldugu diisiiniilen sinyal yolag1 6zeti.

Kaynak: (https://www.biorender.com/)

3.4.Hiicre Kiiltiirii

RWPE-1 (normal prostat epitel hiicresi), androjen-duyarli LNCaP prostat kanser
hiicresi, androjen-duyarsiz PC-3 ve DU-145 prostat kanser hiicreleri uygun kiiltiir kosullarinda
biyiitiilmiistiir ve deneylerde kullanilmistir. Sekil 3.4.°te hiicrelere ait goriintiiler yer
almaktadir. Hiicre goriintiileri inverted mikroskop (Nikon TS100) kullanarak g¢ekilmistir.

Goriintiiler 10X biiylitme ile elde edilmistir.
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LNCaP PC-3 DU-145

Sekil 3.4. RWPE-1, LNCaP, PC-3 ve DU-145 hiicre goriintiileri.
3.5.miR-125b-5p ve miR-375’in Hiicre Canhlig1 Uzerine Etkileri

MiR-375 ve miR-125b-5p transfeksiyon uygulamasinin PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde
hiicre canliligina etkisinin incelenmesi amaciyla hiicrelere kristal viyole ile hiicre canlilig1 testi
uygulanmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde PC-3 ve DU-145 hiicrelerinin her ikisinde de
etkilerinin benzer oldugu goriilmiistiir. MiR-125b-5p mimik ve inhibitér uygulanan PC-3 ve
DU-145 hiicrelerindeki sonuglar incelendiginde miR-125b-5p ekspresyon artiginin hiicre
canliligini baskiladig1 goriilmektedir (sirastyla p<0,05, p<0,01). MiR-125b-5p ekspresyonunun

baskilanmasi ise her iki hiicrede de anlamli diizeyde bir farkliliga sebep olmamstir (Sekil 3.5).

PC3 DU-145
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Sekil 3.5. PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde miR-125b-5p ekspresyon degisikliklerinin hiicre

canliligina etkisinin gdsterilmesi.

Mimik ve inhibitér uygulamasi ile ekspresyonu diizenlenen miR-375’in PC-3 ve DU-
145 hiicrelerindeki sonuclar1 incelendiginde ise ekspresyon artisinin miR-125b-5p’deki
sonuglara benzer sekilde hiicre canliligini baskiladig1 goriilmektedir (sirasiyla p<0,05, p<0,01).
MiR-375 ekspresyonunun baskilanmasi ise anlamli diizeyde bir farkliliga sebep olmamistir

(Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde miR-375 ekspresyon degisikliklerinin hiicre

canliligina etkisinin gosterilmesi.
3.6.miR-125-5p ve miR-375’in Hiicre Gocii Uzerine Etkileri

Bu ¢alisgmada, DU-145 hiicrelerinde miR-125b-5p ve miR-375’in hiicre gogii tizerine
etkisini arastirmak i¢in yara iyilesme deneyi kullanilmistir. Yara genisligi elde edilmis, 0, 24
ve 48. saatlerde yara olusumundan sonra Ol¢limler gerceklestirilmistir. Sonuglar, mimik ve
inhibitor negatif kontrole kiyasla yara genisligindeki degisikliklere gore degerlendirilmistir.

Anlamlilik seviyeleri student t-testi kullanilarak p<0,05 olarak belirlenmistir.

Incelendiginde miR-125b-5p nin ekspresyon artisinin negatif kontrolle kiyaslandiginda
DU-145 hiicrelerinde hem 24 ve 48. saatlerde yara genisliginin artmasina neden olmustur
(swrastyla p<0,001, p<0,05). miR-125b-5p’nin ekspresyonundaki azalma ise negatif kontrolle
kiyaslandiginda hiicre gogiinii azaltmis ve hem 24 hem de 48. saatlerde yara genisliginin

artmasina yol agmistir (sirastyla p<0,01, p<0,05) (Sekil 3.7).

mMiR-375 mimik ve inhibitorleri uygulanan DU-145 hiicrelerindeki sonuglar
degerlendirildiginde, miR-375 ekspresyon artist DU-145 hiicrelerini 24. saatte anlamli diizeyde
etkilememistir. Ancak yara genisligi 48. saatte azalmistir (p<<0,05) (Sekil 3.7). Burada ilgi
cekici olan, miR-375 ekspresyonunun baskilanmasi sonucu DU-145 hiicrelerinde hem 24 saat

hem de 48 saatte yara genisligindeki artistir (p<0,05) (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. DU-145 hiicrelerindeki yara iyilesme deneyi sonuglari.
3.7.Gen Ekspresyon Analizleri
3.7.1.miRNA Ekspresyon Analizleri

Projedeki amag¢ dogrultusunda miR-375 ve miR-125b-5p’nin PKa hiicreleri {izerinde
PI3K sinyal yoluna etkilerinin incelenebilmesi i¢in oncelikle transfeksiyon yoluyla hiicrelere
ilgili miRNA’lara ait mimik/inhibitérler uygulanmistir. Uygulama esnasinda oOncelikle
transfeksiyon isleminin optimizasyonu gerceklestirilmis ve bunun iizerine asil deneyler

kurulmustur. MiRNA ekspresyonlar1 U6 geni kullanilarak normallestirilmistir. Veriler 2—AACt
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yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Gruplar arasindaki farklar1 incelemek i¢in Student’s t-

Testi kullanilmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda ornekler arasindaki anlamlilik diizeyleri

<0,05 olanlar anlamli kabul edilmistir.

Elde edilen sonuclar Sekil 3.8., Sekil 3.9., Sekil 3.10. ve Sekil 3.11.’de verilmistir.

Veriler incelediginde kontrol grubu ile kiyaslandiginda her ii¢ hiicrede de mimik uygulanan

orneklerde miR-375 ve miR-125b-5p seviyelerinin artig gosterdigi, inhibitér uygulanan

orneklerde ise azalma oldugu goézlenmistir. Bu sonuglar neticesinde gen ekspresyonlarini

incelemek iizere RNA izolasyonu yapilmasi amaciyla deney setleri kurulmus ve ilgili genlerin

ekspresyon seviyeleri qPCR ¢alismalar ile incelenmistir.
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-
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e

Rolatif miR-125-5p miRNA Ekspresyonu

Sekil 3.8. RWPE-1 hiicrelerinin mimik/inhibitdr transfeksiyonu sonrast miR-375 ve miR-

125b-5p miRNA ekspresyon seviyelerinde gozlenen degisiklikler.
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Sekil 3.9. LNCaP hiicrelerinin mimik/inhibitor transfeksiyonu sonrast miR-375 ve miR-125b-

5p miRNA ekspresyon seviyelerinde gozlenen degisiklikler.
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Sekil 3.10. PC-3 hiicrelerinin mimik/inhibitor transfeksiyonu sonrast miR-375 ve miR-125b-

5p miRNA ekspresyon seviyelerinde gozlenen degisiklikler.
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Sekil 3.11. DU-145 hiicrelerinin mimik/inhibitor transfeksiyonu sonrast miR-375 ve miR-

125b-5p miRNA ekspresyon seviyelerinde gozlenen degisiklikler.
3.7.2. mRNA Ekspresyon Analizleri

MiR-375’in hedefledigi genlerin bulundugu sinyal yolunda yer alan 7SCI, PIK3CA,
RHEB ve mTOR genlerinin mRNA seviyelerinin arastirilmasi amaciyla mimikler ve
inhibitorlerin uygulandigi 6rneklerden elde edilen RNA’lara qPCR islemi uygulanmigtir. Veriler
2—AACt yontemiyle analiz edilmis, GAPDH ile normalize edilmistir. p<0,05 degerin altindaki
degerler anlamli kabul edilmistir. P degerleri Student t testi ile hesaplanmistir. Ayn1 zamanda
kontrol amaciyla Oncesinde mimik/inhibitdr uygulanan Orneklerin miRNA seviyelerinin
artirtlip/azaltildigr  gosterilmistir. Kontrol amaciyla aynm1 zamanda herhangi bir islem
uygulanmayan hiicre grubu ve mimik/inhibitor’lere ait pozitif kontrollere de qPCR islemi
uygulanmigtir. Fakat degerlendirmeler negatif kontroller iizerinden yapildig1 i¢in sonuglar
icerisinde sunulmamistir. MiR-375’in hedefi oldugu diisiiniilen 7SC/ geninin qPCR sonuglari
incelendiginde mimik ve inhibitor negatif kontrolii uygulanan 6rneklerle kiyaslandiginda her
iic hiicrede de farkli ekspresyon seviyeleri gosterdigi goriilmektedir. Bakildiginda mimik

uygulanan 6rneklerde RWPE-1 ve PC-3 hiicrelerinde 7SC/ mRNA seviyelerinde anlamli bir
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azalma (sirasiyla p<0,05, p<0,01) gozlenirken, LNCaP ve DU-145 hiicrelerinde anlamli
diizeyde bir artis (p<0,01) gézlenmistir. Inhibitdr uygulanan hiicrelerde ise RWPE-1 hiicresinde
anlamli bir artis (p<0,05) gozlenirken, PC-3 hiicresinde anlamli diizeyde azalma (p<0,01)
gozlenmistir. LNCaP ve DU-145 hiicrelerinde ise anlamh diizeyde bir degisiklik olmamustir
(Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. RWPE-1, LNCaP, PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde miR-375 mimik/inhibitor

Rolatif TSC1 mRNA Ekspresyonu
N
1

uygulamasi sonrasinda qPCR ile TSC1 gen ekspresyonunun goreceli seviyelerinin analizi.

MiR-375’1in hedefi oldugu diisiiniilen sinyal yolunda gérevli olan RHEB geninin qPCR
sonuclart incelendiginde mimik ve inhibitér negatif kontrolii uygulanan &rneklerle
kiyaslandiginda tiim hiicrelerin farkli ekspresyon seviyeleri gosterdigi goriilmektedir.
Bakildiginda mimik uygulanan 6rneklerde RWPE-1 hiicrelerinde anlamli diizeyde azalma
(p<0,0001) gozlenirken, PC-3 hiicrelerinde anlamli diizeyde artis (p<0,05) gozlenmektedir.
Buna karsilik LNCaP hiicrelerinde anlamli bir degisiklik gézlenmemistir. Inhibitdr uygulanan
ornekler incelendiginde ise RWPE-1 ve PC-3 hiicrelerinde anlamli diizeyde bir farklilik
gozlenmezken, LNCaP hiicrelerinde RHEB mRNA seviyelerinin azaldigi (p<0,05)
gozlenmektedir. DU-145 hiicrelerinde ise mimik/inhibitor uygulanan hiicrelerin hig¢birisinde

anlamh degisiklik gozlenmemistir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. RWPE-1, LNCaP, PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde miR-375 mimik/inhibitor

uygulamasi sonrasinda qPCR ile RHEB gen ekspresyonunun goreceli seviyelerinin analizi.

PI3K sinyal yolunda gorevli olan Sinif IA PI3K’nin katalitik alt iinitesi olan p110a

(PIK3CA)’nin qPCR sonuglart incelendiginde mimik ve inhibitor negatif kontrolii uygulanan

orneklerle kiyaslandiginda RWPE-1 ve LNCaP hiicreleri benzer sonuglar sergilerken, PC-3

hiicrelerinde gozlenen ekspresyon seviyeleri farklilik gostermis ve anlamli bir degisiklik

gbzlenmemistir. Mimik uygulanan hiicreler incelendiginde negatif kontrolle kiyaslandiginda

RWPE-1, LNCaP ve DU-145 hiicrelerinde anlamli diizeyde artis (sirasiyla p<0,05, p<0,05,

p<0,01) gbze carpmaktadir. Ayni sekilde inhibitér uygulanan 6rnekler incelendiginde her iki

hiicrede de azalma (sirasiyla p<0,0001, p<0,05) gbzlenmektedir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. RWPE-1, LNCaP, PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde miR-375 mimik/inhibitor

uygulamasi sonrasinda qPCR ile PIK3CA gen ekspresyonunun goreceli seviyelerinin analizi.
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PI3K sinyal yolunda gorevli olan bir diger sinyal molekiilii olan mTOR geninin qPCR
sonuglar1 incelendiginde mimik ve inhibitér negatif kontrolii uygulanan &rneklerle
kiyaslandiginda her ii¢ hiicrede de farkli ekspresyon seviyeleri gosterdigi goriilmektedir.
Ornekler ayr1 ayr analiz edildiginde mimik uygulanan 6rneklerde sonuglar negatif kontrol
uygulananlarla kiyaslandiginda RWPE-1 ve PC-3 hiicrelerinde anlamli diizeyde azalma
(swrastyla p<0,01, p<0,0001) gozlenirken, LNCaP hiicrelerinde artis (p<0,05) goze
carpmaktadir. Inhibitér uygulanan &rneklere bakildiginda ise RWPE-1 hiicresinde artis
(p<0,0001) gozlenirken, LNCaP ve PC-3 hiicrelerinde azalma (p<0,05) oldugu gozlenmistir.
DU-145 hiicrelerinde ise herhangi bir degisiklik gozlenmemistir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. RWPE-1, LNCaP, PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde miR-375 mimik/inhibitor

uygulamasi sonrasinda qPCR ile mTOR gen ekspresyonunun goreceli seviyelerinin analizi.

Calismamizda yer alan diger miRNA iliskilendirilen sinyal yolunda gérev alan genlerin
ekspresyon seviyeleri de qPCR yontemi ile incelenmistir. Bu dogrultuda miR-125b-5p
mimik/inhibitdr transfeksiyonu yapilan orneklerden RNA izolasyonu yapilmis ve cDNA
doniisiimii sonrasinda ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler incelenmistir. Sonuglar tek tek
incelendiginde ARF'I geninin mRNA seviyelerinde hiicreler arasinda farkliliklar oldugu gbze
carpmaktadir. RWPE-1 hiicresinde mimik/inhibitor uygulanan 6rneklerde anlamli diizeyde bir
degisiklik goézlenmemistir. Buna karsilik mimik uygulanan 6rneklerde LNCaP ve DU-145
hiicresinde artis gozlenirken (p<0,001), PC-3 hiicresinde azalma (p<0,05) goze ¢arpmaktadir.
Inhibitér uygulanan o6rneklerde ise LNCaP ve DU-145 hiicrelerinde ARFI’in mRNA
seviyelerinin artis (sirasiyla p<0,0001 ve p<0,05) gosterdigini gérmekteyiz (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. RWPE-1, LNCaP, PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde miR-125b-5p mimik/inhibitor

uygulamasi sonrasinda qPCR ile ARF1 gen ekspresyonunun goreceli seviyelerinin analizi.

CYTHI geninin mRNA ekspresyon seviyelerinin incelemesi yapildiginda her iig
hiicrede farkli ekspresyon seviyeleri gosterdigi goze ¢arpmaktadir. Mimik uygulanan 6rneklere
bakildiginda RWPE-1 hiicrelerinde anlamli bir degisiklik gézlenmemistir. LNCaP ve DU-145
hiicrelerinde azalma (p<0,001), PC-3 hiicrelerinde ise artis gdzlenmektedir (p<0,01). Inhibitor
uygulananlarda ise RWPE-1 ve PC-3 hiicrelerinde azalma meydana gelirken (p<0,01), LNCaP
hiicrelerinde artis gozlenmistir (p<0,05). Bunun yani sira inhibitér uygulanan DU-145

hiicrelerinde ise degisiklik gézlenmemistir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17. RWPE-1, LNCaP, PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde miR-125b-5p mimik/inhibitor

uygulamasi sonrasinda qPCR ile CYTH1 gen ekspresyonunun goreceli seviyelerinin analizi.
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Sinyal yolunun kilit molekiillerinden PLD1 ve PLD2’nin mRNA ekspresyon seviyeleri
iizerine miR-125b-5p’nin etkisi incelendiginde anlamli diizeyde degisiklik fazla olmamuigstir.
PLDI geninde sadece LNCaP hiicrelerinde mimik ve inhibitdr uygulanan her iki hiicrede de
artis gozlenmistir (p<<0,001). Diger iki hiicrede bir degisiklik gézlenmemistir. PLD2 geninde
ise sadece PC-3 hiicrelerinde mimik ve inhibitér uygulanan 6rneklerde anlamli diizeyde azalma
meydana gelirken (p<0,05), diger iki hiicrede degisiklik goézlenmemistir. DU-145 hiicreleri
incelendiginde ise mimik uygulanan 6rneklerde PLDI geninde artis gozlenirken (p<0,01),
PLD?2 geninde azalma meydana gelmistir (p<0,01). Inhibitdr uygulanan 6rneklerde ise hem

PLDI hem de PLD?2 geninde artis gdozlenmistir (sirastyla p<0,001 ve p<0,01) (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18. RWPE-1, LNCaP, PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde miR-125b-5p mimik/inhibitor
uygulamasi sonrasinda qPCR ile PLD1 ve PLD2 gen ekspresyonunun goreceli seviyelerinin

analizi.

Son olarak Sinif IB PI3K Kkatalitik alt iinitesi p110y (PIK3CG)’nin mRNA ekspresyon
seviyelerinin incelenmesi yapilmistir. Elde edilen qPCR sonuglar1 degerlendirilmistir. Sonuglar
neticesinde mimik uygulanan 6rneklere bakildiginda RWPE-1, PC-3 ve DU-145 hiicrelerinin
artis gosterdigi (sirastyla p<0,05, p<0,0001, p<0,0001) goézlenirken, LNCaP hiicrelerinde
azalma (p<0,01) meydana gelmistir. Inhibitdr uygulanan érneklerin incelemesi yapildiginda ise
RWPE-1 ve PC-3 hiicrelerinde anlaml1 bir degisiklik meydana gelmezken, LNCaP ve DU-145
hiicrelerinde anlaml diizeyde artis (sirasiyla p<0,01, p<<0,0001) oldugu goézlenmektedir (Sekil
3.19.).
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Sekil 3.19. RWPE-1, LNCaP, PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde miR-125b-5p mimik/inhibitor

uygulamasi sonrasinda qPCR ile PIK3CG gen ekspresyonunun goreceli seviyelerinin analizi.
3.8.Protein Ekspresyon Analizleri

mMiR-375’in ve miR-125b-5p’nin hedefledigi genlerin bulundugu sinyal yolunda yer
alan Tscl, Cythl, PId2 protein seviyelerinin arastirilmasi amactyla mimikler ve inhibitorlerin
uygulandigi PC-3 hiicrelerinden elde edilen ptotein Orneklerine western blotlama islemi
uygulanmustir. Veriler Image J programi kullanilarak ile analiz edilmistir. Kontrol olarak B-
aktin kullanilmis ve degerler normalize edilmistir. p<0,05 degerin altindaki degerler anlamli

kabul edilmistir. P degerleri Student t testi ile hesaplanmistir.

Elde edilen veriler neticesinde Cythl protein ekspresyonlart negatif kontrollerle
kiyaslandiginda miR-125b-5p ekspresyon artigi farkliliga sebep olmazken, miR-125b-5p
ekspresyonundaki azalma Cythl proteininin ekspresyon seviyelerini artirmistir (p<0.01) (Sekil
3.20).

mMiR-125b-5p mimik/inhibitorleri uygulanan hiicrelerden elde edilen protein
orneklerindeki PId2 protein ekspresyon seviyelerindeki degisimler incelendiginde miR-125b-
5p’nin ekspresyon artigi da azalmasi Pld2’nin protein seviyelerinin artmasina sebep olmustur

(P<0,001) (Sekil 3.20).

MiR-375 mimik/inhibitorleri uygulanan hiicrelerden elde edilen protein 6rneklerindeki
Tscl protein ekspresyon seviyelerindeki degisimler incelendiginde miR-375 ekspresyon artisi
Tscl protein seviyelerini artirmistir (p<0,0001). Aksine miR-375 ekspresyon seviyelerindeki

azalma Tscl protein seviyelerinde anlamli diizeyde bir farkliliga yol agmamustir (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20. PC-3 hiicrelerinde miR-375 ve miR-125b-5p mimik/inhibitor uygulamasi
sonrasinda western blotlama ile Cythl, PId2 ve Tscl protein ekspresyonunun goreceli

seviyelerinin analizi.



DORDUNCU BOLUM
TARTISMA
4. TARTISMA

Literatiirde ¢cok fazla ¢alisma olmasina ragmen su anda mevcut olan rejimlerin higbiri
tiimoriin ilerlemesini ve metastaz yapmasini durduramamaktadir. Geri doniisii olmayan bir
noktaya ulasildiginda ise PKa’nin tedavisi zorlu olmaya devam etmekte ve bu da kagmnilmaz
olarak geriye kalan tek dnlem olan palyatif tedaviye yol agmaktadir. Bu asamadan 6nce tedavi
miumkiindiir. Asil mesele, geri doniisii olmayan noktaya, farkina varilmadan ulasilamamasidir.
Sonug olarak, herhangi bir tiimor belirtisini erken tespit etmek i¢in dikkatli ve 6zenli bir tarama
yapilmasi zorunludur. PSA testi ne yazik ki ¢ok fazla gereksiz biyopsi nedeniyle itibarimi
kaybetmis durumda ve bu da dayanilmaz yan etkilere neden olmaktadir. Geri doniisii olmayan
noktaya ulastiktan sonra tiimdr, birden fazla sinyal yolunun dahil oldugu heterojen bir hale
gelmektedir. Bu durumda, etkilenen yollardan bir veya daha fazlasinin aktif olmasi, tiimdriin
ilerlemesine ve metastaz yapmasina izin verebilecek baska bir yola gegmesini

engelleyememektedir.

Bu sonuglardan yola ¢ikarak ¢aligmada laboratuvarimizda yapilan ¢alismalarda PKa’li
hastalardan alinan serum oOrneklerinde downregiile bulunan miR-375 ve miR-125b-5p’ye
odaklanmak istedik (Diilgeroglu & Eroglu, 2019) . Bu iki miRNA hem PKa gelisimine etki
etmekte hem de metastatik PKa igin biyobelirteg olma olasiligr yiiksektir (Budd vd., 2015;
Huang vd., 2015). Buradan yola ¢ikarak bu iki miRNA’nin daha 6nceki ¢alismalarda da
PI3K/Akt/mTOR sinyal yolundaki etkilerinin oldugu bilindiginden bu sinyal yoluna

odaklanilmistir.

Oncelikle yapilan biyoinformatik analizlerle miRNA hedef programlari kullanilarak
miR-375 ve miR-125b-5p’nin hedefledigi genler listelenmistir. Daha sonra bu genlerin etkili
olduklar sinyal yollar1 arastirilmis ve ig¢lerinden miR-375’in hedefi oldugu diisiiniilen TSC1
geni ve miR-125b-5p’nin hedefi oldugu diisiiniilen CYTH1 geni belirlenmistir. Bu iki genin
ortak Ozelligi PI3K molekiiliiniin etki gosterdigi mTOR ve PLD sinyal yolunda gorev
almalaridir (Sekil 3.3). Yaptigimiz bu ¢alismada bu sinyal yolunda etkili olan molekiillerin
miR-375 ve mIiR-125b-5p’nin ekspresyon degisikliklerinden ne kadar etkilendigini
incelemektir. qPCR c¢alismalar1 yardimiyla PIK3CA, TSC1, mTOR, RHEB, PLD1, PLD2,
ARF1, CYTH1, PIK3CG gibi PI3K sinyal yolunda gorev alan genlerin miR-375 ve miR-125b-

5p mimic/inhibitorleri kullanilarak ekspresyon seviyelerinin artirilmasi/azaltilmasi sonrasinda
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mRNA diizeylerindeki degisimler ve Tscl, Cythl ve Pld2’nin ise protein seviyeleri

arastirilmastir.

Calisma i¢cin RWPE-1 (normal prostat epitel hiicresi), LNCaP (prostat kanseri hiicresi,
AR+, hormona duyarl), PC-3 ve DU-145 (prostat kanseri hiicresi, AR-, kastrasyona direncli)
olmak tizere dort farkli karakterde hiicre tercih edilmistir (Saranyutanon vd., 2020). AR
reseptorii disinda LNCaP ve PC-3, DU-145 hiicrelerinde molekiiler profil de goze
carpmaktadir. LNCaP hiicreleri P53 wild-type PTEN kayip iken, PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde
ise P53 mutanttir (Chappell vd., 2012). PTEN ise DU-145 hiicrelerinde heterozigot durumda
fakat PC-3 hiicrelerinde bulunmamaktadir (Boyacioglu, 2018; Rosser vd., 2004). Aym

zamanda ¢aligmada normal hiicre ile kiyaslayarak oradaki farkliliklar1 da gormek istedik.

MiR-375 ikili bir role sahiptir ve hem onkomiR hem de tiimér baskilayici olarak hareket
edebilir. Costa-Pinheiro ve ark. miR-375 ekspresyon seviyelerinin prostat kanserinin ileri
evrelerinde, 6zellikle lenf nodu metastazi olan hastalarda yiiksek oldugunu géstermistir (Costa-
Pinheiro vd., 2015). Ayrica bir ¢alismada AR yoklugu ile DNMT aktivitesi arasinda ters bir
etki oldugu ve DNMT'nin miR-375 promotoriiniin metilasyon seviyelerini degistirerek miR-
375" diizenledigi gosterilmistir (Chu vd., 2014). Gan ve arkadaslari, miR-375'in yiiksek AR
seviyelerinin kastrasyona direngli prostat kanseri icin yeni bir terapotik hedef olabilecegini
bildirmistir (Gan vd., 2022). LNCaP ve 22Rv1 gibi AR'ye duyarli hiicrelerin daha yiiksek miR-
375 ekspresyon seviyelerine sahip oldugu, DU-145 ve PC-3 gibi AR'ye duyarsiz hiicrelerin ise
daha diisiik seviyeler sergiledigi bulunmustur (Chu vd., 2014).

Caligmamizda, miR-375'in androjen reseptoriine duyarsiz prostat kanseri hiicrelerinde
hiicre canlilig1 ve gogii lizerindeki etkilerini aragtirmak istedik. Androjen reseptoriine duyarsiz
DU-145 ve PC-3 hiicrelerinde artan miR-375 ekspresyonu hiicre canliligini baskilamistir. Buna
karsilik, DU-145 hiicrelerine uygulanan migrasyon deneylerinde, artan miR-375 seviyeleri 48
saatte migrasyonda artisa neden olurken, azalan miR-375 seviyeleri 24 ve 48 saatte migrasyonu
azaltmistir. Farkli ¢alismalarda da celiskili sonuglar géze ¢arpmaktadir. Fan ve ark.’larimin
yaptig1 bir ¢alismada merkel hiicre karsinomu hiicrelerinde miR-375’in knockdown edilmesi
hiicre canlilig1 ve onkogenik sinyal yollarinda herhangi bir etkiye sebep olmamistir (K. Fan vd.,
2020). Zheng ve ark.’larin solunum yolu epitel hiicrelerinde yaptig1 bir ¢alismada ise miR-375
over ekspresyonunun deksametazon tedavisini etkileyerek hiicre canliligini, migrasyonu ve
apoptoz {izerindeki etkilerini tersine ¢evirdigi gosterilmis ve miR-375’in downregiilasyonun
solunum yolu epitel hiicrelerinde terapotik bir hedef olarak kullanilabilecegini 6ne siirmiislerdir

(Zheng, Li, & Gao, 2022). Bakildiginda hiicredeki sinyalizasyon farkliliklarinin miR-375’in
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etkilerini degistirebilecegini sdylenebilir. Artan miR-375 ifadesinin hiicre canlihi@in1 azaltip
gbcli artirmasi, miR-375'in prostat kanseri hiicrelerindeki ikili roliine isaret etmektedir. Bu
deneyler AR-duyarsiz hiicrelere uygulanmis olup, altta yatan mekanizmanin anlasilmasi i¢in
deneylerin AR-duyarli hiicreler {izerinde kullanilmasi veya AR seviyelerinin diizenlenerek

etkinin arastirilmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Gen ekspresyon analizinden elde edilen sonuglar incelendiginde farkli hiicrelerde ayni
genlerin farkli ekspresyon seviyeleri gosterdigi gdzlenmistir. Farkli ekspresyon seviyeleri
gbozlenmesinin nedenlerinden bir tanesi hiicrelerin molekiiler profillerinin daha once de
bahsedildigi gibi farklilik gostermesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Daha agik ifade
etmek gerekirse, LNCaP ve PC-3 hiicrelerinde PTEN ekspresyonun kayip oldugu, DU-145
hiicrelerinde ise heterozigot oldugu bilinmektedir. PTEN’in bir 6zelligi PI3K’nin negatif
diizenleyicisi olan tiiméor baskilayict bir gen olmasidir (Liu vd., 2020). PTEN, PI3K tarafindan
uretilen fosfatidilinositol-(3,4,5)-trifosfatin (PIP3) pargalanmasini katalize ederek PI3K
yolunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu durum downregiile hedeflerini, 6zellikle protein kinaz
B'yi (PKB/Akt), hiicre sagkalimini ve proliferasyonunu inhibe etmektedir. Ayni zamanda
PTEN, hiicre dongiisiiniin S fazina giren hiicrelerin baskilanmasi ve siklin E/cdk2 kompleksine
alman p27'nin (Kipl) upregiilasyonu yoluyla hiicre dongiisiiniin diizenlemesine katkida
bulunmaktadir. PTEN ayrica hiicre dis1 sinyalle iligkili kinaz - mitojenle aktive olan protein
kinaz (ERK-MAPK) yolunun diizenlenmesi ve fokal adezyon kinazin (FAK) defosforilasyonu
yoluyla hiicre gogiinii ve hareketliligini de diizenlemektedir (Hlobilkova, vd., 2003). PTEN’in
PKB/Akt’yi etkiledigi gbz Oniinde bulunduruldugunda ¢alismamizin da konusu olan PI3K
sinyal yolunda etkili molekiillerin mTOR, RHEB, TSC1, PIK3CA gibi molekiillerin ekspresyon
seviyelerinin de PTEN mutant olan durumlarda farklilik géstermesi olasidir. Caligmada yer alan
hiicrelerde bahsedildigi gibi PTEN ekspresyon durumlar farklilik gostermektedir ve bir¢cok
onemli mekanizmada yer almasindan dolayr da eksikligi hiicredeki molekiiler siirecleri
etkilemektedir. MiR-375’in tahmini hedef genlerinin yer aldig1 sinyal yolu da PI3K/Akt/mTOR
sinyali gibi 6nemli bir sagkalim yoludur ve PTEN ekspresyonundaki farkliliklar miR-375’in

hiicrelerdeki etkilerinde farkliliklarin olusmasina neden oldugu diistiniilmektedir.

Bir diger farklilia neden olan sebebin ise ayni sinyal yolunda etkili olan PDK1
geninden kaynakli oldugu diistinilmektedir. Daha 6nceki yapilan ¢alismalarda PDK1’in miR-
375’in hedefi oldugu gosterilmistir (Zhou vd., 2014). PDK1'in farkli substratlar1 farkli sinyal
yolaklarinda yer almaktadir ve bu molekiillerin fosforilasyonu i¢in spesifik mekanizmalari

vardir (Leslie, Biondi, & Alessi, 2001; Leroux, Schulze, & Biondi, 2018). PDKI, insiilin ve
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bliytime faktorleri ile PI3K asagi yonlii sinyalizasyonunda anahtar bir rol oynamaktadir
(Fruman, vd., 2017; Vanhaesebroeck, & Alessi, 2000). PI3K'nin lipid ikinci haberci iiriinii olan
PIP3 ¢ogu kanser hiicresinde yapisal olarak yiikselmekte ve bu da asag1 yonlii sinyalizasyonun
artmasina neden olmaktadir. PDK1 molekiiliiniin PI3K sinyal yolu {izerinden Akt molekiiliinii
uyardigini (Gagliardi, Puliafito, & Primo, 2018) da g6z 6niinde bulundurursak mimic/inhibitor
uygulamalari ile miR-375 seviyelerinde meydana gelen degisimler PDK1’i de etkileyecektir.
Bunun sonucunda sinyal yolunda yer alan diger molekiillerin ekspresyon seviyeleri de

degisiklik gosterecektir.

Yapilan ¢alismada miRNA tahmin aracglar ile yapilan analizlerde miR-375’in tahmini
hedef olarak tespit edilen TSC1 geninin ekspresyon analizlerini inceledigimizde miR-375
ekspresyon artis1 ve azalma farkli hiicrelerde TSC1 ekspresyon seviyelerini farkli diizeylerde
etkilemistir. Protein analizlerinde de miR-375 ekspresyon artigt Tscl protein seviyelerini
artirirken, miR-375’in baskilanmas1 bir degisiklige sebep olmamistir. Bu sonuglar gen
ekspresyon analizleri ile zithk gostermektedir. Fakat protein analizleri sadece PC-3
hiicrelerinde calisildig1 i¢in genel anlamda bize fikir verememektedir. Bizim yaptigimiz bu
calisgma miR-375’in TSCI {izerine etkilerini inceleyen ilk ¢alismadir. TSC1’in gorevi hiicre
biiylimesi ve ¢ogalmasinin merkezi bir destekleyicisi olan mTOR’u inhibe etmektir (Matthew,
vd., 2009). TSCI1 ile birlikte TSC2 bir kompleks olusturarak islev gormektedir. Bu kompleks,
mTOR aktivatorii olarak gorev yapan kiicik bir GTP baglayici protein olan Rheb'i
diizenleyerek mTOR sinyalini inhibe etmek gorev almaktadir. TSC1/TSC2 kompleksi, AMP
Kinaz araciligiyla diisiik hiicresel enerji seviyeleri tarafindan aktive edilmektedir. TSC1 veya
TSC2'nin tek basina mutasyonu kompleksi bozmak ve islevini bozmak icin yeterli olmaktadir
ve bu da mTOR yolunun yapisal aktivasyonuna yol a¢gmaktadir (Jiilich, & Sahin, 2014).
Bakildiginda, genotoksik stres, bilinen negatif diizenleyicileri olan PTEN, TSC2 ve AMPKf1
ve AMPKa'nin p53'e bagl upregiilasyonu yoluyla mTOR aktivitesini inhibe edebilmektedir
(Feng, vd., 2007; Budanov, & Karin, 2008). Sonug¢ olarak 7SC! ve TSC2 ekspresyon
seviyelerinde olusabilecek farkliliklar, PTEN veya P53 gibi diizenleyici genlerdeki mutasyonlar
TSC1 aktivitesini ve dolayisiyla ekspresyon seviyelerini de etkileyecektir. TSC1’in etki
mekanizmasinin tam anlasilabilmesi icin TSC2 geni ile birlikte ¢alisiimas1 ve bu sinyalizasyonu
etkileyen Akt, AMPK gibi diger genlerle birlikte ¢alisilmas1 gerekmektedir. Yukarida bahsi
gecen sebeplerden dolay1 ekspresyon analizleri net bir sonu¢ vermediginden TSC1’in miR-
375’in hedefi olup olamayacagi hakkinda yanit olusturamamakla birlikte dogrudan hedefi

olmadig1 diistintilmektedir.
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Mevcut arastirmada TSC1 gibi RHEB ifade diizeylerinin farkli hiicrelerde farkli
seviyelerde ifade edildigi bulunmustur. Rheb’in etki mekanizmasina bakildiginda sonuglar
sasirtmamaktadir. Rheb, G-proteinlerinin Ras siiper ailesi igerisinde yer almaktadir. Yapilan
caligmalar, Rheb'in islevlerinden birinin biiyiimeye yol agan mTOR'u aktive etmek oldugunu
ortaya koymaktadir. Bunun yani sira, Rheb'in mTOR'dan bagimsiz ek islevleri oldugu
gosterilmistir. Ras siiper ailesi G-proteinleri genellikle birden fazla downstream sinyal yolagini
aktive etmektedir. Bu nedenle, Rheb'in birden fazla downstream efektoriiniin oldugu
diistiniilmektedir (Parmar, & Tamanoi, 2010). Ayrica, TSC/Rheb sinyalizasyonunun
periniikleer aggresom olusumuna katki sagladigi bildirilmistir. TSC mutant hiicrelerde
aggresom olusumu kusurludur ve yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi {izerine apoptoza
ugrarlar (Zhou, vd., 2009). Rheb'in Onerilen diger downstream efektorleri arasinda PLDI
bulunmaktadir. PLD1’in ise mTOR’un aktivasyonunda 6nemli gérevi vardir (Sun, vd., 2008).
Sonuglara genel olarak bakildiginda bahsi gecen sinyal molekiillerinin birbirleri ile veya farkl
molekiillerle etkilesimleri bulunmaktadir ve halen aydinlatilamayan mekanizmalar da vardir.
Bu nedenle sebep-sonug iliskisi kurabilmek igin her bir molekiiliin daha ayrintili calismalarla

analiz edilmesi gerekmektedir.

Sasirtict olan ise PIK3CA uyarimindaki artisa ragmen LNCAP hiicreleri hari¢ tiim
hiicrelerde miR-375 asir1 ekspresyonu ile mTOR'un baskilandiginin gézlenmesidir. Ayni sinyal
yolunda yer alan TSC1, PIK3CA veya RHEB ekspresyonlarindaki farkliliklar bizi bir sonuca
gotliirmese de miR-375 ekspresyon artiginin boyle bir sonuca ulastirmas: énemli bir bulgudur.
Literatiirii inceledigimizde, sinyal yolundaki farkli genetik degisikliklerden kaynaklanan
anormal mTOR sinyali, ¢esitli kanser tilirlerinde yaygin olarak goriilmektedir. Hiperaktivasyon
iizerine mTOR sinyali, tiimor baslangicina ve ilerlemesine katkida bulunan hiicre gogalmasini
ve metabolizmasini tegvik eden 6nemli bir yoldur. Ek olarak, mTOR farkl1 yollarla otofajiyi de
negatif olarak diizenlemektedir (Tian, Li, & Zhang, 2019). Bu nedenle, mTOR "un baskilanmasi
PKa ac¢isindan 6nemli bir bulgudur. Boylece, miR-375 ekpresyonunun artirilmasi ile mTOR un
baskilanmasi spesifik tedavi segenegi olarak gelistirilip kullanilabilir. Bu verilere gore, miR-
375'in prostat kanseri i¢in bir timdr baskilayici olarak hareket edebilecegi sonucuna varabiliriz.
Bununla birlikte, PI3K-mTOR sinyal yolag: iizerindeki etkilerini ortaya ¢ikarmak icin daha

fazla ¢aligmaya ihtiyac vardir.

Shi ve arkadaslar1 (Shi vd., 2007) tarafindan yapilan birka¢ ¢alisma, miR-125'in
PKa'daki roliine dair kanit saglamistir. PKa 6rneklerinde miR-125b ekspresyonunun orta ila

yiiksek diizeyde arttigini, androjene maruz kalmanin ise PKa hiicre hatlarinda miR-125b'yi
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upregiile ettigini gostermislerdir. Bu sonuglar miR-125b'nin onkojenik bir etkiye sahip
oldugunu ve PKa patogenezine katkida bulundugunu gostermistir. Fu ve Cao, qRT-PCR
kullanarak PKa hiicre hatlarinda ve insan PCa biyopsi orneklerinde miR-125a-5p'nin
ekspresyon seviyelerini arastirmis ve PCa hiicre hatlarinda miR-125a-5p'nin upregiilasyonunu
rapor etmistir (Fu & Cao, 2015). Benzer sekilde, Balkan ve ark. ilk olarak PCa hiicre hattindaki
miR-125b ekspresyon seviyesini RT-qPCR ile degerlendirmis ve miR-125b ekspresyon
seviyesinin PKa hiicre kiiltiiriinde genel olarak upregiile oldugunu bulmuslardir (Balkan, 2023).
Bu bilgiler degerlendirildiginde miR-125b-5p PKa’da ekspresyon degisikligine ugrayan ve PKa
gelisimine katkist olabilecek bir miRNA’dir. Calismamizin diger kisminda ise bu verilerden
yola ¢ikarak miR-125b-5p’nin PI3K, PLD sinyal kaskadindaki etkilerini incelemek istedik.

Calismamizda, ayn1 zamanda miR-125b-5p’nin androjen reseptoriine duyarsiz prostat
kanseri hiicrelerinde hiicre canlilig1 ve gocii lizerindeki etkileri de arastirilmistir. Androjen
reseptoriine duyarsiz DU-145 ve PC-3 hiicrelerinde artan miR-125b-5p ekspresyonu hiicre
canliligini baskilamigtir.  Hiicre gog¢ii lizerine etkileri incelendiginde ise miR-125b-5p
eskpresyon artisi da azalmasi da DU-145 hiicrelerinde 24 ve 48. saatlerde hiicre gogilini
baskilamistir. Calismamiza ek olarak, Li ve ark. meme kanseri hiicrelerinde miR-125b-5p asiri
ekspresyonu ile hiicre proliferasyonu, koloni olusturma yetenegi, hiicre gocii ve hiicre
invazyonunun baskilanabilecegini gostermistir (L1, vd., 2018). Ayrica Hua ve ark.’larinin
yapmis oldugu bir diger ¢alismada ise miR-125b-5p'nin asir1 eksprese edilmesi Huh7 ve SK-
Hep-1 hiicrelerinin proliferasyonunu, go¢iinii ve invazyonunu kisitladigi bulunmustur (Hua vd.,
2019). Bu sonuglar ve ¢caligmamizda elde ettigimiz veriler miR-125b-5p’nin tiim&r baskilayict
yoOniiniin kuvvetli oldugunu destekler niteliktedir. PKa i¢in de veriler 6nemlidir ve yapilan

analizler PKa i¢in literatiire eklenen ilk ¢alismadir.

Yapilan gen ekspresyon analizleri neticesinde biyoinformatik analizlerle miR-125b-5p
tahmini hedefi olarak belirlenen CYTH1 ve iliskili oldugu genlerin ekspresyon seviyelerindeki
degisimler incelenmistir. Sonuglar kisminda daha ayrintili bir sekilde bahsedildigi gibi CYTH1
ekspresyon seviyeleri de hiicrelerde farkliliklar gostermektedir. Ek olarak, elde edilen protein
analizlerinde gen ekspresyon analizlerinin aksine miR-125b-5p seviyelerinin Cythl protein
seviyelerinin azalmasina yol actig1 gozlenmistir. Net veriler olmasa da sonuglar CYTH1’in
mMiR-125b-5p hedefi olabilecegini gostermektedir. CYTH1 etki mekanizmasi ile ilgili ve hatta
kanserdeki etkileri {izerine literatiirde fazla bilgi bulunmamaktadir. CYTH1 proteinleri her
yerde bulunur ve hiicre yayilmasi ve adhezyonu, kemotaksis, protein iletisimi ve hiicre iskeleti

yeniden diizenlemeleri gibi ¢esitli islevlerde gorev alir. Bunlardan yalnizca bazilart ARF'leri
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aktive etme yeteneklerine bagh goriinmektedir (Pacheco-Rodriguez, Moss, & Vaughan, 2005).
Zhang ve ark.’larmin yaptig1 bir ¢aligmada siRNA'nin sitohesin-1 ile etkilesiminin prostat
kanserinde IGFR sinyalinin azalmasina yol agtigint ve CYTHZ1’in prostat kanserinin tedavisi
i¢in yeni bir molekiiler hedef olarak hizmet edebilecegini gostermislerdir (Weizhong vd., 2011).
Rak ve ark.’lar1 ise hematopoetik kok hiicrelerle ilgili yaptigi bir ¢alismada CYTHI’in
hematopoetik kok hiicrelerde yapigsma ve engraftmanin yeni bir ana diizenleyicisi oldugu
bildirilmistir (Rak vd., 2017). Bahsedildigi izere CYTH1’in etki mekanizmasi ile ilgili bilgiler
cok kisithidir ve yapilan bu ¢alisma miR-125b-5p’nin CYTHI {izerine etkileri ile ilgili yapilan
ilk calismadir. Ayn1 zamanda hedefi olabilecegini destekleyen sonuglar da PKa’nin olusum

mekanizmasinin anlasilabilmesi agisindan 6nemlidir.

CYTH1’in etkilesimde oldugu genlerden birisi olan ARF1’in ekspresyon seviyeleri de
caligmamizda incelenmistir. Yapilan analizler ARF1’in LNCaP ve DU-145 hiicrelerinde her iki
durumda da arttigin1 gostermistir. PC-3 hiicrelerinde ise miR-125-5p artis1 ile birlikte ARF1
ekspresyonu azalmaktadir. ARF1, Golgi aparatinin yapisinin ve iglevinin korunmasinda
merkezi bir rol oynar ve meme, prostat ve yumurtalik kanserlerinde yiiksek oranda ifade
edilmektedir (Davis vd., 2016; Gu vd., 2017; Schlienger, Ramirez, & Claing, 2015). Ayn1
zamanda ARF1, hiicre i¢i ve hiicreler arasi1 sinyalizasyon, hiicre dongiisii diizenlemesi ve DNA
onariminin yani sira nekroz ve apoptozda 6nemli bir isleve sahiptir (D’Souza-Schorey &
Chavrier, 2006; Gu vd., 2017). Prostat kanserinde ARF1, MAPK aktivasyonunu ve hiicre
biiylimesini kontrol ederek timoérigenezi tesvik ettigi de gosterilmistir (Davis vd., 2016).
Miyelom hiicrelerinde, ARF1 ekspresyonu hiicre c¢ogalmasini tesvik eder ve hiicre
adhezyonunu inhibe ederek ¢ogalma ve hiicre yapismasi aracili ilag direncini kontrol etmektedir
(Xiaohong Xu vd., 2017). ARF1, yumurtalik tiimérlerinde, komsu kanserli olmayan dokularla
karsilastirildiginda yukari1 dogru diizenlenir ve asir1 ekspresyonu, PI3K yolag: araciligiyla

yumurtalik kanseri hiicre proliferasyonu ve gocii ile iliskilendirilmistir (Gu vd., 2017).

Ozetlemek gerekirse, ARF1 hiicrede bircok sinyalizasyonda gorev almaktadir. Bu
etkilerinden dolayr da tiimorogeneze de etkisi olan bir proteindir. Kendisi onemli bir
diizenleyici molekiill olmasiyla birlikte Arf protein fonksiyonunun uzamsal-zamansal
kontroliinii saglayan mekanizmalar da bulunmaktadir. Bu mekanizmalar, Arf-GTP baglanmasi
ve GTP hidrolizi diizenleyicileridir. Arfl G proteini, guanin niikleotid degisim faktorleri
(GEF'ler) tarafindan Arf'den GDP niikleotid salinimimi katalizleyerek aktive edilmektedir.
Hiicrelerde daha bol bulunan GTP'nin baglanmasi, kiiciik G proteininde konformasyonel

degisikliklere yol agarak efektdr adi verilen ¢ok sayida proteinle etkilesime girmesini

94



saglamaktadir (Jackson, 2018). Yani sonug olarak, ARF1’in etkilerinin anlasilabilmesi i¢in

ARF-GTP baglanmalarinda etkili mekanizmalarin anlasilmasinda yatmaktadir.

PLD'nin islevi ve aktivitesi biiyiilk Ol¢iide norotransmitterlere, hormonlara, kiigiik
monomerik GTPazlara ve lipidlere baghdir ve bunlar tarafindan diizenlenir. Giderek artan
sayida aragtirma, PLD aktivitesinin kanser dokularinda ve hiicrelerinde 6nemli 6l¢iide arttigini
ve sinyal iletimi, hiicre proliferasyonu ve anti-apoptotik siireglerde kritik bir rol oynadigini
gostermistir. Buna ek olarak, son ¢alismalar PLD'nin Sp1, NFkB, TCF4, ATF-2, NFATc2 ve
EWS-Fli gibi inflamasyon ve karsinogeneze katkida bulunan proteinlerin downstream
transkripsiyonel hedefi oldugunu gdostermektedir. Bu nedenle, hiicrelerde PLD'nin
ekspresyonunu veya aktivitesini inhibe eden bilesikler, inflamasyonu azaltmada ve kemoterapi
sirasinda  direngli  kanserleri hassaslastirmada potansiyel olarak yararli olabilecegi
diistiniilmektedir. Yaptigimiz ¢alismada MiR-125b-5p’deki ekspresyon degisikliklerinin PLD1
ve PLD2 iizerindeki etkilerine baktigimizda miR-125b-5p ekspresyonu artigi/azalmasi
hiicrelerde diger molekiillerde oldugu farkli ekspresyon seviyeleri gdstermelerine neden
olmustur. PLD1 ve PLD2 gibi genlerin ekspresyon seviyelerinin Rho, Arf, R-Ras gibi bir¢ok
molekiil tarafindan diizenlendigi bilinmektedir (Bruntz, Lindsley, & Brown, 2014). Bu ¢oklu
diizenlenmeden kaynakli olarak da sinyal yollarindaki etkilesimler degisebilmekte ve farkli

etkiler gozlenebilmektedir.

Ozetle, miR-375 ve miR-125b-5p PKa i¢in énemli olabilecek iki miRNA’dir. Hiicre
canliligin1 ve goglinii baskiladiklar1 ¢alismamizda gosterilmistir. Biyoinformatik analizlerle
miRNA’larin tahmini hedefi olarak belirlenen TSC1 ve CYTH1’in yaptigimiz deneylerle
dogrulamasi yapilamamis olsa da CYTH1’in miR-125b-5p hedefi olabilecegini destekleyen
sonuglar elde edilmistir. Aymi zamanda miR-375’in mTOR gibi kanser mekanizmasinda
onemli role sahip olan molekiillerin de diizenlenmesinde gorev aldig1 gosterilmistir. LNCaP
hiicresi hari¢ diger hiicrelerde baskilaniyor olmasi AR duyarsiz hiicreler i¢in tedavi secenegi
olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Yukarida da tartisildig: tizere ARF1, PLD1, PLD2,
RHEB gibi genlerdeki etkilerinin anlasilabilmesi igin daha fazla ¢alismaya gerek vardir ve her
birisi ayr1 bir calisma konusu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu mekanizmalarin aydinlatilmast
ile birlikte hem PKa mekanizmas1 daha netlik kazanmis olacaktir. Ayn1 zamanda giiniimiizde
de yaygin hale gelmeye baslayan kisisellestirilmis tedaviler agisindan onemli molekiiller
olabilecek niteliktedir. Etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi ile birlikte tedavi segenegi olarak

da kullanilabileceklerdir.
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4.1.Sonug¢ ve Oneriler

Doktora tez ¢alismasi kapsaminda asagidaki sonuglara ulasilmistir:

1.

[k asamada PKa iizerinde etkisi oldugu daha 6nceki ¢alismalarda bildirilen miR-
375 ve miR-125-5p’nin biyoinformatik analizlerle tahmini hedefleri
belirlenmistir. Analizler sonucunda TSC1’in miR-375’in hedefi olabilecegi,
CYTH1’in ise miR-125-5p’nin hedefi olabilecegi tespit edilmistir.

miR-375 ve miR125b-5p ekspresyonundaki artisin AR duyarsiz PC3 ve DU-145
hiicrelerinde hiicre canliligin1 baskiladig1 gézlenmistir.

MiR-375 ve miR-125b-5p’nin hiicre gocii tizerine etkilerine bakildiginda miR-
375 ekspresyon artisi AR duyarsiz DU-145 hiicrelerinde 48. saatte hiicre gogiinii
artirmig, miR-125b-5p ekspresyon artigi ise hem 24. hem de 48. saatte hiicre
gbclinii azaltmistir.

miR-375 ve miR-125b-5p ekspresyonundaki azalma ise AR duyarsiz DU-145
hiicrelerinde 24. ve 48. saatte hiicre goc¢iinii azaltmistir.

RWPE-1, LNCaP, PC3 ve DU-145 hiicrelerine miR-375 ve miR-125b-5p mimik
uygulamasi sonucu miR-375 ve miR-125b-5p ekspresyon seviyelerindeki artis
gosterilmistir.

RWPE-1, LNCaP, PC3 ve DU-145 hiicrelerine miR-375 ve miR-125b-5p
inhibitér uygulamasi sonucu miR-375 ve miR-125b-5p ekspresyon
seviyelerindeki azalma gosterilmistir.

mMiR-375 mimik/inhibitorleri uygulanan hiicrelerde TSC1 diizeylerinde farkli
ekspresyon seviyeleri gozlenmistir. Mimik uygulanan 6rneklerde RWPE-1 ve
PC3 hiicrelerinde azalma varken, LNCaP ve DU-145 hiicrelerinde ekspresyon
seviyelerinde artis gdzlenmistir. Inhibitér uygulanan &rneklerde ise RWPE-1
hiicrelerinde artig, PC-3 hiicrelerinde ise azalma meydana gelmistir. LNCaP ve
DU-145 hiicrelerinde anlamli bir degisiklik olmamaistir.

Ayn1 zamanda miR-375 mimik/inhibitorleri uygulanan PC-3 hiicrelerinde Tscl
protein seviyeleri de incelenmistir. Sonucunda ise mimik uygulanan 6rneklerde
Tscl protein seviyelerinin arttidi, inhibitdr uygulanan hiicrelerde ise anlamli bir
degisiklik olmadig1 goriilmustiir.

MiR-375 mimik/inhibitorleri uygulanan hiicrelerde PIK3CA ekspresyon
seviyeleri de incelenmistir. Mimik uygulanan hiicrelerde RWPE-1, LNCaP ve
DU-145 hiicrelerinde PIK3CA ekspresyon seviyelerinde artis gézlenmistir. PC-
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10.

11.

12.

13.

14.

3 hiicrelerinde ise anlamli bir degisiklik olmamustir. Inhibitér uygulanan
hiicrelerde ise RWPE-1 ve LNCaP hiicrelerinde PIK3CA ekspresyon
seviyelerinde azalma gozlenirken, PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde anlamli bir
degisiklik meydana gelmemistir.

MiR-375 mimik/inhibitérleri uygulanan hiicrelerde aymi zamanda mTOR
ekspresyon seviyelerine de bakilmistir. Yapilan analizlerde mimik uygulanan
hiicrelerde LNCaP hiicrelerinde mTOR seviyeleri artis gosterirken, RWPE-1,
PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde baskilanmistir. Inhibitdr uygulanan hiicrelerde ise
RWPE-1 hiicrelerinde artis meydana gelirken, LNCaP ve PC-3 hiicrelerinde
ekspresyon seviyeleri baskilanmistir. DU-145 hiicrelerinde ise anlamli bir
degisiklik meydana gelmemistir.

MiR-125b-5p’nin mimik/inhibitorleri uygulanan hiicrelerde ayni zamanda
biyoinformatik analizlerle miR-125b-5p’nin hedefi olarak belirlenen CYTH1’in
ekspresyon seviyeleri incelenmistir. MiR-125b-5p mimik uygulanan LNCaP ve
DU-145 hiicrelerinde CYTH1 ekspresyon seviyelerinin azaldig, PC-3
hiicrelerinde ise artig gosterdigi goriilmistiir. RWPE-1 hiicrelerinde anlamli bir
degisiklik meydana gelmemistir. MiR-125b-5p inhibitorii uygulanan RWPE-1
ve PC-3 hiicrelerinde CYTH1 ekspresyon seviyeleri azalmis, LNCaP
hiicrelerinde ise artis goOstermistir. DU-145 hiicrelerinde ise anlamli bir
degisiklik meydana gelmemistir.

Ayni zamanda miR-125b-5p mimik/inhibitér uygulanan PC-3 hiicrelerinde
Cythl protein seviyeleri de incelenmistir. Mimik uygulanan hiicrede anlamli bir
degisiklik meydana gelmemis, inhibitdr uygulana hiicrede Cythl protein
seviyeleri artis gostermistir.

MiR-125b-5p’nin mimik/inhibitorleri uygulanan hiicrelerde PLD1 ekspresyon
seviyeleri incelenmistir. Hem mimik hem de inhibit6ér uygulanan LNCaP ve DU-
145 hiicrelerin de PLD1 ekspresyon seviyeleri artis gostermistir. RWPE-1 ve
PC-3 hiicrelerinde anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir.
MiR-125b-5p’nin mimik/inhibitorleri uygulanan hiicrelerde PLD2 ekspresyon
seviyeleri de incelenmistir. Mimik uygulanan PC-3 ve DU-145 hiicrelerinde
PLD2 ekspresyon seviyeleri azalmistir. RWPE-1 ve LNCaP hiicrelerinde
anlaml bir degisiklik meydana gelmemistir. Inhibitdr uygulanan hiicrelerde ise

PC-3 hiicrelerinde PLD2 ekspresyon seviyelerinde azalma gozlenirken, DU-145
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hiicrelerinde artis meydana gelmektedir. Ayn1 sekilde RWPE-1 ve LNCaP
hiicrelerinde anlaml1 bir degisiklik meydana gelmemistir.

15. Bununla birlikte miR-125b-5p mimik/inhibitoér uygulanan PC-3 hiicrelerinde
Pld2 protein seviyeleri de incelenmistir. Hem mimik hem de inhibitor uygulanan
hiicrede PId2 protein seviyeleri artig gostermistir.

16. MiR-125b-5p’nin mimik/inhibitdrleri uygulanan hiicrelerde ARF1 ekspresyon
seviyeleri degerlendirilmistir. Mimik uygulanan LNCaP ve DU-145
hiicrelerinde ARF1 ekspresyon seviyeleri artig gosterirken, PC-3 hiicrelerinde
azalmistir. RWPE-1 hiicrelerinde ise anlamli bir degisiklik meydana
gelmemistir. Inhibitér uygulanan LNCaP ve DU-145 hiicrelerinde ise ARF1
ekspresyon seviyelerinde artis gozlenirken, RWPE-1 ve PC-3 hiicrelerinde

anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir.

Yukarida ayrintili bir sekilde bahsedilen sonuglardan yola ¢iktigimizda, gRT-PCR ve
western blotlama sonuglart miRNA’larin farkli ekspresyon profillerine sahip hiicrelerde farkli
etkilerinin olabilecegini gostermistir. Bu farkliliklar olsa da miR-375 ve miR-125b-5p’nin
hiicre canliligin1 ve migrasyonu baskilamasi tiimor gelisimini baskilayabileceklerini ve PKa

icin tiimor baskilayict miRNA’lar olarak gorev alabileceklerini gostermistir.

PKa’nin oldukga heterojen bir kanser olmasi ve kullanmis oldugumuz hiicrelerdeki gen
ekspresyon profillerinin de ayni olmamasindan kaynakli olarak miRNA’larin farkli etki
gosterdikleri goriilmiistiir. MiRNA’larin bu genler {izerindeki etkilerinin anlasilabilmesi i¢in
PI3K-Akt-mTOR sinyal yolunun ve PLD sinyal yolunun daha ayrintili ¢alisilmasina ihtiyag
vardir. Burada gorev alan genlerin bir¢ok diizenlenme mekanizmasi ve etki ettikleri birden fazla
gen bulunmaktadir. MiRNA’larin etki mekanizmalarinin anlasilabilmesi i¢in her birisinin ayri
ayr1 incelenmesi degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu sayede miRNA’larin PKa acisindan
onemi ve sinyal yollarindaki etkileri daha net anlasilabilecektir. Boylelikle PKa’nin heterojen
bir kanser olmasindan dolayr her hastanin ayni tedaviye yanit vermemesi veya direng
gelisiminin olusmasi gibi durumlarin Oniine gecilebilecektir. Giinlimiizde kisisellestirilmis
tedaviler gelistirilmeye devam etmektedir. Calismamizda elde etmis oldugumuz sonuglar miR-
375 ve miR-125b-5p’nin gostermis oldugu etkilerden dolayr PKa igin giiglii terapdtikler
olabilecegini ve  gelistirilmesi ile birlikte kisisellestirilmis  tedavi  amaciyla

kullanilabileceklerini gostermistir.
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EKLER



EK-1

Tablo-1: Prostat kanserinin AJCC TNM Evrelemesi

Evre

Tanimi

Primer Tiimor, Klinik (T)

X Primer tiimdr degerlendirilemez
TO Primer timor bulgusu yok
T1 Palpe edilemeyen veya goriintiileme ile goriilemeyen klinik olarak
belirgin olmayan timor
Tla: Cikarilan dokunun %5'inde veya daha azinda tiimdr insidental
histolojik bulgusu
T1b: Cikarilan dokunun %5'inden fazlasinda tiimor insidental histoloji
bulgusu
Tlc: igne biyopsisi ile tanimlanan tiimér [6rn. PSA seviyeleri]
T2 Prostat i¢inde sinirl1 timor
T2a: Tlimor bir lobun yarisini veya daha azini tutar
T2b: Tiimor bir lobun yarisindan fazlasini tutar ancak her ikisini birden
tutmaz
T2c: Tiimor her iki lobu da igerir
T3 Tiimdr prostat kapsiilii boyunca uzanir
T3a: Ekstrakapsiiler uzanim (tek tarafli veya iki tarafli)
T3b: Timor seminal vezikiil(ler)i istila eder
T4 Tiimdr sabittir veya seminal vezikiil(ler) disindaki komsu yapilari istila

eder: mesane boynu, eksternal sfinkter, rektum, levator kaslari, pelvik duvar

veya yukaridakilerin timi

Primer tiimdr, patolojik (pT)

135



pT2°¢

Organ sinirlt
pT2a: Tek tarafli, bir lobun yarisini1 veya daha azini igeren

pT2b: Tek tarafli, bir lobun yarisindan fazlasini tutan ancak her iki lobu

da tutmayan

pT2c: Bilateral

pT3 Ekstraprostatik uzanim
pT3a: Ekstraprostatik uzanim
pT3b: Seminal vezikiil invazyonu
pT4 Mesane, rektum invazyonu

Bolgesel lenf diigiimleri (N)

NX Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemez

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Bolgesel lenf nodu veya nodlarinda metastaz
Uzak Metastaz (M)

MO Kanser prostatin 6tesine yayilmamistir

M1 Kanser prostatin 6tesine yayilmistir

M1a: kanser uzak lenf diigiimiine yayilmis
M1b: kanser kemige yayilmis

MIc: kanserin kemik hastalif1 olsun veya olmasin baska bir organa

veya bolgeye yayilmis olmasi
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