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OZET

Yiksek Lisans Tezi

PROSTAT KANSERI HUCRELERINDE BOR BiLESIKLERININ SERIN
PROTEAZLARA ETKISININ INCELENMESI

Amina MUJALA

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsi
Molekdiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Burcu ERBAYKENT

Serin proteazlar, hiicre biiylimesi ve farklilagsmasinda énemli rolii olan bir grup proteazdir.
Insanlarda tahmin edilen 175 iiyeden olusur. Bunlarin ¢ogu salgilanan proteazlardir.
Genellikle zimojenler olarak bulunurlar ve spesifik ve siirl proteoliz ile aktive edilmeleri
gerekir. Birkag serin proteaz, prostat kanserinin olusumunda yer alan 6nemli faktorler olarak
bilinir. Prostat kanserinde PSA, MMP'ler ve diger proteazlarin rolii, hiicre dis1 matriksin
bozulmasi ve kanser hicrelerinin kemikler, akcigerler vb. gibi bagka organlara metastaz
yapmasina olanak saglamasi ile iligkilidir. Bu serin proteazlari farkli terapétik ajanlarla
hedeflemek, prostat kanseri tedavisinde dnemli bir strateji olabilir. Bor bilesiklerinin prostat
kanseri hiicreleri iizerindeki etkileri hakkinda ilgili literatiirden elde edilen sonuglarin
analizi, uygun dozlarda kullanildiginda borik asit gibi farkli bor bilesiklerinin prostat kanseri
icin potansiyel tedavi edici ajan olabilecegini gostermistir. Bu nedenle, ¢alismamizda
LNCaP hcreleri kullanilarak, farkli kimyasal yapiya sahip olan bor bilesiklerinin (D1, D3
ve D6) prostat kanseri gelisimi ve ilerlemesinde anahtar faktorlerden biri olan serin
proteazlarin gen ve protein diizeyleri iizerine olan etkileri sorgulanmaya c¢alisildi. Bu
amagla farkli siirelerde ve farkli konsantrasyon degerlerinde bor bilesikleri hiicrelere
uygulanarak AR, PSA, MMP 2 ve MMP 9 gibi hedef genlerin ve proteinlerin ekspresyon
seviyeleri sirasiyla QRT-PCR ve western-blot metodolojileri ile incelendi. Bor
bilesiklerinin prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu azalttigi, prostat kanseri
gelisiminde kritik rol oynayan AR sinyalini inhibe ettigi ve MMP’ler ile serin proteazlar
tizerinde gosterdigi transkripsiyonel ve translasyonel regiilasyonlar araciligiyla da
hiicrelerin metastatik potansiyelini azaltabilecegi sonucuna varildi. Bu baglamda, 6zellikle
sentetik androjen varliginda daha giiglii regiilasyon gosteren bor bilesiklerinin ileri evre
metastatik prostat kanseri hastalarinin tedavisinde potansiyel adaylar olabilecegi
distiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: prostat kanseri, bor birlesikleri, androjen reseptord, serin proteazlar
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INVESTIGATING THE EFFECT OF BORON COMPOUNDS ON SERIN PROTEASES
IN PROSTATE CANCER CELLS
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Serine proteases is a group of proteases that have important role in cell growth and
differentiation. Group is made up of 175 predicted members in humans. The most of them
are secreted proteases. They are often present as zymogens and need to be activated by
specific and limited proteolysis. Several serine proteases are known as factors included in the
genesis of prostate cancer. Role of PSA, MMPs and other proteases in prostate cancer is
related to degradation of extracellular matrix and allowing cancer cells to metastasize
toward another organs like bones, lungs etc. Targeting these serine proteases with different
therapeutical agents can be important strategy for prostate cancer treatemen. Analysis of
results from literatures related to chemical element boron and its compounds and their effects
on prostate cancer cells shown that when used in appropriate doses, different boron
compounds such as boric acid, could be potential curing agent for prostate cancer. Therefore,
in our study, we used three different concentrations of boron compounds D1, D3 and D6 to
see if there is any effect on androgen receptor as well as particular serine proteases. We
examined effects of these boron compounds onto two sets of LNCaP cell line. According to
results we obtained from MTT, qPCR and Western blot analysis, we concluded that boron
compounds could be potentially effective in decreasing levels of AR and automatically
decrease abnormal proliferation of cancer cells. Therefore, examined boron compounds
used in right concentrations, could be curative agents in prostate cancer therapy.

Key words: prostate cancer, boron compounds, androgen receptor, serine proteases
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1. GIRIS

Kanser, diinya ¢apinda 6liim nedenlerinden biridir. Doku diizeyinde ¢esitlilik gosteren bir
hastaliktir ve bu 6zelligi, spesifik teshisi ve ardindan tedavi olanaklari i¢in en biyik zorlugu
olusturmaktadir (Fisher ve ark. 2013). Kanser, hiicre fonksiyonlarinda degisikliklere neden
olan genlerdeki bir dizi ardisik mutasyonun bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Genel
olarak, kanser hiicresel iliskileri bozmakta ve bu da genlerin islev bozukluguna neden
olmaktadir (Seto ve ark. 2010). Hiicre dongusiiniin etkinliginin de bozulmasina yol agan bu
durum anormal g¢ogalma ile sonuglanmaktadir. Tumorler bir kez olustugunda, uygun
hormonlarin asir1 tretimi ile hicrelerin blylmesi ve metastazi desteklenmektedir
(hormonal olarak bagimli kanserlerde). Bu hormonlarin asir1 {iretimi, ayni zamanda
epitelyal-mezenkimal gegisi tetikleyerek ve ¢evredeki stromal hiicrelerden sinyaller alarak

anjiyogenezin desteklenmesine yardime1 olmaktadir (Feitelston ve ark. 2015).

Androjen reseptori (AR) gen amplifikasyonu, prostat karsinomu gelisiminin ana
nedenlerinden biri olarak tanimlanmaktadir. Prostat, erkeklerde ejakiilat sivisinin biiyiik
boliimiinii saglayan bir salgi bezidir. Prostat kanserlerinin yaklasik % 70'1 prostatin alt
periferik bolgesinde meydana gelmektedir. Meme kanserinden farkli olarak prostat kanseri
hiicre biiylimesi yaygindir ve biiyiik timorler olusturmaz. Prostat kanseri igin guvenilir
biyokimyasal belirtecler yoktur ve prostat spesifik antijeninin (PSA) yaygin olarak
kullanilan 6l¢iimiiniin bile sadece iyi huylu prostat hiperplazisinin bir gostergesi oldugu
gosterilmistir (Stamey ve ark. 2004). Prostat kanseri, bati lilkelerinde yasayan erkeklerde en
stk goriilen deri dis1 kanserdir (Hsing ve Devesa 2001). Hastaligin etiyolojisinde ¢evrenin
Onemi, kiiresel dagilimima bakildiginda kolayca anlasilmaktadir. Bazi ¢alismalar, kanser

hastalig riskinin diyetle alinan bor alimiyla ters orantili oldugunu gostermektedir.

Bor 6zellikle kayalarda, toprakta ve suda olmak (izere her yerde bulunan bir elementtir.
Biiytik somiiriilebilir depolar, Bat1 Anadolu (Tiirkiye), Mojave Colii (Kaliforniya, ABD) ve
kuzeydogu Cin'deki Liaoning eyaleti gibi jeotermal faaliyet ge¢misi olan kurak bolgelerde
bulunmaktadir. Borik asit ve tuzlarinin deterjan ve agarticilardaki klasik uygulamalarinin

yani sira, bor bilesiklerinin {iretimi ve kullanim1 son on yilda istikrarli bir sekilde artmistir.
1



Bor, en diisiik ve en yiiksek diyet alimi1 arasindaki ayarlanmis olasilik oraninda % 54'liik bir
farkla doza bagiml bir sekilde prostat kanseri riskini azaltmaktadir (Zhang ve ark. 2001,
Cui ve ark. 2003).

Bir epidemiyolojik ¢alisma, tiiketilen bor ve prostat kanseri arasinda ters bir iligki bulurken
(Cui ve ark. 2004), Barranco ve Eckhert, borik asidin kiltlr prostat kanseri hiicrelerinin (DU-
145) biiylimesini tamamen inhibe etme olasiligini gosteren c¢alismalar yayinlamigtir
(Barranco ve ark. 2004). Ayrica, Carper ve arkadaslari, doza bagli bor miktarlarinin, DU-145,
PC-3 ve LNCaP prostat hicre kilturleri tizerinde toksik veya sitotoksik bir etkinin aksine
kontrolli apoptozu tetikleyebilecegini goéstermistir (Carper ve ark. 2007). Calismalari
ayrica 1 mmol/L borik asidin DU-145 hicrelerinin biylmesini énemli 6l¢ude inhibe
ettigini, LNCaP kudltur hicrelerinin blyumesini nispeten inhibe ettigini ve PC-3 kultur
hlcrelerinin biiylimesi iizerinde sessiz bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur. Bor
analoglari olarak bilinen fenilboronik asit ve hidroksimetil fenilboronik asitin, borik asit ile
yapilan ¢aligmalara benzer sekilde in vitro kanser hicrelerinin buyimesi Gzerinde inhibitor

etkilere sahip oldugu rapor edilmistir (Gallardo-Williams ve ark. 2007).

Borun prostat kanseri disinda diger kanser tiirleri ile de iligkili oldugu yapilan ¢aligmalarda
bildirilmigtir. Ornegin; 1 mmol/L borik asidin in vitro meme kanseri hicrelerinin
biiyiimesini engelleyebildigi gosterilmistir (Elegbede 2007). Bor ayrica, rahim agz1 kanseri
uzerinde de etki gostermektedir. Ortalama bor alimi yiiksek olan (giinde 8,41 mg) 472 ve
daha diisiik ortalama bor alimi (giinde 1,26 mg) olan 587 kadinda yapilan bir ¢aligmada,
diisiik seviyelerde bor tiiketen kadinlarda 15 serviks kanseri sitopatolojik endikasyonu
saptanirken, ylksek bor alimi olan kadinlarda herhangi bir patolojik bulguya
rastlanmamustir (Korkmaz ve ark. 2007). Akciger kanserli 763 kadin ve 838 saglikli kontrol
ile yapilan bir ¢alismada ise, bor aliminin kanser insidansi ile ters orantili oldugu

belirlenmistir.

Serin proteazlar, yiyeceklerin sindirimi, diger proteazlarin aktivasyonu, spesifik reseptorlerin
ve buyume faktorlerinin aktivasyonu, pihtilasma ve fibrinoliz, peptit hormonlarinin

islenmesi, doku yeniden sekillenmesi ve hiicre disi matriks proteinlerinin bozulmasi gibi
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hayvanlarda cesitli biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Ayrica kanserin her ayirt edici
Ozelliginde onemli bir rol oynamakta ve faaliyetleri biyolojik belirtecler olarak
kullanilabilmektedir.

Prostat kanseri gelisiminde rol oynayan en populer serin proteazlardan biri, kallikrein-3
olarak da adlandirilan PSA'dir. Prostat bezi tarafindan olusturulan bir glikoprotein olan
PSA, serumu sivilagtirmada, sperm hareketliligini arttirmada ve servikal mukusu ¢6zmede
rol oynamaktadir (Arneth 2009). PSA 1970'lerde Richard Ablin tarafindan kesfedilirken
(Ablin 2010), prostat kanserinin erken teshisine yonelik olanaklart 1991'de Catalona ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan arastirmada rapor edilmistir (Catalona ve ark. 1991). O
zamandan beri, prostat kanserinin saptanmasinda belirte¢ olarak PSA kullanilmaktadir.
Serum prostat spesifik antijen (PSA) ile prostat kanseri taramasi, kanseri tedavi etmek hala
mumkinken prostat kanserini erken, midahale edilebilir bir asamada tespit etmeyi
amaclamaktadir. Bununla birlikte, kanitlar prostat kanserinde PSA taramasinin hayat
kurtardigimi gostermemekle birlikte asir1 teshis gibi artan zararlarla iliskilendirilebilmektedir
(Djulbegovic ve ark. 2010).

Kanser gelisiminde diger populer olan serin proteazlar, matris metalloproteinazlar
(MMP'ler) ve metalloproteinazlarin doku inhibitorleridir (TIMP'ler). MMP'ler ve onlarin
dogal inhibitorleri (matriks metalloproteinazlarin doku inhibitorleri; TIMP) arasindaki
denge, hiicre homeostazinin korunmasinda Onemli bir faktor gibi gorinmektedir. Bu
dengeyi bozabilecek herhangi bir degisiklik kanserin gelismesine ve ilerlemesine neden
olabilmektedir (Jia ve ark. 2014). Ayrica, hiicre yiizeyine sabitlenmis serin proteaz
ekspresyonunun regiilasyonunun kaybi ve bunlarin katalitik aktiviteleri, ¢esitli kanser
tiirlerinin etiyolojisine katkida bulunmaktadir. Tip 2 transmembran serin proteaz (TTSP) ailesi
insanlarda 17 (ye igermektedir. Bunlardan bazilar1 Tip Il transmembran serin proteazlar,
hepsin, TMPRSS2, TMPRSS3, TMPRSS4, vb. lyelerdir (Martin ve List 2019).

Bu bilgiler 1s18inda bu ¢alismada hormon (androjen) bagimli prostat kanseri hiicre hatti

LNCaP kullanilarak, farkli kimyasal yapiya sahip olan bor bilesiklerinin (D1, D3 ve D6)
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prostat kanseri gelisimi ve ilerlemesinde anahtar faktorlerden biri olan serin proteazlarin
gen ve protein diizeyleri iizerine olan etkileri sorgulanmaya calisildi. Bu amagla farkli
siirelerde ve farkli konsantrasyon degerlerinde bor bilesikleri hiicrelere uygulanarak AR,
PSA, MMP2 ve MMP9 gibi hedef genlerin ve proteinlerin ekspresyon seviyeleri sirasiyla
QRT-PCR ve western-blot metodolojileri ile incelendi.  Ayni zamanda normal
(starvasyonsuz) ve starvasyon kosullarinda hiicrelere uygulamalar yapilarak bor
bilesiklerinin serin proteazlar iizerinde gdosterdikleri etkilerde farklilik olup olmadigi da

arastirildi.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Prostat bezi tanimi
2.1.1. Prostat bezinin anatomisi

Prostat bezi, mesanenin tabaninda bulunan ve iiretray1 ¢evreleyen yardimci bir erkek tireme
organidir. Cinko, sitrik asit, kalsiyum, fosfatlar ve sperm sagligi1 ve hareketliligi i¢in gerekli
olan diger enzimleri igeren prostat salgilar1 iiretir. Bosalma sirasinda meni, bosalma

kanallarindan geger ve prostat bezinde salgilarla karisir (Risbridger 2018).

Prostat sivilari, kanallarda biriken epitel hiicrelerinin son iirlinlidiir. Cevreleyen stromadan
bir bazal membran ile ayrilirlar. Epitel, bazal, néroendokrin ve salgi (lumen) hucrelerini igerir
ve polarizedir, boylece salgilar, PSA (prostatik spesifik antijen) dahil olmak Uzere, epitelin
luminal kisminda ortaya c¢ikar. Cevreleyen fibromiiskiiler stroma diiz kas hiicreleri,
fibroblastlar, sinirler, bagisiklik hiicreleri, endotel hiicreleri ve kan damarlarindan olusur.

Bezlerden proteinlerin disar1 atilmasi igin diiz kaslar gereklidir (Risbridger 2018).

Anatomik olarak, prostat bezinin insanda 4 ayrilabilir anatomik bdlgesi vardir: merkezi
(CZ), gecis (TZ), perifetal (PZ) ve anterior fibromiiskiiler bolgeler, her biri benzersiz bir
morfoloji ve fizyolojiye sahiptir. Farkli bolgelerden farkli prostat hastaliklar1 ortaya ¢iktigi
igin prostatin anatomik bolgeleri 6zellikle nemlidir (Risbridger 2018).

2.1.2. Prostat bezinin fizyolojisi

Prostat ekzokrin bir bezdir. Prostatin ekzokrin salgilar ejakiilat hacminin %15'ini olusturur,
ancak bu s1v1 dogurganlik icin gerekli degildir. Mesane boynu ve {iretra ile birlikte prostat,
bosalma sirasinda koordineli antegrad sperm iletiminde kritik bir rol oynar. Bosalma
sirasinda prostat, mesane boynu ve vas deferens diiz kaslarindaki al reseptorlerini iceren
sempatik sinir lifleri, seminal sivinin ve spermin prostat {iretrasina salinmasina ve mesane
boynu ile prostat iiretrasinin kapanmasina neden olur. Bu kapatma, bosalma sirasinda sperm
ve seminal sivininin mesanaye girmesini engeller ve normal bosalma igin gereklidir (Aronson

ve deKernion 2007).
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Sekil 2.1. Prostat dort anatomik bélgeden olusur; merkezi (CZ), periferik (PZ) ve transisyon
(TZ) bolgeleri ve 6n fibromiskuler stroma (AFS) (Risbridger 2018).

2.2. Prostat kanseri

Prostat kanseri (PCa), diinya ¢apinda erkeklerde en sik goriilen malignitelerden biridir ve
gelismis tilkelerde kansere bagh 6limlerin ikinci 6nde gelen nedenidir (Fan ve ark. 2018).
PCa yas, diyet ve gen anormalliklerinin neden oldugu bir hastalik olarak kabul edilmektedir
(Shen ve Abate-Shen 2010). Biriken kanitlar, bir dizi gen ve sinyal yolagin PCa'nin olusumu,

ilerlemesi ve metastazinda rol oynadigini gostermistir (Liu ve ark. 2018).

2.2.1. Prostat kanserinin genetigi

Coklu ¢alismalardan 6zellikle epidemiyolojik ¢alismalar, ikiz ¢alismalar ve biiyiik 6lgekli
genom ¢apinda iligskilendirme g¢alismalart (ing. GWAS), prostat kanserinin genetik bir
bileseni oldugunu gdstermistir. Epidemiyolojik ¢alismalar, ailede prostat kanseri
gecmisinin riski 6nemli dlgiide artirdigini ortaya koyarken (Lange 2010), ikiz ¢aligmalar
prostat kanserinin kalitsal kanserler arasinda en yiiksekte oldugunu gdstermektedir

(Lichtenstein ve ark. 2000).



Yapilan genomik ¢alismalar ise HOXB13'teki ailesel mutasyonlari (Breyer ve ark. 2012) ve
BRCA2, ATM, CHEK2, BRCAL, RAD51D ve PALB2 gibi DNA onarim genlerinin
mutasyonlarini tanimlamistir (Pritchard ve ark. 2016). Ayrica, farkli irk/etnik gruplardan
erkeklerde prostat kanseri insidanslar1 ve sonuglarinda farkliliklar oldugu ve ozellikle
Afrika kokenli erkeklerin en yiliksek insidans ve mortalite oranlarina sahip oldugu
gbzlemlenmistir (Shenoy ve ark. 2016). Bu durum kismen genetik faktorlere baglanmaktadir
(Huang ve ark. 2017).

2.2.2. Prostat kanserinin hiicre kaynagi

Prostat kanserinin baglamasinin yasamin erken dénemlerinde gerceklestigine dair birgok
kanit vardir. Genellikle, timor olusumu ve kanser baslangici, yasamin erken donemlerinde
lokalize, hareketsiz bir bi¢imde ortaya c¢ikar. Bu, histolojik olarak saptanabilen
adenokarsinomun asemptomatik bir énclisu olan prostatik intraepitelyal neoplazinin (ing.
PIN) olusumuna yol acar (Sekil 2.3). Farkli bazal ve sekretuvar hiicre tabakalarinin kaybi
ile epitel tabakasinin kalinlasmasi1 meydana gelir. Yuksek dereceli PIN, adenokarsinomun
dogrudan bir Onciisiidiir. Tiim PIN'in adenokarsinoma donlismedigini bilmek onemlidir.
Bununla birlikte, yasam boyunca somatik genomik degisiklikler sirasinda PIN, metastaz

yapma olasilig1 olan bir lokal prostat tiimoriine doniismektedir (Gandhi ve ark. 2018).

Normal epithelium - Rroshatic |nl_raepnhehal - Invasive carcinoma - Metastasis
neoplasia (PIN)

Sekil 2.2. insan prostat kanseri ilerlemesi (Abate-Shen ve Shen 2002).



2.2.3. Prostat kanserinin hiicre hatlar:

Insan kanserlerinden tiretilen hiicre hatlari, kanser biyolojisini incelemek ve kanser

tedavisinin etkinligini artirmak ic¢in hipotezleri test etmek amaciyla en yaygin kullanilan

modellerdir (Gillet ve ark. 2013).

Yararlar1 6ncelikle deneysel amaglar i¢in smirsiz bir biyolojik materyal kaynagi saglama
yetenekleriyle baglantilidir. Dogru kosullar altinda ve uygun kontrollerle, kimligi
dogrulanmig kanser hiicre dizileri, kanserin genetik 6zelliklerinin ¢ogunu korur (Mirabelli

ve ark. 2019).

= LNCaP

LNCaP hiicreleri ilk once bir lenf diigiimiinde bulunan insan metastatik prostat
adenokarsinomundan izole edildi. Orijinal LNCaP hiicre cizgisi, AR ve PSA mRNA/protein
ekspresyonu ile androjene duyarlidir. Bu hiicre dizisinin AR kodlama dizisinde bir dizi
steroid bilesigine rastgele baglanma afinitesi veren bir T877A mutasyonu icermesi 6zellikle
not edilmelidir (Horoszewicz ve ark. 1980). Bu yavas biiyiiyen hucre dizisi, her 60-72 saatte
bir (serum konsantrasyonuna bagli olarak) ikiye katlanir ve 33 ila 91 kromozomlu bir
karyotipe sahiptir. TGF-a, EGF ve IGF-1 hormonlarina yanit verirler ve EGF/TGF-0-R,
FGF-R ve IGF-1-R'yi ifade ederler (Connolly ve ark. 1990).

Bircok LNCaP alt dizisi, steroid icermeyen ortamda LNCaP hiicrelerinin uzun sureli kilturd
veya artik androjene duyarli bliylime gostermeyen hiicreler olugturmak i¢in hadim edilmis
konakgilarda seri gegis yoluyla tiiretilmistir (Culig ve ark. 1999, Gao ve ark. 1999, Kokontis
ve ark. 1998). Digerleri, LNCaP hiicrelerinin siirekli ge¢is (>80) lizerine androjene duyarli
buyume ozelliklerini kademeli olarak kaybettigini gozlemlemistir (Denmead ve ark. 2003,
lgawa ve ark. 2002). LNCaP hiicrelerinin bu basit gecisinin, androjene bagimli bir
durumdan androjen bagimsiz bir duruma dogru ilerleyen dogal prostat kanseri ilerlemesinin

6nemli bir modelini olusturablicegi diisiiniilmektedir (Castanares ve ark. 2016).



2.2.4. Androjen-bagimh prostat kanseri

Androjenler, normal prostatin yani sira prostat kanseri hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasinin
birincil diizenleyicileridir. Androjene bagimli ilerleme sirasinda, prostat kanseri hiicreleri,
bliylime ve hayatta kalmanin birincil aracis1 olarak androjen reseptoriine bagimlidir

(Feldman ve Feldman 2001).

Testosteron hiicreye girdiginde, Sa-rediiktaz enzimi tarafindan aktif metaboliti olan
dihidrotestosterona, androjen reseptdriine daha yiiksek afiniteye sahip daha aktif bir hormona
dontistiirtiliir.  Dihidrotestosteron sitoplazmadaki androjen reseptorlerine baglanarak
fosforilasyona, dimerizasyona ve ardindan cekirdege translokasyona neden olur, boylece
DNA icindeki androjen yanit elementlerine baglanir ve bunun sonucunda hiicre blyumesi ve

hayatta kalmasiyla ilgili genlerin aktivasyonu gergeklesir (Pienta ve Bradley 2006).

Prostat kanserinin baslangi¢ evrelerinde, kotii huylu prostat kanseri hiicreleri genellikle
androjene bagimhidir. Bu nedenle, bu tiimérlerin bilylimesini engelleyecek olan azalmis
hormon seviyelerine androjen yoksunluk tedavisi ile ulasilir. Ancak eninde sonunda kanser
kastrasyona direngli bir form haline doniisiir ve artik ek hormonal manipiilasyonlara yanit

vermeyecek duruma gelir (Veltri ve Rodriguez, 2007).

2.2.5. Androjen-bagimsiz prostat kanseri

Hemen hemen tiim prostat kanserleri androjene bagimli bir durumda baslar, bu nedenle
androjen yoksunlugu tedavisi uygulanir ve iyilestirilmis klinik sonuglarla sonuglanir.
Bununla birlikte, zamanla, bazi1 kanserli hiicreler bu tedavi sirasinda hayatta kalabilir ve
bliytiyebilir, bu da androjenden bagimsiz prostat kanseri ile sonuglanir. Bu noktada, etkili

hedefe yonelik tedaviler bulunmadigindan hastalik 6limculdir.



Cogu prostat kanseri timoru, hayatta kalmak i¢in androjen reseptori (AR) sinyali gerektirir.
Androjen bagimsizligina ilerleme sirasinda, bu sinyal zincirinin prostat kanserlerinde birgok
diizeyde degistigi bulunmustur. Androjen yoksunlugu sirasinda AR sinyalini artiran
mekanizmalar sunlart icerir: AR gen amplifikasyonlari, AR gen mutasyonlari, AR ortak
diizenleyici proteinlerin ekspresyonundaki degisiklikler, steroid iireten enzimlerin
ekspresyonundaki degisiklikler, 'yasadisi' yollar yoluyla AR'min liganddan bagimsiz
aktivasyonu ve aktif hale gelen "bypass' yollar1 olarak adlandirilan AR'den bagimsiz yollar.
Bu yukarida bahsedilen degisikliklerden bir veya daha fazlasi, prostat kanseri hucrelerinin

androjenden bagimsiz 6zellikler kazanmasina yol agabilir (Saraon ve ark. 2014).
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Sekil 2.3. Prostat Kanserinin Androjene Bagli ve Androjenden Bagimsiz Ilerlemesi.
Androjene bagli ilerleme sirasinda, prostat kanseri hiicreleri biiyliime ve hayatta kalma igin
oncelikle androjen reseptoriine (AR) baghdir. Androjenden bagimsiz ilerleme sirasinda,
timor hicrelerinin bazilart AR’yi igeren c¢esitli hiicresel yolaklara dayanir ve digerleri ise
AR’yi atlamaktadir (Debes ve Tindall 2004).
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2.2.6. Prostat kanserinin tedavisi

Bugune kadar, bilgisayarli tomografi (BT), ultrason, manyetik rezonans gorintileme (MRI),
tek foton emisyonlu bilgisayarli tomografi (SPECT) ve pozitron emisyon tomografisi (PET)
gibi  geleneksel anatomik gorintileme teknikleri yaygin klinik uygulamalarda
kullanilmaktadir (Fass 2008).

Pca olan erkeklerin izlenmesinde oldukg¢a sinirli bir rol oynamalarina ragmen, tiim bu tam
araglariin kendine 6zgii avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir (Fass 2008). Bu sinirlamalar,
malign ve ¢evredeki malign olmayan dokuyu ayirt etme yetersizligine baglanabilir.
Molekdiler biyoloji ve klinik gorintileme arasindaki yakin entegrasyon, birkag yil 6ncesine
kadar geleneksel molekuler testler tarafindan incelenen bir dizi biyolojik olaymn
izlenmesinde yararli olan yeni molekiiler goriintileme ajanlarinin gelistirilmesini

kolaylastirmistir (Fass 2008).

Pca ile ilgili olarak, in vivo biyolojik olaylarin diisiik seviyeli sinyallerinin amplifikasyonu,
yeterince yuksek wuzamsal ve zamansal ¢Ozlnurliige sahip entegre goriintiileme
platformlarinin gelistirilmesi ile ilgili sorunlarin iistesinden gelinerek biyolojik siireglerin
nicelenmesi, karakterizasyonu ve zamanlamasi konusunda ilerleme elde edilebilecegi

diistiniilmektedir (Livi ve ark. 2014).

2.3. Prostat bezinin diger hastahklar

Prostat kanserinin yani sira, erkekler arasinda oldukc¢a yaygin olan iki tip prostat bezi
hastaligi daha vardir. Bu hastaliklar, iyi huylu prostat hiperplazisi (BPH) ve prostatitdir.

Koétii huylu olmayan bu hastaliklar arasindaki temel farkliliklar Sekil 2.4’te sunulmustur.
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Normal prostate Inflamed prostate Enlarged prostate gland
Prostatitis Benign Prostate Enlargement (BPE)
Benign Prostatic Hyperplasia (BPH)

Sekil 2.4. Prostat bezinin kot huylu olmayan hastaliklar1 (“Prostate Conditions”, Erisim
tarihi 7.6.2022).

2.3.1. Tyi huylu prostat hiperplazisi

Prostat blyumesi olarak bilinen iyi huylu prostat hiperplazisi (BPH), yasli erkeklerde siklikla
gorilen prostat hastalik durumlarindan birisidir. Bu hastalik nedeniyle prostat iiretraya
baski yapmakta ve agrili idrara ¢ikma gibi sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica bobrek, idrar

yolu veya mesanede komplikasyonlara neden olabilmektedir.

2.3.2. Prostatit

Erkekleri etkileyen yaygim Urogenital hastaliklardan bir digeri ise prostatittir. Ayrica
hastalarin yasam kalitesini de olumsuz etkileyebilir. Alt karin, rektum ve perine agrisi
yaygin semptomlardan bazilaridir. Ayrica mesane tahrisine neden olabilir (Brede ve
Shoskes 2011). Istatistiksel olarak, erkeklerin neredeyse yarisinda farkli seviyelerde
prostatit bulunmaktadir. Prostat kanseri ve benign prostat hiperplazisi daha ¢ok yash
erkeklerle iliskiliyken prostatit basta geng ve orta yash erkekler olmak iizere her yastaki
erkekte ortaya ¢ikabilir (Drake ve ark. 2021). Erkeklerde en sik goriilen glincu driner
hastalik olarak da bilinmektedir (Khan ve ark. 2017).

Prostatit esas olarak sinif | akut bakteriyel prostatit, sinif Il kronik bakteriyel prostatit, sinif
IIT kronik prostatit/kronik pelvik agri sendromu ve smnif IV asemptomatik inflamatuar
prostatite ayrilir (Krieger ve ark. 1999). Ayrica kronik prostatit/kronik pelvik agri sendromu

prostatit vakalarinin %90-95'ini olusturur (Sharma ve Kumar 2021).
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2.4. Androjen reseptori

Androjen reseptorii (AR), prostat gelisimi ve normal prostat fonksiyonu i¢in gereklidir.
Androjen reseptori, nukleer reseptor siper ailesinin bir Uyesidir ve 0Ostrojen reseptord,

progesteron reseptdrii vb. gibi diger hormonal reseptdrlerle ayni yapiya sahiptir.

AR, X kromozomu Gzerinde bulunur ve 110 kDa proteini kodlayan 8 ekzona sahiptir. AR’
yapisal ve fonksiyonel olarak farkli dort bolgeden olusmaktadir; diisiik oranda korunmus
N-terminal bolgesi (NTD), yiiksek oranda korunmus DNA-baglanma bélgesi (DBD),
kismen korunmus olan Ligand-baglanma bdolgesi (LBD) ve Hinge Bolgesi . “Hinge
Bolgesi” olarak adlandirilan kisa amino asit sekans1t LBD ile DBD’ni birbirinden ayirmakta

ve AR’niin niikleer transportu icin gerekli niikleer lokalizasyon sinyalini (NLS)

icermektedir (Tan ve ark. 2015).

FxxLF | Hinge

I - (R |-

PolyQ NLS LBD

Sekil 2.5. Androjen reseptoriiniin (AR) sematik gosterimi, reseptor proteinin temel
fonksiyonel alanlarini igermektedir (Arnold ve Merry 2019)

NTD'de glutamin tekrarlart (CAG tekrarlar1) vardir ve bu glutamin tekrarlar1 degiskenlik
gosterir (gogu erkekte 19-25 tekrar vardir), bu da AR'deki tim amino asitlerin varyasyonu ile
sonuglanir. Daha kisa glutamin tekrarlar1 olan erkeklerin prostat kanseri riski ise daha
yuksektir (Giovannucci ve ark. 1997).

Testosteron ve dihidrotestosteron (DHT), LBD'ye baglanir, ardindan AR'de konformasyonel
bir degisiklik meydana gelir. Sitoplazmada ligand baglanmasindan sonra AR, nikleusa yer
degistirir, bir dimer olusturur ve hefdef genlerin promotdrlerinde bulunan androjen yanit
elemanlarina baglanir (Fujita ve Nonomura, 2019). Bu baglanma aracilifiyla AR;
salgilanan proteinler (PSA), fiizyon genleri (TMPRSS2-ERG), biiyiime uyaricilari (IGF1R,

APP) ve benzeri dahil olmak iizere farkli islevleri olan gen ifadelerini diizenler. Prostat
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kanserinde genel olarak AR’nin fonksiyonlar1 PSA sentezi, lipid metabolizmasinin

dizenlenmesi, biliylimenin tesvik edilmesi ve ¢ok ¢esitli islevleri igermektedir (Takayama
ve Inoue 2013).

Normal prostatta, epitelyal AR, prostat spesifik antijen (PSA) gibi salg1 proteinleri Gretmek
icin fonksiyon gosterirken; stromal AR, prostat biyimesinde rol oynar. Farelerde, stromal
AR'nin (fibroblastlar ve diiz kas hiicreleri) se¢ici olarak devre dis1 birakilmasi, prostatin

normal gelisimini engellemektedir (Lai ve ark. 2012).

2.4.1. Prostat kanserinde AR'deki degisiklikler

AR genindeki nokta mutasyonlari, PCa hastalarinin %15°1 ile %30'unda (Waltering ve ark.
2012) ve en sik olarak LBD'de ile ardindan NTD'de gorulmektedir (Gottlieb ve ark. 2012).
Bu nokta mutasyonlari, ligand 6zgiilliigiiniin kaybedilerek AR'nin surekli aktivasyonuna
neden olabilmektedir. AR asir1 ekspresyonu, prostat kanserinin androjen bagomsiz seviyeye
ilerlemesine yol agar. Bu kosullarda AR amplifikasyonuna sahip prostat kanseri hucreleri,
androjen yoksunlugu tedavisi altinda hayatta kalabilir ve kastrasyon direncli prostat
kanserine (CRPC) ilerleyebilir (Azad ve ark. 2015).

a— Tuﬂzv sterondogeness fm —

Sekil 2.6. Birkag mekanizma, prostat kanserinin ilerlemesini destekler: (1) AR asir1 ekspresyonu
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(2) Alternatif ligandlarinin mutant AR'nin rastgele baglanmasi ve aktivasyonu (3) Liganddan
bagimsiz AR aktivasyonunun mekanizmalart (4) AR'den bagimsiz yollar (Tan ve ark. 2015).

2.4.2. Androjen reseptoru sinyal yolu

AR sinyal yolu, prostat bezinin normal isleyisinde ve spermatogenezin baslatilmasi ve
diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Insan AR geni nikleer bir transkripsiyon

faktoriidiir ve steroid hormon reseptor bilesenlerinden biridir.

Ligand yoklugunda, AR 6ncelikle 1s1 soku proteinleri (HSP'ler), hiicre iskeleti proteinleri ve
diger saperonlarla birlikte sitoplazmada bulunur. Ligandin AR'ye baglanmasi, LBD'de
konformasyonel degisiklikleri indiikler ve NTD ile CTD arasindaki molekiil i¢i ve
molekiiller aras1 etkilesimi kolaylastirir. Bu daha sonra AR homo-dimerizasyonu,
fosforilasyonu ve nikleer translokasyonu ile sonuglanir. Cekirdekte, liganda bagh AR,
hedef genlerin promotor ve guclendirici bolgelerindeki “androjen yanit elemanlar1 (ARE)”
olarak adlandirlilan belirli tanima dizilerine ve koregulatorlerine baglanir ve boylece gen

ekspresyonunu moddile eder (Green ve ark. 2012).

NLS

A TICD T B ‘e |
— HCP70)
e T N
HSP40
C HSP27
4l AR 5'-AGAACA NNN TGTTCT-3’

! > = 5'-AGAACA NNN AGAACA-3’

D

E

Q-
AR AR

NTD-LBD

s (4 — DBD-DBD

Sekil 2.7. Kanonik Genomik AR Sinyal Yolu. (A) AR'ye androjen baglanmasi {izerine, 1s1
soku proteinleri ayrisir ve (B) AR, NTD-CTD monomerlerini olusturur. (C) Bu
monomerler ¢gekirdege yer degistirir ve (D) NTD-LBD homodimerlerini olusturur. (E) Her
iki androjene bagli homodimer (C, D), normal prostat fonksiyonu ile ilgili bir
transkripsiyonel programi yiirlirliige koymak i¢in ARE'lerde DNA'ya bagimli bir DBD-
DBD homodimeri olusturur. (Messner ve ark. 2020).
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PCa ilerlemesi sirasinda, vakalarin ¢cogunda AR sinyal yolu diizensizdir. Amplifikasyon /
mutasyonlar, ko-aktivator ve ko-baskilayici modifikasyonlar, anormal aktivasyon / post-
translasyonel modifikasyon, degistirilmis steroidogenez ve AR splice varyantlarinin
olusmasi nedeniyle ortaya g¢ikan asir1 AR ekspresyonu, diizensiz AR sinyallemesinin
nedenlerinden bazilaridir (Ramalingam ve ark. 2016). AR'deki mutasyonlar, PCa'nin ilk
asamalarinda nadir olmasima ragmen CRPC sirasinda yaygindir. Bu mutasyonlar, prostat
mikro ortaminda diisiik seviyelerde androjen varliginda bile devam eden androjen

aktivasyonuna izin verir (Taylor ve ark. 2010).

2.5. Serin proteazlar

C-onkogenlerin ve tiimor baskilayici genlerin, kanser olusumunda rol oynayan ana genleri
temsil ettigi iyi bilinmektedir. Son calismalar, ekstraselliiler matriksi (ECM) pargalayan
spesifik proteazlarin da prostat kanserinde 6nemli bir role sahip olabilecegini ortaya

cikarmigtir.

Proteazlar, ECM degradasyonu, adhezyonu, hiicre biiyiimesi ve migrasyona katilarak
kanserin ilerlemesinde kritik rol oynar. Bu nedenle, anormal bir ekspresyona sahip olan
herhangi bir proteaz, kanserin olasi bir biyobelirteci olabilir (Dudani ve ark. 2018). Kanser
ilerlemesinin bir pargasi olmak igin, proteazlarin damar sistemine ve lenfatiklere girip
cikmasi gerekir (Ganguly ve ark. 2014). Artmis peritiimoral proteolitik aktivite, proteaz
asir1 ekspresyonunun, yanlis lokalizasyonun ve endojen proteaz inhibitorlerinin eksikliginin

bir sonucudur (LeBeau ve ark. 2015).

Bilinen serin proteazlarin listesi olduk¢a uzundur, ancak burada yalnizca tez ¢alismasinda

kullanilmis olan serin proteazlardan bahsedilmistir.

2.5.1. Prostat spesifik antijen (PSA)

Prostat spesifik antijenin (PSA), ilk olarak 1979 yilinda Wang ve ark. tarafindan sadece
normal, iyi huylu hiperplastik ve kotii huylu prostat dokusunda bulundugu ve bagska

16



herhangi bir insan dokusunda bulunmadigi bildirilmistir (Wang ve ark. 1979). PSA,
molekiil agirligr 33 kDa ve karbonhidrat igerigi yaklasik %7 olan bir glikoproteindir (Lilja
1993). PCa'li hastalarin prognozuna ve yonetimine yardimci olmak igin PSA seviyesinin
belirlenmesi 1986'da Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan onayland: (Rittenhouse ve ark.
1998). Seminal plazmada PSA enzimatik olarak aktif serbest form olarak bulunurken, PSA
serumda proteaz inhibitorleri ile baglanarak inaktive edilmis bir form olarak bulunur.
Serum PSA’s1, agirlikli olarak a-l-antikimotripsin ve a-2-makroglobulin ile kompleks
halinde bulunur (LeBeau ve Denmeade 2015). PSA'nin kiicliik bir fraksiyonu, PSA
(proPSA), iyi huylu PSA (BPSA) ve olgun inaktif PSA'nin (iPSA) 6nciil izoformlarini
iceren serbest PSA (fPSA) olarak sirkile edilir (Gilgunn ve ark. 2013).

e PSA-ACT

— Complexed PSA =——— PSA-A2M

L psa-apl

PSA = —7proPSA
_,—> proPSA T: —-4proPSA
L Free PSA==— BPSA Eeprosen

—|—> Other free PSA

(Intact PSA, i.e., iPSA)

Sekil 2.8. Serbest PSA, proPSA'y1 (ve diger ¢esitli formlar1), BPSA'y1 (iy1 huylu PSA) ve
etkisizlestirilmis PSA gibi diger serbest PSA formlarin igerir. Kompleks PSA, ACT (al-
antikimotripsin), API (al-proteaz inhibitor) ve A2M (a2-makroglobulin) gibi proteazlara
baglanan serbest PSA'y1 igerir (Getzenberg ve Partin 2014).

2.5.2. PSA'nin islevleri

PSA'nin birincil islevi, yeni bosalmis spermde bulunan sperm yakalayan jelin ¢oztlmesidir.
PSA aslinda jel olusturan proteinler semenogelin | ve 1l ile fibronektini ayirir. Proteoliz daha
sonra bosalmis spermin sivilagsmasina ve giderek hareketli spermlerin salinmasina yol agar.
Cinkoya (Zn?" giiglii bir sekilde baglanabilen semenogelinlerin varligryla PSA aktivitesi
gucli bir sekilde inhibe edilebilir. Ayrica ¢inko, PSA'nin fizyolojik aktivitelerinin
kontroliinde 6nemli bir rol oynar (Ménez ve ark. 2008).

PSA'nin serum seviyelerinin Olgiilmesi, prostat kanserinin taranmasi i¢in kullanilan en

6nemli yontemlerden biridir. Bununla birlikte, PSA sadece PCa i¢in degil, zamanda diger

kanser dis1 komorbiditeler icin de karakteristiktir (Dudani ve ark. 2018). Normalde PSA
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sadece seminal plazmada bulunabilir, ¢iinkii prostat epitelyumu tarafindan prostat kanallari
yoluyla salgilanir ve oraya minimal sizint1 vardir. Yine prostat kanserinde, timor dokusu
igindeki glandiiler yapinin kaybi ve bazal membranin bozulmasi nedeniyle PSA kana

karisabilir (Lawrence ve ark. 2010).

Ayrica, PSA, tek zincirli pro-uPA'y1 bolerek uPA'y1 aktive edebilir ve bdylece kanser hiicresi
istilasin1  kolaylastirabilir. PSA, kanser icin degil, prostat icin spesifik bir belirtegtir
(Lawrence ve ark. 2010). Enfeksiyon ve iyi huylu prostat hiperplazisi, ylksek PSA
seviyelerine yol acar (Dudani ve ark. 2018). PSA testinin prostat kanseri ile ilgili tim
belirsizligi ¢6zmesi ise beklenemez; bunun yerine, en iyi sekilde, diger faktorlerle birlikte

belirlenmesi gereken riskin bir gostergesi olarak diistiniilebilir (Lilja, 1993).

2.5.3. Matriks metalloproteinazlar (MMP'ler)

Matriks metalloproteinazlar, ¢inkoya bagimli olan ve hiicre digt matriksin yikiminda rol
oynayan endopeptidaz tipi proteinlerdir. Morfogenez, anjiyogenez ve doku onarimi gibi
cesitli fizyolojik stireglerle iligkili doku yeniden sekillenmesinde ve ayrica siroz, artrit ve
kanser gibi patolojik siireclerde nemli bir rol oynarlar. Ayrica bag dokusu bariyerlerini

yikarak tiimdr invazyonu ve metastaz aracilar1 olarak da taniirlar (Gong ve ark. 2014).

MMP -1, -2,-3,7-9, -13,
-14,-26

Metastasis
e g
MMP-2,-3,-9,-14 ! MMP -3,-7,-9, -11, -15
~ Prostate
Cancer
Angiogenesis EMT

MMP-1, -2, -7, -9, -14 MM e

Sekil 2.9. Prostat kanseri ilerlemesinin birkag ayirt edici 6zelliginde MMP'lerin rolleri
(Gong ve ark. 2014)
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Prostat kanseri dokusunda, daha yiuksek MMP aktivitesi, metastazi kolaylastirarak ve hiicre
proliferasyonu, apoptoz, anjiyogenez ve epitelyalden mezenkimal gecise (EMT) iliskin ¢ok
sayida adimi derinden etkileyerek kanserin ilerlemesine neden olur. Genellikle MMP'lerin
prostat kanserinin ileri evrelerinde daha aktif oldugu diisiinlilmektedir. Prostat kanseri
hastalarindan alinan serum ve doku numunelerindeki MMP mRNA ve protein seviyelerinin
analizi, artan MMP-2, -3, -7, -9 ekspresyonunun ilerlemis veya metastatik hastalik ile iligkili

oldugunu gostermistir. (Still ve ark. 2000, Levi ve ark. 1996, Incorvaia ve ark. 2007).

Homolog MMP ailesinin ¢esitli tiyeleri arasinda, MMP-2, -7, -9 ve MT1-MMP, prostat
kanseri ilerlemesindeki rolleri i¢in en iyi ¢alisilanlardir. Hem MMP-2 (jelatinaz A) hem de
MMP-9 (jelatinaz B), fibronektin benzeri jelatin baglama alanlar1 ile ayirt edilen bir
proteolitik enzim grubu olan jelatinaz alt ailesinin Gyeleridir. MMP-2'nin artan ekspresyonu,
prostat kanserinde kapsamli bir sekilde rapor edilmistir ve daha yiiksek MMP-2
ekspresyonu, daha biiyiik tiimor boyutu ile iliskilendirilmistir (Still ve ark. 2000). Bir diger
calismada MMP-2 ekspresyonunun mikrometastazda ve diisiikk dereceli tiimdrlerin
cevreleyen stromal hiicrelerinde mevcut olmadigini, ancak metastatik hastalikta mevcut
oldugunu gosterilmis, boylece artan MMP-2 ekspresyonunun prostat kanseri ilerlemesi ve

metastazi ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Murray ve ark. 2012).

2.5.4. MMPler’in islevleri

MMP-2'nin ¢esitli kanser hiicrelerinin yayilmasinda ve invazyonunda ve anjiyogenezin
aktivasyonunda 6nemli bir rol oynadigi yaygin olarak kabul edilmektedir. MMP-2, malign
hicrelerden veya cevreleyen stromal bilesenlerden salinabildiginden dolay: her bélmeden
MMP-2 salgilanmasinin tiimor ilerlemesine nispi katkisi incelenmistir. (Fang ve ark. 2000).
Ayrica hormona duyarli prostat kanserinde birikmis kanitlar, MMP-2 ekspresyonunun

R1881'den (sentetik androjen) etkilenebilecegini gostermistir (Liao ve ark. 2003).

Hiicre ylizeyinde ve salgilanmig formlarinda degistirilmis MMP-9 ekspresyonunun prostat
kanseri biyumesi, metastaz ve anjiyogenezin artmasina katkida bulundugu diisiiniilmektedir.

PC-3 hucreleri, LNCaP ve DU-145 ile karsilastirildiginda, hiicre hatlar1 arasinda en yiiksek
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invaziv aktivite ile iliskili olan MMP-9 ekspresyonunun arttigini gostermektedir (Aalinkeel
ve ark. 2004). MMP-9'un zayif metastatik LNCaP hiicrelerinde stirekli ekspresyonu, MMP-
9 aktivitesini ve ayrica kanserin invazivligini de iki katina ¢ikarir. (Aalinkeel ve ark. 2011).
MMP-9 ayrica anjiyogenezin duzenlenmesinde rol oynamaktadir. MMP-9 yikiminin
hlcrelerde, anjiyogenezi baskilayan ve en gii¢lii anjiyojenik faktor olan VEGF'nin
salgilanmasin1 azaltan Onemli bir protein olan anjiyostatinin salinimini  arttirdigi

gosterilmistir (Gupta ve ark. 2013).

Makrofaj metalloelastaz olarak da bilinen MMP-12, bir¢ok kanser tiiriinde asir1 eksprese
edilir. Yiiksek diizeyde MMP12 ekspresyonu, kanser hastalarinda kétii prognoz ve artmig
metastaz riski ile iliskilendirilmistir. Kanser hiicrelerde, tiimor mikro ortaminin, NF-kB ve
AP-1'in aktivasyonu yoluyla MMP-12 ekspresyonunu pozitif olarak diizenledigi
bulunmustur. MMP12'nin ayrica hiicre invazyonu, proliferasyonu ve anjiyogenez ile ilgili
oldugu gosterilmistir (Chung ve ark. 2014). In vivo olarak, MMP-12'nin 6ncelikle kemikte
blyuyen prostat kanseri hucreleri tarafindan eksprese edildigi bulunmustur. Bir aragtirmada
kemik iligi stromal hiicrelerinin, prostat kanseri hiicrelerinde MMP-12 ekspresyonunu
indiikledigi ve bunun da tip I kollajeni parcalayabilen invaziv hiicrelerle sonu¢landigi 6ne

stiriilmiistiir (Nabha ve ark. 2008).

2.5.5. Metalloproteinazin doku inhibitort (TIMP)

Prostat dahil neoplastik hastaliklarda, MMP'ler ve inhibitorleri arasindaki, asir1 yikim
aktivitesine yol agan bir dengesizligin, timor hiicrelerinin istila kapasitesi ile iligkili oldugu
varsayllmaktadir (Henriet ve ark. 1999). Salgilanan MMP'ler ve bunlarin spesifik
diizenleyicileri arasindaki denge, normal ve patolojik dokularda bag dokusu homeostazinin

korunmasinda 6nemli bir rol oynar (Chen 1992).

MMP-9 esas olarak TIMP-1 tarafindan diizenlenir ve Kazal motifli (RECK) reversiyon
indiikleyici sistein agisindan zengin proteinin hem MMP-2 hem de MMP-9'u inhibe ettigi
bildirilmistir (Reis ve ark. 2011). Daha onceki calismalar, TIMP-1’i de iceren diger
TIMP'lerin kanser Onleyici faaliyetler gosterdigini rapor etmistir (Zhang ve ark. 2007).
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Bununla birlikte, son ¢alismalar TIMP-1'in paradoksal bir pro-timér etkisi olabilecegini de
ifade etmektedir (Stetler-Stevenson, 2008). Sonu¢ olarak TIMP'ler, MMP'ye bagimli ve
MMP'den bagimsiz bir sekilde kanser ilerlemesini etkileyebilir, ancak ikincisinin altinda

yatan mekanizma heniiz iyi anlasilamamistir (Hoegy ve ark. 2001).

2.5.6. Tip Il transmembran serin proteazlari (TTSP'ler)

Hiicre zarina bagli en biiyiik serin proteaz ailesi, Tip-II transmembran serin proteazlaridir
(TTSP) (Bugge ve ark. 2009). Hiicre zarina, zar lokalizasyonu i¢in sinyal veren tek bir amino
terminal hidrofobik bdlge ile baglanirlar. Yaklasik 17 bilinen {iyeye sahip olan Tip II
transmembran serin proteazlar1 (TTSP'ler), kanser ilerlemesi (zerinde olast bir etki
gostermektedir. TTSP'lerin ekspresyonundaki degisiklikler, birkag tumdr tipi igin bir belirteg
olarak ortaya ¢ikmaktadir (Uhland 2006).

TTSP'lerin yapisi, amino terminaline yakin tek gegcisli bir hidrofobik transmembran alani,
degisken bir govde bolgesi iceren biylk hiicre disi kisim ve bir C-terminal serin proteaz alani
icerir. Bu alan, katalitik aktivite i¢cin dnemli olan histidin, aspartat ve serin kalintilar1 igerir.
Omurgalilarda bu ailenin dort alt familyasi1 vardir: 1) matriptaz, 2) hepsin/transmembran
proteaz/serin (TMPRSS), 3) insan solunum yolu tripsin benzeri (HAT)/skuamdz hiicreli
karsinomda (DESC) farkli sekilde eksprese edilir ve 4) corin. Tum TTSP'ler, zimojenler
olarak sentezlenir ve proteolitik bélinme ile aktive edilirler. Matriptaz, matriptaz-2, hepsin,
TMPRSS2, TMPRSS3 ve TMPRSS4 dahil olmak (izere bircok TTSP otoaktivasyon
yetenegine sahiptir (Bugge ve ark. 2009).

2.5.7. TTSP’lerin islevleri

Bu proteinlerin hiicre ylizeyinde merkezilestirilmesi, onlara hiicre ve gevresindeki ortam
arasinda sinyal iletimini kontrol etmek igin benzersiz bir konum saglar. TTSP'lerin ¢ogu,
dogum sonras1 gelisim, doku homeostazi ve tiimor progresyonu gibi siireglerde anahtar

faktorler olarak kabul edilmistir (Szabo ve Bugge 2008).

Hepsinin asir1 ekspresyonu kanserin ilerlemesi ile iliskilidir. Hepsinin mRNA seviyeleri,
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incelenen prostat kanserinin yaklasik %90'inda yiikselmistir; vakalarin ¢ogunda, kanserli
olmayan kontrollerdekilere kiyasla 10 kattan fazla benzerlik vardir. Bu, hepsini PCa'y1
tedavi etmede uygun terapotik hedeflerden biri yapar. Prostat epitelinde hepsin asiri
ekspresyonu, bazal membranin degradasyonuna yol acar ve prostat kanseri hucrelerinde
asir1 ekspresyonu, lenf nodu metastazini tesvik eder (Gong ve ark. 2014). Dahasi, in vitro

anti-hepsin antikorlari, insan PCa istilasin1 inhibe edebilir (Wu ve Parry, 2007).

TMPRSS2, prostat dokusunun epitelinde yiiksek oranda eksprese edilir (Jacquinet ve ark.
2001). TMPRSS2 gen ekspresyonu, insan érneklerinin iyi huylu hiicrelerine kiyasla kanser
hiicrelerinde daha yiiksektir (Soller ve ark. 2006). Ayrica, prostat kanseri hastalarinda
TMPRSS2 geninin  kromozomal yeniden diizenlemeleri tanimlanmistir. Yeniden
diizenleme, androjene duyarli elementler iceren genin 5' ¢evrilmemis bolgesini igerir. Bu
bolge, E26 transformasyonuna 6zgl ETS ailesi ile ERG, ETV1 veya ETV4'ten gelen
transkripsiyon faktorlerinin kodlama dizileriyle kaynasir. Bu sekilde ekspresyonlari androjen
ile induklenebilir hale gelir (Vaarala ve ark. 2001). Aslinda, ERG ve ETV1, prostat kanseri
vakalarinin yaklagik %50-79'unda TMPRSS?2 ile kaynagmistir (Antonarakis ve ark. 2016).
TMPRSS2 ve ETS genlerinin fiizyonu, lokalize prostat kanserinde zayif prognozla
iligkilidir (Demichelis ve ark. 2006).

Epitelyal hiicrelerde eksprese edilen tripsin benzeri bir serin peptidaz olan PRSS8, yeni bir
timor baskilayict olarak smiflandirilmistir. PRSS8'in  anormal ekspresyonu, prostat,
mesane, mide ve kolorektal kanserler dahil olmak iizere bir¢ok kanserde bulunmustur
(Zhang ve ark. 2016). Bir g¢alisma, PRSS8 mRNA ve protein ekspresyon seviyelerinin,
histolojik farklilasma ile ters orantili oldugunu, ancak insan prostat kanserinin klinik

asamast ile iliskili olmadigin1 gostermistir (Takahashi ve ark. 2003).
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2.6. Bor ve prostat kanseri

2.6.1. Kimyasal ozellikleri

Bor (B), atom kiitlesi 10.81 olan periyodik tablodaki besinci elementtir. Grup II'iin en
elektronegatif elementidir ve borun kimyasal 6zellikleri metal olmayanlara, 6zellikle silikona
cok benzerdir. Saf elemental bor ilk olarak 1808'de ingiltere'de H. Davy ve Fransa'da J. L.
Gay- Lussac ve L. J. Thénard tarafindan ayn1 zamanda izole edilmistir. Davy, borat
cozeltisine elektrik akimi gonderildiginde elektrotlardan birinde kahverengi bir ¢okelti
olusturdugunu rapor etmistir. (Davy 1809). Ayn1 zamanda Gay-Lussac ve Thenard, borik
asidi yiiksek sicakliklarda demir ile indirgeyerek bor elde etmislerdir (Gay Lussac ve

Thenard 1808).

Elemental bor, oda sicakliginda kati1 halde, siyah monoklinik kristaller olarak veya saf
olmadiginda sar1 veya kahverengi amorf bir toz halinde bulunur. Amorf bor, bor oksitin
sodyum ile indirgenmesi veya floratin potasyum ile indirgenmesi ile elde edilebilir. Oksijen
icin yiiksek afinite, borun diger bir baskin o6zelligidir ve boratlar ve ilgili okso
komplekslerinin kapsamli kimyasinin temelini olusturur.  Bor elementinin kimyasal
ozellikleri ayn1 zamanda morfolojisine ve partikiil boyutuna da baglidir. Mikron boyutunda
amorf bor, kolayca ve bazen yogun sekilde reaksiyona girer. Ote yandan, kristalin bor
kimyasal olarak ¢ok statiktir ve kaynayan hidroflorik veya hidroklorik aside karsi oldukca
dayaniklidir.

2.6.2. Borun hucreler tizerine etkileri

Bor, bazi hayvanlarin hiicre replikasyonu ve gelisimi i¢in ana faktdrdiir, ancak temel
mekanizmalar heniiz tam olarak bilinmemektedir. Borik asit, alabalikta (Eckhert 1998)
embriyonun bilylimesi igin iyi bir uyaricidir ve zebra baliklarinin (Rowe ve Eckhert 1999)
blastula Oncesi asamasi sirasinda esastir. Kurbagalarda, normal oosit olgunlagmasi,

embriyonik buyime ve morfogenezde yer alan ana faktérlerden biridir (Fort ve ark. 1998).

2.6.3. Borun prostat kanserindeki etkileri

Borik asidin anti-kanserojenik olabilecegi hipotezinin kaniti, prostat kanseri riskinin doza
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duyarl bir sekilde diyetle bor alimiyla ters orantili oldugu gozlemlenen epidemiyolojik

calismalar sayesinde a¢iga ¢ikarilistir (Barranco ve ark. 2005).

Ulusal Saglik ve Beslenme Inceleme Anketi (NHANES) IIl'ten elde edilen veriler,
diyetlerinde 1,8 mg/d'den fazla bor verilen erkeklerde prostat kanseri riskinin, diyetlerinde
0,9 mg/d giinliik bor alimina esit veya daha az olanlara gore %52 daha diisiik oldugunu
gostemistir (Barranco ve ark. 2007). NHANES 111 verilerinin analizi ayrica, diyetle bor
alimmin artmasinin, bir doz-yanit modeli ile prostat kanseri riskinin azalmasiyla iliskili
oldugunu gostermistir (Cui ve ark. 2005). Bor tiiketimi 1,17 mg/giin'den az oldugunda

prostat kanseri siklig1 ile herhangi bir iliski gézlenmemistir (Gonzalez ve ark. 2007).

Bir baska ¢alismada, borik asidin insan prostat kanseri hiicre ¢ogalmasini in vitro olarak
engelleyebildigi bulundu (Gallardo-Williams ve ark. 2003). Ayrica borik asit uygulamasi
ile farelerde prostat timorlerinin boyutu kiglldl ve kanser dokusunda prostat spesifik
antijen (PSA) ile instlin benzeri buyime faktorii 1 (IGF1) seviyeleri yuksek miktarda
azaldig1 rapor edildi. Borik asit soliisyonlar1 (1.7 mgB ve 9.0 mgB/kg/giin) sonda ile iki
gruba uygulandi. Kontrol grubuna sadece su verildi. Bu ¢alisma ile diisiik ve yuksek
dozlarda borik aside maruz birakilan farelerde timor boyutunun sirasiyla %38 ve %25
oraninda azaldigi gosterildi. Yine kontrol grubu ile karsilagtirildiginda serumdaki PSA
seviyeleri %88,6 ve %86,4 oraninda azaldig1 rapor edildi. Bor verilen hayvanlarda, hicresel
patolojide mitoz geciren bir hiicrenin mikroskobik goriiniimiinii tanimlamak i¢in kullanilan
terim olan mitotik figiirlerin goriilme siklig1 6nemli 6l¢iide daha diisiik oldugu goézlendi.
Son olarak serum IGF 1 agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilemezken, IGF
1 geninin ekspresyonunun bor tarafindan énemli 6l¢iide azaltildig: rapor edildi (Gallardo-
Williams ve ark. 2004).

PSA hem normal hem de tiimdral prostat epitel hiicreleri tarafindan {iretilir. Ayn1 zamanda
androjen tarafindan diizenlenen bir serin proteazdir. PSA, prostat kanserinin saptanmasinda

serum belirteci olarak 6nemli bir role sahiptir (Rubinstein ve ark. 2012).

Borun anti-prostat kanseri etkilerinin altinda yatan hiicresel mekanizmalara iligkin bir bagka
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fikir, borik asidin hem A-E siklin ekspresyonunu azaltarak hem de borunun éstrojen ve
testosteron tizerindeki etkisiyle prostat kanseri hiicrelerinin biiyiimesini engelledigini ortaya
koyan Barranco ve arkadaslar tarafindan saglanmistir. BA'ya uzun siire maruz kalmanin,
DU-145 hiicrelerinin sitoplazmada goriinen ¢ok sayida vezikiil ile diizlestirilmis, agisal bir
fenotip gelistirmesine neden oldugu bulunmustur. Bu degisiklikler, siklin proteinleri, p21
ve P-MEK1/2'nin ekspresyonunda azalmanin yani sira hiicre hareketliligi ve istila
kapasitesinde bir azalma ile ayn1 zamanda meydana geldigi belirlenmistir. Artan beta-
galaktosidaz aktivitesi ise, bor varliginda DU-145 hicrelerinin senesens siirecine
girebilecegine dair bir kanit olusturmaktadir (Barranco ve Eckhert 2006, Barranco ve ark.
2009).

Ayrica Miiezzinoglu ve arkadaslari, Tlrkiye'de toplum temelli bir calismada bor maruziyeti
ile prostat kanseri arasindaki olas1 iligkiyi aragtirmislardir. PCa ve bor maruziyeti arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligski elde edilmemesine ragmen, sonuglari bora yiiksek
maruziyetin hiperplazi ve Kkarsinogenez ile ilgili prostatik hiicresel suregleri

etkileyebilecegini gostermistir (Miiezzinoglu ve ark. 2011).
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3. MATERYAL ve METOTLAR

3.1. Hucre Kultar

Denemeler ATCC'den temin edilen, ylizeye bagimli androjene bagimli prostat kanseri
hlcre hattt olan LNCaP (insan prostat karsinomu lenf nodu metastazi hiicre hatti; CRL-
1740TM) hiicreleri kullanilarak gergeklestirildi.

3.1.1. Materyal

Sogutmali santriflj (Sigma- B6916)

pH metre (Hanna- HI221)

Manyetik karistirict (Wisd-MSH20A)

Steril pastor pipetleri

15 mL ve 50 mL falkon ttipleri (Jet Biofil)

1-10, 20-200 ve 100-1000 uL otomatik pipetler (Brand-TransferpetteS)
Eppendorf tlpler (Greiner)

Sinif 11 glivenlik kabini (Esco)

CO2'li inkiibator (Sanyo-MCO-18AIC)

Invorted 151k mikroskobu (floresan ekli) (Leica DMIL)

100x20 mm kaltir kaplar1 (Greiner Bio-One CELLSTAR)
60x15 mm hiicre kiiltiir kaplar1 (Greiner Bio-One CELLSTAR)
6-kuyucuk olan kultir kaplari (Greiner Bio-One CELLSTAR)
2.5-5-10 ve 25 mL hacimli steril pipetler (Orange)

RPMI 1640 (Gibco- 52400)

Fotal dana serumu (FBS) (Gibco- 10270)

Aktif karbon (Merck, K34348983520)

Penisilin/Streptomisin (Gibco- 15140)

L-glutamin (Gibco- 25030)

26



e Tripsin-EDTA (Gibco- 3103382)
e Sentetik androjen methyltrienolone (R1881, 17beta-hydroxy-17alphamethyl-estra-
4,9,11-trien-3-one, Sigma, R0908)
e DMSO (Merck- K33960212-504, ABD)
e Hemositometre (Neubauer)
e 9% 0,4 Tripan mavisi sollisyonu (Sigma- T6146),
e Fosfatli olan tamponu (Phosphate Bufferred Saline / PBS)
» 89 NaCl (Sigma- S3014)
> 0,2 g KCI (Merck-1049360250)
> 1,57 g Na2HPO4.2H,0 (Merck- K22287176) ile dH20 igerisinde hazirlanarak 1M
HCl ile pH 7,4’¢ ayar edildi.

3.1.2. Hiicrelerin bakimi ve pasajlanmasi

Hicrelerin besin ihtiyaglarini karsilamak icin bir ortam olarak %5-10 FBS, % 1 L-glutamin,

%71 penisilin/streptomisin iceren RPMI 1640 kullanildi. Hiicreler, ylizeyi tamamen kaplayana

kadar rutin olarak beslendi. Bu islem i¢in ylizeye bagl hiicrelerin besiyeri pastor pipet

yardimu ile uzaklagstirildi ve hiicrelere taze besiyeri eklendi ve ortam 2 guinde bir degistirildi.

Hicreler, 100 x 20 mm’lik veya 60 x 15 mm'lik hiicre kiltur kaplarinda 37 °C’de % 5 CO2’li

inkiibatorde biiyiitiildii. Hiicreler, tiim yiizeyi kaplayacak kadar biiylidiigiinde pasajlandi.

Steril cam pastor pipetleri kullanarak vakum yardimiyla ortam uzaklastirildi. Pasaj islemi

uygulamak i¢in adimlar asagida listelenmistir;

e Kiiltiir yiizeyi, tripsin isleminin etkisini arttirmak icin icerisinde Ca?* ve Mg?* bulunmayan
steril PBS ile bir kez yikandi.

e PBS uzaklastirildi ve Uzerine 1 mL tripsin-EDTA solusyonu eklendi ve 37°C'de %5
CO: inkiibatoriinde hiicreler yiizeyden ayrilana kadar 1-2 dakika inkube edildi.

e Hicrelere hicre yogunluguna uygun hacimde taze besiyeri eklendi ve hiicreler pipet
yardimi ile homojenize edildi.

e Homojenize edilen hiicreler yeni kultir kabindaki besiyer Gzerine oldukga yavas bir
sekilde ilave edildi ve biuytmeleri igin 37 °C’de %5 CO2’li inkibatore yerlesmis olundu.
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3.1.3. Hucrelerin dondurulmasi ve ¢ozdirulmesi

In vitro kiiltiirlerde degerli hiicre hatlarini korumak, gegis sayisinin ilerlemesine bagh
fenotipik ve genotipik degisiklikleri engellemek ve ayrica yapilan ¢alismalar1 givenli bir
sekilde tekrarlayabilmek igin hiicre hatlarinin stoklanmasi gereklidir. Hicreleri korumak igin
en uygun yontem -86 °C derin dondurucuda ya da -196 °C'de sivi azot tanklarinda
dondurmaktir. Dondurulmus hiicreler, 6zelliklerini degistirmeden bu sekilde uzun siire

stoklanabilir.

Kriyoprotektan olarak kullanilan Dimetilsiilfoksit (DMSO) ya da gliserol gibi ajanlar,
dondurma islemi esnasinda hiicrenin organellerini korumak amaciyla kullanilir.
Dondurularak stoklanan hiicrelerden arastirma veya ¢ogaltmak i¢in yeni hiicre kiiltiirleri

hazirlanabilir, ancak ¢6zdiirme isleminin olabildigince hizli ve cabuk yapilmasi gereklidir.

Pasajlama igleminin ardindan, santrifiij yapilarak elde edilen hiicre peleti %90 FBS ve %10
DMSO ile hazirlanan hiicre stok ortaminda siispanse edildi ve 1 mL hacimde kriyotiiplere

aktarildi ve -86 °C'de derin dondurucuya yerlestirildi.

Cozulecek hicreler -86 °C'lik dondurucudan ¢ikar ¢ikmaz 37 °C'lik su banyosunda ¢dziilene
kadar (yaklasik 1-2 dakika) bekletildi. Daha sonra hiicre kultlri kabinda 37 °C'ye 1sitilmis 6

mL ortam Uzerine dikkatle pipetlendikten sonra ilave edildi.

3.1.4. Hucre sayimi

Hiicre siispansiyonunun yogunlugunu belirlemek icin hiicre sayimmi yapildi. Hiicreler
pasajlanirken, yeni kiiltiir i¢in istenen hiicre miktarini elde etmek igin bir hemositometrede
sayim yapildi. Saymm igin 10 pl hiicre suspansiyonu alindi ve tripan mavisi ile 100 pl'ye
tamamlandi. Karigim pipetle homojenize edildi. Hemasitometrenin iizerine bir lamel
yerlestirildi ve sayilacak hiicre siispansiyonu yandan pipetle bu ikisi arasina yayildi.

Hemositometrede 9 buyuk karedeki hiicre sayisi sayildi. Mililitre basina hiicre sayisini
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(hticre/mL) belirlemek igin asagidaki formil kullanildi:

Bu tez calismasi kapsaminda prostat kanseri hiicreleri tzerinde herhangi bir etkisinin olup
olmadigini kontrol etmek i¢in asagida kimyasal formiilleri ve molekiiler agirliklar1 verilen
bor bilesikleri kullanilmistir. Asagidaki sekillerde kullanilan bor bilesiklerinin kimyasal
isimleri ve temel ozellikleri gosterilmistir. Bor bilesikleri askorbik asit, laktik asit ve
salisilik asitin mono- ve di-ester sodyum tuzlari olarak sentez edilmistir. Bu yeni sentez bor

bilesikleri Manisa Celal Bayar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Hicre say1s1/mL = Hiicre miktar1 x Diliisyon oran (10) x 10%/ 9

3.1.5. D1, D3 ve D6 bor bileseklerinin 6zellikleri ve yapisi

Prof. Dr. Mehmet Korkmaz’dan temin edilmistir.

Na

Kimyasal formiil: C12H12,BO12Na
Molekiiler agirhigi: 382,03 g

Sekil 3.1. D1 (Bor askorbat diester sodyum tuzu)
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Kimyasal formil: C2sH40BO2:Na
Molekiiler agirligi: 714,36 g

Sekil 3.2. D3 (Bor laktoz diester sodyum tuzu)
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0

\
Na O\B/OH

/B\ Kimyasal formiil: C;HsBOsNa
O OH Molekiiler agirligi: 203,92 g

Sekil 3.3. D6 (Bor salisilat monoester sodyum tuzu)

3.1.6. Serum yoksunlugu ve madde (bor bilesikleri ve sentetik androjen (R1881))
uygulamalar

LNCaP hiicrelerini serum yoksunluguna birakmak amaciyla ilk olarak aktif karbon ile
muamele edilmis fotal dana serumu (CT-FBS; aktif karbonla (charcol treated) muamele
edilmis-FBS) hazirlandi. Bu amagla fotal dana serumuna %3 oraninda aktif karbon ilave
edildi. Daha sonra +4 °C'de karstirilarak bir gece inkiibasyona birakildi. Elde edilen
stipernatant, 4 °C'de 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi. Slpernatant tamamen berrak
olana kadar santrifujleme birkac kez tekrarlandi. Daha sonra slipernatant iki kez stizuldu ve
-20 °C'de saklandi.

Starvasyonlu orneklerinin  hazirlanmast ve hicreleri buylme faktorlerinden yoksun
birakmak i¢in LNCaP hiicreleri ilk olarak aktif karbonla muamele edilmis FBS igeren
RPMI ortaminda biiyiitiildii. Pasajlamadan 48 saat sonra hicreler bir kez PBS ile yikandi
ve %2 CT-FBS ortamina alindi. Daha sonra hiicreler %0,5 CT-FBS ortamina alinarak %35
CO; inkibatorinde 37 “C'de 24 saat inkibe edildi. Son olarak hicrelere 2,5 mM
konsantrasyonda 48 saat sireyle bor bilesikleri uygulandi. 48 saatlik bu uygulama siiresinin
24. saatinde 10 nM sentetik androjen R1881 uygulamasi yapildi. BOylece starvasyon
yapilan LNCaP hicrelerinde 48 saat sureyle bor bilesikleri ve 24 saat slreyle androjen

uygulamasi yapilmis oldu.

Starvasyonsuz ornekleri hazirlamak igin LNCaP hicreleri, %60 yogunlukta 10 cm'lik hiicre
kiltiirti kaplarina aktarildi. Hucrelerin ortami pasajlamadan 48 saat sonra degistirildi ve
2saat sonrasinda 0,5-1-2,5 mM konsantrasyonlarda 48 saat slireyle bor bilesikleri uygulandi
ve 37°C'de %5 CO2 inkubatoriinde 48 saat inkiibe edildi.
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3.1.7. Sitotoksisite analizleri (MTT)

Sitotoksisite analizleri icin kolorimetrik bir yontem olan MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difenil-tetrazolyum bromiir) olusumu o6lgiildii. Steril PBS tamponunda hazirlanan 5 mg/mL
MTT stok soliisyonu, biiylime ortami ile kullanimdan hemen 6nce 1:10 oraninda seyreltildi
ve hucrelere 0,5 mg/mL eklenerek belirlendi. %5 CO> inklbatoriinde 37 °C'de 4 saatlik
inkiibasyonda birakildi. Ardindan MTT igeren ortam uzaklastirildi ve olusan formazan
kristalleri 200 uL %100 DMSO iginde ¢ozlndurildu. DMSO igerisinde ¢ozulen renkli
formazan kristalleri 570-690 referans degerlerinde bir mikroplaka okuyucu ile 6lgiildi. %
hiicre canlili§i, madde ile muamele edilmis hiicrelerin absorbansi / kontrol hiicrelerinin
absorbansit olarak hesaplandi. Sonuglar Microsoft Excel (XP) ve GraphPad yazilimi
vasitasiyla grafiksel olarak degerlendirildi, her bir maddenin ICsp degeri (hiicre

proliferasyonunu %50 inhibe eden konsantrasyon) hesaplandi.

3.2. Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Gercek zamanli PCR, RNA'nin ters transkripsiyon yoluyla cDNA'ya doniistimiinii, ardindan
ilgili genleri ¢cogaltmak ve saptamak igin birkag PCR dongusini icerir. Sonuglar, SYBR-
green veya Tagman problar kullanilarak 'gercek zamanli' olarak elde edilebilir. qPCR
analizi, rolatif kantitasyona dayanir, bu nedenle deney bir kontrol 6rnegi de icermelidir.
Normalizasyon icin, analiz edilecek gen ile birlikte bir housekeeping geninin de amplifiye

edilmesi gerekir.
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3.2.1. Materyal

1,5 mL’lik Eppendorf tlpler (RNase icermeyen)
Otomatik pipetler (1-10, 20-200 ve 100-1000 puL)
Pipet uglar
Santrifuj (Eppendorf, centrifuge, 5415 D)
SYBR Green
dH20
cDNA
Primerler

— HPN (TMPRSS1)

— PRSS8

— TMPRSS2

- TP53

- MMP9

- MMP2

- MMP 12

- AR

— KLK 3 (PSA)

— GAPDH

- TBP
e RT-PCR Cihazi (CFX-Connect, Bio-Rad)
e TriPure™ RNA Isolation Kiti

—  TriPure Isolation Reagent (Trizol)
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—  Kloroform

—  lzopropanol

— %75 Etanol

—  RNase-free water
—  Sogutmali santrif(j
—  Mikrosantriftj

—  Vortex mixer

—  Santrifuj tuplar

e BioRad’s iScript™ Revers Transcription Supermix
— dH0
— Master Mix

Ornek Setleri

— 1.Set (Starvasyonsuz)

Kontrol

2,5mM D1

2,5mM D3

2,5 mM D6

— 2. Set (Starvasyonlu)

Kontrol 5. R1881
D1 6. D1+R1881
D3 7. D3+R1881
D6 8. D6+R1881
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3.2.2. RNA izolasyonu

LNCaP hicrelerinden RNA izolasyonu, TRIPURE izolasyon reaktifi ile RNA izolasyonu

protokolii kullanilarak yapildi.

Hicreler enjektdrler kullanilarak parcaland: (fiziksel parcalama);
Ornek tuplerine 1 ml tripure reaktifi eklendi;
Insiilin enjektorleri yardimiyla ornekler homojen hale getirildi. Her 6rnek tipi 10
saniye vortekslendi;
Tuplere kloroform eklenerek 5 dakika beklendi;
20000 rpm’de, 4 °C’de 20 dakika santrifujlendi;
Santrifujden sonra 3 faz olustu:
» 1.FAZ (Sulu faz): RNA igerir (renksizdir);
» 2.FAZ: DNA icerir (beyaz renklidir);
» 3.FAZ (Organik faz): Protein icerir (kirmizi renktedir);

RNA izolasyonu i¢in 1. fazdan olusan stipernatant yeni tuplere aktarildi;

Yeni tliplere 500 pl izopropanol eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi;
12000 rpm’de, 4 °C’de 10 dakika santriftjlendi. Stpernatant atilds;

Olusan ¢Okeltilerin tzerine 1 ml %75 EtOH eklendi;

7500 x g’de 4 °C’de 5 dakika satriftjlendi;

Santrifij sonrasi olusan slipernatant atilds;

57 °C’ de 5 dakikalik inkube edilerek EtOH ucuruldu;

Kalan ¢okeltiye RNAse free su ilave edildi ve pipetaj yapilds;

Nanodropta 260/280 nm’de 6l¢cim yapildi.
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3.2.3. cDNA sentezi

LNCaP hiicrelerinden

izole edilen RNA'ar,

BioRad iScript Reverse Transkripsiyon

Supermix Kit protokoline gdre cDNA'ya cevrildi.Elisyon Tamponu kor olarak kullanildi.

Konsantrasyon = nanogram / pl

1 nanogram = 107 g

Her 6rnek igin 6rnek hacmi 2 pg RNA olarak alindiktan sonra, son hacim 15 pl'ye

elde etmek icin gerekli miktarda dH20 ilave edildi.

Daha sonra tiim orneklere 4 ul reaksiyon karisimi ve 1 pl revers transkriptaz enzimi

ilave ederek toplam reaksiyon hacmi 20 pl'ye tamamlanda.

Kisa bir santrifiijden sonra drnekler, gerekli reaksiyon kosullarini saglamak i¢in bir
PCR cihazina konuldu.

RNA orneklerinden cDNA sentezi icin 6rnekler 25 °C'de 5 dakika, 42 °C'de 30 dakika
ve 85 °C'de 5 dakika inkiibe edildi.

cDNA'lar -20°C'ye konuldu.

3.2.4. Real-Time PCR

Cizelge 3.1'de belirtilen 11 genin ekspresyon profilleri, sablon olarak LNCaP hiicrelerine

uygulamalardan sonra elde edilen cDNA'lar kullanilarak RT-PCR amplifikasyonu ile analiz

edildi.

Cizelge 3.1. Real-Time PCR’da ekspresyon profilleri analiz edilecek genler.

GEN GEN ISMi KODLADIGI PROTEIN
P1 HPN Hepsin Serine protease hepsin
(TMPRSS1)
P2 PRSS8 Serine Protease 8 Prostasin
P3 | TMPRSS2 | Transmembrane protease serine | Transmembrane protease serine

2

2
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Cizelge 3.2. Real-Time PCR’da ekspresyon profilleri analiz edilecek genler (devam)

P4 TP 53 Tumor protein 53 Cellular tumor antigen p53
P5 MMP9 Matrix metallopeptidase-9 Matrix metalloproteinase-9
P6 MMP2 Matrix metallopeptidase-2 Matrix metalloproteinase-2
P7 MMP12 Matrix metallopeptidase-12 Matrix metalloproteinase-12
P8 AR Androgen receptor gene Androgen receptor

P9 KLK3 (Kallikrein Related Peptidase 3) Prostate-specific antigen

(PSA) Prostate specific antigen
P10 | GAPDH Glyceraldehyde-3-Phosphate Glyceraldehyde-3-phosphate
Dehydrogenase dehydrogenase
P11 TBP TATA-Box Binding Protein TATA-Box Binding Protein

Bir reaksiyona 10 pl hacim uygulandi.
Reaksiyon bagina 5 pl SYBR-Green master mix (2X) ve 1 pl cDNA kullanildi.

F+R primerler icin ; 1 pl primer ve 3 pl dH20 kullanild:.

PCR amplifikasyonu

1.Denaturasyon;
95 °C’de 3', 1 dongu

2. Amplifikasyon;

95 °C’de 3 dk, 95 °C’de 10 sn, 58 °C’de 10 sn, 72 °C’de 10 sn; 45

doéngl

3. Cift zincirin agilmasi
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=  Amplifikasyon basamagindaki her donguden sonra 95 °C'de 30 sn.

— Sogutma;

— Amplifikasyon sonunda gen ekspresyonundaki degisikliklerin miktarin1 (katlar
halinde) belirlemek icin erime egrisi ve relatif kantitasyon analizleri, referans genler
(housekeeping gens) olarak TATA-Binding Protein (TBP) ve Gliseraldehit-3-Fosfat

= 37°C'de10sn

Dehidrojenaz (GAPDH) kullanilarak yapilda.

3.3. Western Blot (Immiinoblotlama)

Western blot, bir protein karigimi arasindan spesifik protein molekullerini saptamak igin
kullanilan bir molekiler biyoloji yontemidir. Bu karisim ayni zamanda hedef proteinlerin

belirlenmesine yardimci olan sentetik veya hayvan kokenli antikorlari da igerir.

3.3.1. Materyal

¢ Modifiye RIPA tamponu:

10 mM’lik trizma baz, pH degeri = 8.0 (Sigma- T5941)
%0,1 konsatrasyonlu SDS (Sigma- L4390)

%1 konsatrasyonlu triton x-100 (Sigma- T8787)

%0,1 konsatrasyonlu sodyum deoksikolat (Sigma- D6750)
1 mM’lik EDTA (Sigma- K5134)

1 mM’lik EGTA (Sigma- E3889)

140 mM’lik NaCl (Sigma- S3014)

e Proteaz inhibitorleri;

PIC (14X; roche cocktail);

NaF (Final konsantrasyon 1mM, stok 30X),

NaVOs (Final konsantrasyon 1mM, stok 100X),
PMSF (100 X hazir stok, Final konsantrasyon 1mM)
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e Fosfataz inhibitori (Roche cocktail, hazir stok, 20X)

e NaF 100X (100mM), (Merck- B815549 606)

e NaVO03 100X (200mM) (Fluka- 72060)

e PMSF 100X (100 mM) (Fluka- 93482)

e BCAKit (Sigma- 088K6138)

e Kuvars kuvet (Hellma- 105.202QS)

e Izopropanol (Izopropil alkol) (Merck- K35707095 607)

e Metanol (saf) (Merck, K34212908503)

e %30 akrilamid karisimu icin gereken kimyasal malzemeler:
— %29 akrilamid (Sigma- A9099)
— %21 N, N- metilenbisakrilamid (Sigma- M2022)

karisimi hazirlanirken filtre edildi ve gazi alinarak kullanildi.
e 4X SDS-PAGE ayirma jel tamponu igin gereken kimyasal malzemeler:
— 1.5 M trizma baz (pH degeri = 8,8) (Sigma- T5941)
—  %0,4 konsantrasyonlu SDS (Sigma- L4390), pH 8,8
e 4X SDS-PAGE depolama jel tamponu icin gereken kimyasal malzemeler:
— 0,5 M trizma baz (pH degeri = 6,8) (Sigma- T5941)
—  %0,4 konsantrasyonlu SDS (Sigma- L4390), pH 6,8
¢ %10 konsantrasyonlu amonyum persulfat solisyonu (Sigma- A9164)
e TEMED (Sigma- T9281)
e 1L hacim igin SDS-PAGE jel 10X yiiriitme tamponu (1X olarak kullanilir) i¢in gereken
kimyasal malzemeler:
— 30 gram trizma baz (Sigma- T6066)
— 144 gram glisin (Biochemika/FLUKA- 50046)
— 10 gram SDS (Sigma- L4390)
e 4Xyukleme tamponu igin gereken kimyasal malzemeler:
— 40 mM’lik trizma baz (pH 8.0) (Sigma- T6066)
—  0.4mM’lik EDTA (Sigma- K5134)
— %4 konsantrasyonlu SDS (Sigma- L4390)
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— %20 konsantrasyonlu gliserol (Sigma- G5150)
— Brom fenol mavisi (Merck- L54971322525)
e 1L hacim igin SDS-PAGE jel 10X transfer tamponu igin gereken kimyasal malzemeler:
— %20 konsantrasyonlu metanol (Merck- K34212908503)
— 30 gram trizma baz (Sigma- T6066)
— 144 gram glisin (Biochemika/FLUKA- 50046)
e Beta-merkaptoetanol (Sigma, M3148)
e 10 X TBS (pH degeri = 7.6), toplam hacim 1L
— 12,1 gram trizma baz (Sigma, T6066)
— 80 gram NaCl (Sigma, S3014) TBS-T i¢in
1X TBS icine %0,1 konsantrasyonlu Tween 20 (Sigma, E1383) eklenmustir.
e Yagli olmayan st tozu
e BSA (Bovine serum albumin) (USB- 10857)
e Anti-rabbit IgG horse-radish peroksidaz (HRP) (Biorad)
e Anti-mouse IgG horse radish peroksidaz (HRP) (Biorad)
e [3-Aktin antikoru (Cell signaling, 4967)
e PSA antikoru (Proteintech, 10679-1-AP)
e GAPDH antikoru (Ambion, AM4300)
e AR antikoru (Proteintech, 22089)
e MMP-2 antikoru (Proteitech, 10373)
e MMP-9 antikoru (Proteintech, 10375)
e TIMP antikoru (ABBIOTEC, 250884)
e Clarity Western ECL Substrat Kit (Biorad, 1705061)
e Hiucre kaziyicilar (Cell Scraper- TPP 9903, Isvigre)
e Sogutmali santriflij cihazi, +4 °C (Sigma- B6916)
e Santriflj cihaz1 (Eppendorf, 5415D ve 5415R)
e Blok sitict (Grant- QBA2)
e Spektrofotometer cihazi (Amersham- Ultraspec 1100 pro.)
e WB Ydritme aparat1 (C.B.S. Scientific- MGV202)
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WB Transfer aparati1 (BioRad)
Whatman kagitlar
PVDF (Polyvinylidene fluoride) transfer membranlari (Roche- 03010040001)
Shaker (Heidolph- ROTAMAX 120)
1-10, 20-200 ve 100-1000 ul’ lik otomatik pipetler (Brand- TransferpetteS)
Otoklavlanmuis pipet u¢lar1 (VWR)
Eppendorf tipler (Grainer)
Ornek Setleri
— 1.Set (Starvasyonsuz)

Kontrol 7. 1mM D3

R1881 8. 2,5mM D3

0,5mM D1 9. 0,5mM D6

1 mM D1 10. 1 mM D6

2,5mM D1 11. 2,5 mM D6

0,5 mM D3

© o k~ w e

— 2. Set (Starvasyonlu)
1. Kontrol
2.D1
3.D3
4.D6
5.R1881
6.D1+R1881
7.D3+R1881
8.D6+R1881
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3.3.2. Protein izolasyonu

Protein izolasyonu, immiinoblot deneylerinde kullanilmak iizere hiicrelerden RIPA ile

modifiye edilmis tampon kullanilarak yapildi. Bu amacla;

e Besiyeri ¢ikardiktan sonra hiicreler bir kez soguk PBS ile yikandi.

e Hicreler tzerine RIPA Modified Lysis Buffer ilave edilerek (0,5 mL = 10’
cells/200mm petri/ 150 cm? flask; 0,25 mL =» 10° cells/ 60 mm petri/ 75 cm? flask)
hiicreler bir kaziyici1 yardimiyla kazindi ve pipetleme yapilip ependorf tiiplerine
aktarildi (tim bu islemler buz tizerinde gergeklestirildi).

e Ornekler ara sira karistirilarak 45 dakika buz tizerinde inkiibe edildi.

e Tamamen hiicre par¢alanmasi/homojenizasyonu igin 10 dk’ da bir 10 saniye
vorteks iglemi yapildi.

e Ornekler +4° C’de 12000 rcf’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant toplam hiicresel
protein olarak yeni ependorf tiiplerine aktarildi (protein lizati 6rnegi).

e BCAtayini ile protein 6l¢cimu yapildi.

3.3.3. Protein miktarinin belirlenmesi

Elde edilen lizatlardaki protein miktari, asagidaki protokole gére BCA protein miktari

Olciim kiti kullanilarak belirlendi.

1 pl protein lizat 6rnegi, Eppendorf tiiplerinde dagitilan 149 ul RIPA tamponu
uzerine ilave edildi.

e Tim ornekler icin toplam BCA galisma reaktifi karisimi hazirlandi, 6rnek basina
75 pl QA, 75 ul QB ve 3 pl QC vortekslendi ve 6rnek basia 150 pl Eppendorf
tiiplerine dagitildi.

e Kor olarak protein lizati icermeyen RIPA tamponu kullanild.

o Vorteksleme ve kisa santrifiijlemeden sonra tupler 60 °C'de 1sitma blogunda 1 saat
inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonunda kisa bir santrifiljden sonra drneklerin oda sicakligina gelmesi
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saglandi ve spektrofotometrede 562 nm'de absorbans dlgtimleri yapildi.

e Elde edilen absorbans degerleri referans deger ile normalize edilerek protein

miktarlart pg/ul olarak belirlendi.

3.3.4. Proteinlerin SDS-PAGE ile ayrilmasi

SDS-PAGE, proteinleri molekiiler agirliklarina gore ayirmak igin kullanilan analitik bir
tekniktir. SDS-PAGE'de, sodyum dodesil silfat (SDS, sodyum lauril stlfat olarak da
bilinir) ve poliakrilamid jel kullanimi, yap1 ve yiikiin etkisini biiyiik miktarda ortadan

kaldirir ve proteinler sadece polipeptit zincir uzunluguna gore ayrilir.

3.3.5. Jel hazirlama

e SDS-PAGE cihazinin camlari sirasiyla dH20-etanol-izopropanol ile silinir ve cam ve
ayiricilardan olusan cihaz jelin dokiilmesine hazir hale getirilir.

e Jel konsantrasyonu, proteinin molekiler agirligina gore secildikten sonra, bir ayirma

jeli hazirlanir ve aparata dokiiliir (hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilir).

e Ust ylizey izopropanol ile kapanir ve donmas: igin 30-40 dakika beklenir.

Cizelge 3.3. Protein molekuler agirligina gore jel konsantrasyon ylzdeleri.

Protein Biiytikligi (kDa) Jel Yuzdesi (%)
4-40 20
12-45 15
10-70 12
15-100 10
25-200 8

e Izopropanol, donmus ayirma jelinden uzaklastirilir.

e Depolama jeli (stacking) hazirlanir ve aparata dokiiliir, tarak yerlestirilir ve donmasi
icin 30-40 dakika beklenir.

e Camlar yiritme aparat1 (izerine yerlestirilerek alt ve st hazneler ylritme tamponu
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(1X SDS-PAGE Running Buffer) ile doldurulur.

e Ylrlme aparatinin Uzerine camlar yerlestirilir ve (st ve alt hazneler ylritme tamponu
(1X SDS-PAGE Running Buffer) ile doldurulur.

e Tarak, donmus jelden nazikge ¢ikarilir ve kuyularda kalan jel parcalari, yiilklemeden

Once tamponla temizlenir.

Cizelge 3.4. Ayirma jeli bilesenlerinin farkli ylzde degerleri i¢in oranlari.

Ayirma Jeli (10 mL) %6 %8 %10 %12 %15
dH20 54mL [47mL| 41mL | 34mL | 24mL
%30 akrilamid mix 2,0 2,7 3,3 4 5
4x ayirma jeli tamponu 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
%10 APS 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
TEMED 0,008 0,006 0,004 0,004 0,004

Cizelge 3.5. Farkli yiizde degerleri igin depolama jeli bilesenlerinin oranlari.

Ayirma Jeli (10 mL) 10mL | 5mL | 2,5mL
dH20 (mL) 5,7 285 | 1,425

%30 akrilamid mix (mL) 1,7 0,85 0,425

4x depolama jeli tamponu (mL) 2,5 1,25 0,625
%10 APS (mL) 0,1 0,05 0,025
TEMED (mL) 0,010 | 0,005 | 0,005

3.3.6. Ornek hazirlama

e Protein 6rneklerinden 100 pg proteine esit hacim alinir ve dH20O ile 20 pl'ye

tamamlanir.

e Biranyonik denatlrasyon deterjani olan Sodyum Dodesil Stlfat (SDS) iceren 7.5
ul 4X Yikleme Tamponu (4X Loading Buffer) 20ul 6rnek solisyonuna eklendi

(kullamimdan Once gerekli hacimdeki 4X yikleme tamponuna %10 beta-
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merkaptoetanol eklenir ve kisa bir santrifiij yapilir).
Hazir olan 6rnekler 95-100 °C’de 5 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyondan sonra numuneler hemen buz iizerine yerlestirilir.

3.3.7. Proteinlerin jele yiklenmesi ve jelde ylritme

Buz tizerinde bekleyen érnekler kisa bir santrifllj isleminden sonra 25 pl hacimde
jele yiklenir.

Protein boyutunu belirlemek ve elektroforetik yiiriiytisii izlemek igin 5 pl
molekiiler agirlik markori bir kuyucuga yiklenir.

Ust hazne elektrotu katot (-) ve alt hazne elektrotu anot (+) olacak sekilde

baglantilar yapilarak jel yiirlitme islemi baslatilir (80V'de ~3-4 saat)

3.3.8. Jelden membrana transfer

Transfer icin jel boyutundan daha buyik 4 adet whatman kagidi ve bir jel
boyutunda PVDF membran kesilir.

Ik olarak 1X transfer tamponuna batirilmis stingerlerden biri Western-blot
sandvig¢ aparatinin (-) kutbuna (siyah kapak tizerine) yerlestirilir.

1x transfer buffer ile nemlendirilmis 2 adet whatman kagidi stingerin Utzerine
yerlestirilir.

Jel, whattman kagitlar1 Uzerine uygulama seklinin tersi yoniinde yerlestirilir.
Metanol ile nemlendirilmis PVDF membran jel Gizerine dikkatlice yerlestirilir (jel
ile membran arasinda hava kabarcig1 kalmayacak sekildedir).

2 transfer tamponu ile nemlendirilmis whatman kagidi tekrar membran {izerine
yerlestirilir.

Son olarak whattman kagitlarinin izerine 1slak sunger konularak aparat hazir hale
getirilir.

Sandvig aparati, jeldeki proteinlerin membrana (negatif kutuptan pozitif kutba)
aktarilabilmesi i¢in transfer aparatina yerlestirilir.

1X transfer tamponu transfer aparatina dokiiliir ve aparatin kenarlarina sogutma

bloklar1 yerlestirilir. Gece boyunca +4'te 90-120 mA'da transfer gergeklestirilir.
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3.3.9. Antikor isaretlemesi

e Western blot aparatindan ¢ikarilan membran, nazikg¢e ¢alkalanarak 2 kez TBS-T ile
kisaca yikanir.

e Bloklama solusyonu (TBS-T iginde %S5 siit tozu) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edildi.

¢ Bloklamadan sonra membran TBS-T ile kisaca 2 kez yikanr.

e Primer antikor ¢ozeltisi, %0,5 siit tozu iceren TBS-T (10 mL) i¢inde uygun dillisyonda
hazirlanir ve hafifce karistirilarak gece boyunca +4 °C'de membran primer antikor ile
inkiibe edilir. Primer antikorlar islemden sonra saklanabilir.

e Membran TBS-T ile 2 defa kisaca, 1 defa 15 dakika ve 3 defa 5 dakika olacak sekilde
yikanur.

e Ardindan sekonder antikor sollisyonu %0,5 siit tozu iceren TBS-T icerisinde (10 mL)
uygun dilisyonda hazirlanir ve membran sekonder antikor ile oda sicakliginda 1 saat
inkdbe edilir.

e Membran TBS-T ile 2 defa kisaca, 1 defa 15 dakika ve 3 defa 5 dakika olacak sekilde

yikanir.

3.3.10. Bantlarin gorunttlenmesi

e HRP enzim etiketli sekonder antikor ile tedavi edilen zarlarin kemiliiminesansi,
The Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad) Kiti kullanilarak yapildi. Substrat
olarak kullanilan Luminol, uyarilmis iiriin 3-aminoftalat olusturmak i¢in HRP ve
H202 varliginda oksitlenir. Bu iiriin 425 nm'de yayar. Bu parilt1 sadece enzim-
substrat reaksiyonu sirasinda meydana gelir. Baska bir deyisle, gecici ve sinirl bir
stire icinde gdzlemlenebilir. Substratin son derece yogun sinyal ¢ikisi, antijeni
pikogram seviyesinde tespit etmeyi miimkiin kilar. Sinyalin hassasiyeti,
yogunlugu ve siiresi fotograflanarak kolayca belirlenir.

e Clarity Western ECL Substrate ¢alisma soliisyonlari, membran basina 3 ml'de 1:1
oraninda karistiritlir ve goriintiilemeden hemen Once taze olarak hazirlanir.

Goriintiileme sirasinda membran hazirlanan substrat soliisyonu ile direkt 1giktan
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kacinarak 1 dakika inkibe edilir.

Kemiluminesans goruntuleme icin Vilber Lourmat FX-7 cihaz1 (Thermo)
kullanildi.

Cihaz ve cihaza bagl bilgisayar ¢aligtirilarak FX-7 yazilimi kullanild.

Kamera sisteminin sogutma islemini tamamlamasi1 beklendikten sonra cihazin
odak ayar1 yapilarak kemiliiminesans goriintiilemeye baslandi.

Tum ayarlamalar yapildiktan sonra membran cihazin masasina yerlestirildi ve

goriintiileme siireleri saniye ve dakika olarak se¢ilerek fotograflandi.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksite Sonuclari (MTT)

Bu tez calismasinda, sentezlenen bor bilesiklerinin sitotoksik veya antiproliferatif
etkilerini doza bagl olarak incelemek i¢in MTT ile sitotoksisite denemeleri yapilmistir.
Ayrica etkinliklerinin optimum konsantrasyon degerleri (ICso degerleri) incelenmistir.
Optimum LNCaP hiicre sayist (10x103 hiicre/kuyu) belirlenerek 96-kuyucuklu kulttr
kaplarina ekildi ve bor bilesikleri 0,1-0,25-0,5-0,75-1-2,5-5-7,5 mM konsantrasyon
degerlerinde 48 saat sireyle uygulandi. Sonuglar, 570-690 nm dalga boylarinda

spektrofotometrik 6l¢iimle elde edildi. Denemeler en az 3 kez tekrarlandi.
LNCaP

100

80
60
40
20

Kontrol 0,1 mM 0,25 mM 0,5 mM 0,75 mm 1mM 2.5mM 5mM 7.5 mM

% CANLILIK

=D1 100 1114 95,9 66,5 53,2 45,4 28,7 18,4
mD3 100 105,5 100 93,9 90,3 85,8 68,9 63,5 50,5
D6 100 115,2 103,1 103 91,6 745 713 52,5 313

Sekil 4.1. LNCaP hiicre hattinda {i¢ farkli bor bilesiginin konsantrasyona bagli olarak
hiicre canliligina etkisi.

Sekil 4.1'den de goriilecegi gibi, MTT deneyinden elde edilen sonuglar incelendiginde,
sirastyla D1, D3 ve D6 olmak Uzere U¢ bor bilesiginin hepsinin konsantrasyona bagl
olarak LNCaP hcrelerinde hiicre canliligin1 azalttigi belirlendi. Hiicre canlilig:
Uzerindeki en ylksek anti-proliferatif etki D1 bilesigi igin kaydedildi. 48 saat sure igin
D1, D3 ve D6 bilesikleri i¢in sirasiyla 1Cso degerleri 1,1, 7,5 ve 5,2 mM olarak
belirlendi. Farkli konsantrasyonlarda hiicre canlilig1 tizerindeki etkililik farkliliklarma
ragmen, ¢ bilesigin hepsi birden hiicre canliliginm1 ve proliferasyonunu azaltma

potansiyeli gosterdi.
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4.2. gPCR sonuglari

Prostat kanseri gelisimi ve ilerlemesinde yer alan molekuler yolaklarin 6nemli bir pargasi
olan PSA ve AR gibi genlerin ekspresyonlariin 6l¢limii, Quantitative Real Time PCR
reaksiyonu olarak da bilinen qPCR yontemi ile tamamlandi. Bu amacgla LNCaP
hlcrelerine 2,5 mM konsantrasyonda 48 saat stireyle D1-D3-D6 bor bilesigi uygulamasi
yapildi. Daha sonra RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gergeklestirildi. gPCR igin
Cizelge 3.1’ de bahsedilen primerler kullanildi. Amplifikasyondan sonra elde edilen Ct
degerleri, gen ekspresyonundaki degisikliklerin (kat degisiklikleri) olglimii igin
kullanildi. Ayrica referans genler olarak TBP ve GAPDH kullanildi. Analizden elde
edilen sonuclar grafiksel olarak gosterildi. Oncelikle starvasyonsuz setin analizi yapildi.
Farkli bor bilesiklerinin ve konsantrasyonlarinin dokuz farkli gen ifadesi {izerindeki

etkileri asagidaki grafiklerde gosterildi.

gPCR
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0
00 e N =
-10,0 { !
-20,0
-30,0

KAT DEGISIKLIGI

2,5mMD1 2,5 mM D3 2,5 mMD6
mAR 2,9 1,8 64
®KLK 3 (PSA) 195 6,7 6,2
TP 53 52,0 11,5 19,4

Sekil 4.2. Bor bilesiklerinin AR, KLK 3 (PSA) ve TP53 genlerinin mMRNA miktarlarina
etkisi.
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Sekil 4.2°’den genel olarak AR ve PSA genlerinin gen ekspresyonunun farkli bor
bilesikleri varliginda belirgin bir bigimde azaldig1 sonucuna varilabilir. Ote yandan,

TP53 seviyelerinin ise arttig1 belirlenmistir.

Bor bilesikleri arasindaki farkliliklar incelendiginde AR seviyesini yaklasik 6,4 katlik
bir azalis ile en etkili bigimde diisiiren bilesigin D6 oldugu goézlenirken, D1 ve D3
bilesiklerinin sirasiyla 2,9 ve 1,8 katlik bir azalmaya yol ac¢tig1 saptandi. Borun bir serin
proteaz inhibitoru olarak fonksiyon gdstermesi ile uyumlu olarak uygulanan tim bor
bilesikleri varliginda PSA mRNA seviyelerinin de azaldigi belirlendi. AR genindeki
azalisin aksine PSA geninde en yiiksek asagi regiilasyon etkisi D1 bilesigi varliginda
19,5 kat olarak goézlendi. Bununla birlikte D3 ve D6 bilesikleri i¢in de sirasiyla 6,7 ve
6,2 katlik azaliglar oldugu gozlendi. Sonug olarak starvasyonsuz kosullarda tek baslarina
uygulan tiim bor bilesiklerinin AR mRNA seviyelerini ve buna baglh olarak da hedef
genlerinden biri olan PSA mRNA seviyelerini etkili bir sekilde azalttig belirlendi.

Bor bilesikleri varliginda AR ve PSA genlerinde gozlenen azalislarin aksine, TP53
geninin mRNA seviyesini arttig1 belirlendi. Ozellikle D1 bilesigi ile yaklasik olarak 52
katlik artis gosteren TP53 mRNA seviyesinin, D3 ile 11,5 kat ve D6 ile de 19,4 kat
arttigi saptandi. Tim kat degisiklikleri goz Oniine alindiginda D1 ve D6 bor
bilesiklerinin benzer etkiler gosterirken, D3 bilesginin 2,5 mM konsantrasyonda
etkinliginin daha az olabilecegi sonucuna varildi.

gPCR

=
— -60
2
o
O] 0
i
Q
b -10
4
-120
-14 0
es 2,5mM D1 2,5 mMD3 2,5 MM D6
m MMP 2 A%y 1,9 12,7
B MMP 9 2,6 1,4 6,2
= MMP 12 5,0 -6,5 13,7

Sekil 4.3. Bor bilesiklerinin farkli MMP genlerinin mMRNA miktarlarina etkisi
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AR ve PSA mRNA seviyelerinin incelenmesinin ardindan MMP2, MMP9 ve MMP 12
olmak tizere farkli MMP genlerinin mRNA seviyeleri yine 2,5 mM konsantrasyonda 48
saat siireyle uygulanan bor bilesikleri varliginda incelendi. Sekil 4.3'te goriildigi gibi,
bor bilesikleri varliginda incelenen tim MMP genlerinin mMRNA seviyelerinde azalislar
oldugu gozlendi. MMP2 mRNA seviyesinde D1 bilesiginin 11,1 kat, D3 bilesiginin 1,9
kat ve D6 bilesiginin ise 12,7 kat bir azalisa yol actigi saptandi. MMP9 mRNA
seviyesinde D1 bilesiginin 2,6 kat, D3 bilesiginin 1,4 kat ve D6 bilesiginin ise 6,2 kat
bir azalisa yol actig1 belirlendi. Son olarak MMP12 mRNA seviyesinde D1 bilesiginin 5
kat, D3 bilesiginin 6,5 kat ve D6 bilesiginin ise 13,7 kat bir azalisa yol actig1 gozlendi.
D3 bilesigi varliginda MMP2 ve MMP9 seviyelerinde 2 katin tlizerinde bir degisiklik
gbozlenmezken, MMP12 seviyesinin 6,5 kat olmak {izere belirgin bir bigimde azaldig1
belirlendi. AR ve PSA seviyelerindeki etkilerine benzer sekilde D1 ve D6 bilesiklerinin
D3’e oranla MMP seviyelerinin regiile edilmesinde daha etkili olduklar1 g6zlendi. Her
tic bor bilesiginin gosterdigi etkiler gbéz Oniine alindiginda ise MMP mRNA

seviyelerinin baskilanmasinda en etkili bilesigin D6 oldugu sonucuna varildu.

gPCR
— =
T
=
Z
D
d
Q
i—
S
2,5 mM D1 2,5mM D3 2,5 mM D6

mHPN (TMPRSS1) -25,6 1,9 21

mPRSS8 -10,0 35 FiF

TMPRSS2 -3,8 2,0 -3,7

Sekil 4.4. Bor bilesiklerinin farkli serin proteaz genlerinin mRNA miktarlarina etkisi
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Son olarak starvasyonsuz normal kosullarda farkli serin proteaz genlerinin mRNA
seviyeleri gPCR metodolojisi ile incelendi. Sekil 4.4’te elde edilen grafik gdz Oniine
alindiginda, beklenildigi sekilde bor bilesikleri varliginda serin proteaz gen ekspresyon
seviyelerinde azalislar oldugu gozlendi. Ozellikle D1 bor bilesiginin oldukca etkili
oldugu ve HPN, PRSS8 ve TMPRSS2 proteazlarinin mRNA seviyelerini sirasiyla 25,6,
10 ve 3,8 kat azalttig1 saptandi. D3 bor bilesigi varliginda HPN ve TMPRSS2 genleri
icin 2 katin iizerinde anlamli degisiklikler gézlenmemsine ragmen, PRSS8 mRNA
seviyesinde yaklasik 3,5 katlik bir azalmaya yol a¢tig1 belirlendi. D6 bilesgi varliginda
sadece HPN mRNA seviyesinde 2,1 katlik artis oldugu gozlendi ancak yiiksek bir kat
seviyesi olmadigindan dolay1 bu degisiklik anlamli olarak kabul edilmedi. Bununla
birlikte D6 varliginda PRSS8 ve TMPRSS2’nin 7,7 ve 3,7 kat azaldig1 saptandi. Sekil
4.4°te belirlenen kat degisiklikleri dikkate alindiginda ise serin proteazlarin gen
ekspresyon seviyesinin azaltilmasinda en etkili rol oynayabilecek bilesigin D1 oldugu

sonucuna varildi.

Starvasyonsuz set igin bor bilesiklerin etkilerinin incelenmesinden sonra, starvasyonlu
sette ve androjen varliginda bor bilesiklerinin etkisiyle gen ekspresyonunda meydana

gelen degisiklikler sorgulanmaya caligilmistir.

qPCR
30,0
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10,0
— 0,0 — . — —
5] -
)
X -10,0
p2g
D
Py -20,0
=
g -30,0
-40,0
-50,0
-60,0
D1 D3 D6 R1881 D1+R1881 D3+R1881 D6+R1881
mAR -3,7 -1,5 -23,0 6,6 -1,2 -1,1 -50,0
KLK 3 (PSA) -2,3 -2,4 -3,9 13,5 -47,0 -44,7 -43,8
TP 53 53 3,5 3,8 3,1 2,4 3,9 21,9

Sekil 4.5. Bor bilesiklerinin ve R1881'in AR, PSA ve TP 53 gen ekspresyonu
seviyelerine etkisi.
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Sekil 4.5’te gosterildigi gibi, starvasyonlu kosullarda tek baslarina bor bilesiklerinin
etkisi incelendiginde starvasyonsuz kosullara benzer olarak tiim bor bilesiklerinin AR
ve PSA seviyelerinin azalttig1r bununla birlikte TP53 mRNA seviyesinde ise artisa yol
act1g1 gozlendi. Ozellikle AR ve PSA seviyelerinin azalmasinda sirastyla 23,6 ve 3,9 kat
olmak iizere en etkili bilesigin D6 oldugu belirlendi. TP53 seviyesinin artirilmasinda ise
5,3 katlik bir artis ile en etkin rolii D1 bilesiginin oynadig1 saptandi. R1881 varliginda,
AR ve PSA genleri i¢in sirasiyla 50 ve 43,8 katlik azaliglar olmak iizere en yiiksek
antagonistik etkiyi D6 bilesiginin gosterdigi belirlendi. D1 bilesigi varhiginda ise AR
icin 1,2 ve PSA i¢in 47 kat azalma oldugu gozlendi. Bununla birlikte starvasyonsuz
kosullarda etkinligi diger bor bilesiklerine gore daha az olan D3 bilesiginin,
starvasyonlu kosullarda ve R1881 varliginda o6zellikle PSA seviyesinin azalmasinda

etkin oldugu ve 44,7 katlik bir azalmaya neden oldugu belirlendi.

TP 53 geninin ekspresyon seviyesindeki degisiklikler incelendiginde ise R1881 ile
birlikte gozlenen 3,1 katlik artisin D1 ve D3 bilesikleri ile ¢ok fazla degisiklik
gostermedigi bununla birlikte D6 bilesigi varliginda bu artisin 21,9 kata yiikseldigi
gozlendi. Starvasyonsuz kosullarda elde edilen kat degisiklikleri sonucunda AR, PSA ve
TP53 genlerinin mRNA seviyelerinin diizenlenmesinde en etkin rol oynayan bilesigin

D6 olabilecegi sonucu varildi.

gPCR
10,0
0,0 — — I . — = .
-10,0
©
2 20,0
%
B 300
a
&
x -40,0
-50,0
-60,0
D1 D3 D6 R1881 D1+R1881 D3+R1881 D6+R1881
u MMP 9 -1,2 -1,1 -8,8 3,4 1,2 -2,4 -5,7
MMP 2 -3,7 -6,1 -39,6 3,4 -1,5 -12,7 -50,9
MMP 12 -5,7 -1,6 -16,0 1,9 -6,7 -7,1 -31,7

Sekil 4.6. Bor bilesiklerinin ve R1881'in farkli MMP’lerin gen ekspresyonu seviyelerine
etkisi.
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Sekil
etkisi.

MMP 9, MMP 2 ve MMP 12 olmak tizere ti¢ farkli MMP geninin starvasyonlu
kosullarda mRNA seviyelerindeki degisiklikleri goOsteren grafikten (Sekil 4.6),
starvasyonsuz kosullarda oldugu gibi, tek basma bor bilesiklerinin bahsedilen genler
Uzerinde azaltic1 bir etkiye sahip oldugu sonucuna varildi. Bununla birlikte starvasyonlu
kosullarda MMP12 seviyesininin belirgin bir bigcimde azalmasina yol agan D3 bilesiginin
starvasyonlu kosullarda ise sadece MMP2 mRNA seviyesini anlamli bir sekilde 6,1 kat
oraninda azalttig1 gozlendi. D1 ve D6 bor bilesikleri i¢in yaklasik olarak starvasyonlu ve
starvasyonsuz kosullada benzer azalislar oldugu ve ozellikle D6 bilesiginin MMP
genlerinin mRNA seviyesinin azaltmada tek basina oldukca etkin oldugu belirlendi. D6
bor bilesigi varliginda MMP 2, MMP 9 ve MMP 12 mRNA seviyeleri i¢in sirasiyla
39,6, 8,8 vel6 katlik azalislar oldugu saptandi.

R1881 uygulamasiyla birlikte literatiirdeki bilgiler ile uyumlu bir sekilde MMP 2 ve
MMP 9 ekspresyon seviyelerinin 3,4 kat artarken, MMP 12 seviyeside anlamli bir
degisiklik gozlenmedi. Bununla birlikte bor bilesiklerinin R1881’in etkisinin inhibe
ederek incelenen hedef MMP’lerin seviyelerinin ¢ok daha yiiksek oranda azalmalarina
yol actig1 belirlendi. MMP 2, MMP 9 ve MMP 12 mRNA seviyeleri i¢in sirasiyla 50,9,
5,7 ve 31,7 olmak {izere en yiiksek kat degisikligi D6 bilesigi varliginda gozlendi.

gPCR
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E -20
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-40
-60
-80
D1 D3 D6 R1881 D1 +R1881 D3+ R1881 D6 + R1881
mHPN (TMPRSS1) -1,2 -1,4 -1,2 2 1,7 1,1 -1,3
TMPRSS2 -2,1 -2,6 -1,4 2,5 -1,4 -1,7 -2
PRSS8 -1,8 -1,1 -1,8 33,1 -14,1 -54,1 -67

4.7. Bor bilesiklerinin ve R1881'in farkli TMPRSS’lerin gen ekspresyonu seviyelerine
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Son olarak starvasyonlu kosullarda serin proteaz genlerinin  mRNA seviyeleri
incelendiginde (Sekil 4.7), incelenen tiim hedef genler i¢in tek basina bor bilesikleri
varliginda 2 katin {izerinde anlamli degisiklikler olmadigi belirlendi. Ozellikle
starvasyonsuz kosullarda D1 bilesigi varliginda gozlenen yiksek orandaki Kkat
degisikliklerinin (25,6 ve 10 kat gibi), starvasyonlu kosullarda gerceklesmedigi
go6zlendi.

R1881 uygulamasi ile birlikte aragtirilan hedef genlerin tiimiinde belirli oranlar artiglar
oldugu belirlendi ve 6zellikle PRSS8 mRNA seviyesin de 33,1 katlik bir artig saptandi.
Incelenen serin proteaz genleri igin de oOnceki sonuglar ile uyumlu olarak R1881
varliginda bor bilesiklerinin etkinliginin arttig1 ve hedef genlerin mRNA seviyelerinde
yiiksek oranlarda azaliglara yol agtigi belirlendi. HPN ve TMPRSS2 genlerinde R1881
ile birlikte gézlenen artislarin bor bilesikleri ile birlikte asagi regiile edildikleri gozlendi.
Ozellikle PRSS8 geni igin gozlenen 33,1 kathik artisin; D1, D3 ve D6 bilesikleri
varliginda 14,1, 54,1 ve 67 kat azaldig1 saptandi. Bununla birlikte incelenen tiim hedef
serin proteaz genleri icin 6zellikle R1881 ile birlikte yine D6 bilesiginin en etkin rolii

oynadig1 sonucuna varildi.
4.3. Western Blot Sonuglar

Bu tez kapsaminda qPCR analizlerine ek olarak farkli bor bilesikleri olan D1, D3 ve
D6'min LNCaP hicrelerindeki AR ve serin proteaz proteinleri Gzerindeki etkisi de
arastirilmaya caligilmistir. Proteinler tizerindeki etkilerini test etmek igin, benzer sekilde
starvasyonsuz ve starvasyonlu hicre setleri kullanildi. Starvasyonsuz sete bor
bilesenlerinin her birinden 500 mM, 1 mM ve 2,5 MM olmak iizere farkh
konsantrasyonlarda 48 saat siireyle uygulama yapildi. Starvasyonlu set igin R1881
varliginda ve yoklugunda 2,5 mM konsantrasyonda 48 saat siireyle bor bilesikleri
uygulandi. Uygulamalardan sonra protein izolasyonu ve SDS-PAGE elektroforezi
yapildi. Farkli bor bilesiklerinin doz ve siire bagimli etkinlikleri Western blot teknigi
kullanilarak 6l¢iildii. Serin proteaz proteinlerinin ekspresyonundaki degisiklikler,
"Image J" programi kullanilarak analiz edildi. B-Aktin kullanilarak normalizasyon

yapildi ve veriler grafiksel olarak gosterildi.

Oncelikle bor bilesikleri varliginda prostat kanseri gelisimine katkis1 oldugu bilinen AR
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ve PSA protein diizeylerindeki degisimler, starvasyonsuz hucre setinden elde edilen

veriler kullanilarak aragtirildi.

Vv
-

PSA | S R -

o-ARTIN. | N o o o

Sekil 4.8. LNCaP hucrelerine ti¢ farkli konsantrasyonda U¢ farkli bor bilesigi uygulamasi
sonucunda prostat kanserine 6zgu proteinlerin (PSA ve AR) ifadelerindeki degisikliklerin
karsilastirmali analizi (B-AKktin ylkleme kontrolii amaciyla kullanilmustir).
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Kontol |Rda8a mM mM mM mM mM mM mM mM mM
mAR 1 3,4 -3,3 -5,9 -6,1 -51 -51 -6,8 -8,8 -118 -194
% PSA 1 2,5 -49 -13 -26,8 -7,2 -86 -20,9 -6,1 -9,8 -20,3

Sekil 4.9. LNCaP hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda bor bilesiklerinin uygulanmasi
sonucunda Image J yazilimi ile elde edilen AR ve PSA protein ekspresyonunun kat
degisiklikleri.
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Sekil 4.8 deki western-blot goriintiileri ve Sekil 4.9°daki kat degisiklikleri
incelendiginde, pozitif kontrol olarak kullanilan R1881 ile birlikte beklenildigi sekilde
AR proteininde 3,4 katlik ve PSA proteininde ise 2,5 katlik bir artis oldugu belirlendi.
Bor bilesiklerinin ise qPCR sonuglari ile uyumlu olacak sekilde doz bagimli olarak hem
AR hem de PSA protein seviyelerinde azalmaya yol actigi gozlendi. 2,5 mM dozda
uygulanan D1, D3 ve D6 bilesiklerinin AR protein seviyesini sirasiyla 6,1, 6,8 ve 19,4
kat azalttig1r saptandi. 2,5 mM dozda uygulanan D1, D3 ve D6 bilesiklerinin PSA
protein seviyesini ise sirasiyla 26,8, 20,9 ve 20,3 kat azalttigi saptandi. qPCR
sonuglarindan farkli olarak protein seviyesinde regiilasyonda D3 bilesiginin daha etkin
oldugu ve hem AR hem de PSA protein seviyesini etkili bir bigimde azalttig1 gézlendi.
gPCR sonuglarina benzer olarak da AR protein seviyesini azaltmada en etkin bor
bilesiginin D6 oldugu, PSA protein seviyesini azaltmada ise en etkin bor bilesiginin D1
oldugu belirlendi. Sonug olarak tiim bor bilesiklerinin doz bagimli olarak AR ve PSA

protein seviyelerinin azalmasina yol actig1 sonucuna varildi.

D1 D3 D6
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Sekil 4.10. LNCaP hicrelerine farkli konsantrasyonlarda bor bilesiklerinin uygulanmasi
sonucunda matriks metalloproteinazlarin (MMP) ifadelerindeki degisikliklerin
karsilastirmali  analizi  (B-Aktin  yiikleme kontrolii amaciyla kullanilmistir)
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Sekil 4.11. LNCaP hicrelerine farkli konsantrasyonlarda bor bilesiklerinin uygulanmasi
sonucunda Image J yazilimi ile elde edilen MMP 2, MMP 9 ve TIMP 2
ekspresyonunun kat degisiklikleri.

Sekil 4.10 ve Sekil 4.11'deki veriler incelendiginde, bor bilesikleri varliginda arastirilan
hedef MMP proteinlerinde ve ayrica TIMP2 protein seviyesinde 2 katin {izerinde
anlaml degisiklikler elde edilmedi. Genel olarak bakildiginda bor bilesikleri varliginda
MMP 2 ve MMP 9 protein seviyeleri azalirken, TIMP 2 inhibitdr proteinin seviyesinin
arttig1 soylenebilir. Ancak bor bilesikleri varliginda doza bagli olarak belirgin bir
regiilasyonun olmadig1 saptandi. Sadece 2,5 mM konsantrasyonda uygulanan D6 bor
bilesiginin MMP 9 protein seviyesini 2,4 kat azalttigi belirlendi. Sonug olarak
starvasyonsuz kosullarda qPCR analizleri sonucunda bor bilesiklerinin matriks
metalloproteinazlar Uzerinde gosterdigi transkripsiyonel regiilasyon, translasyonel

seviyede belirlenemedi.

LNCaP starvasyonsuz hicre setinin analizinden sonra starvasyona maruz birakilan
LNCaP hiicre setinde hedef proteinler incelendi. Bor bilesikleri hiicrelere 2,5 mM
konsantrasyonda 48 saat siireyle uygulanirken, bu uygulamanin 24. saatinde 10 nM
konsantrasyonda R1881 uygulamasi yapildi. Starvasyonlu hiicrlerede ilk olarak AR ve

PSA protein seviyelerindeki degisikliklerin analizi yapildi.
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Sekil 4.12. LNCaP hiicrelerinin ii¢ farkli bor bilesigi ve R1881 uygulamasi sonucunda
PSA ve AR protein ifadelerindeki degisikliklerin karsilastirmali analizi (B-Aktin
yiikleme kontrolii amaciyla kullanilmistir).
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KONTROL D1 D3 D6 R1881 R1881
D1 D3 D6
EPSA 1,0 3,6 -3,0 2,1 3,8 1,1 2,1 1,9
AR 1,0 -3,0 1,3 -8,5 1,6 1,7 1,6 22,7

Sekil 4.13. LNCaP hicrelerine bor bilesikleri ve R1881 uygulanmasi sonucunda Image

J yazilimi ile elde edilen AR ve PSA ekspresyonunun kat degisiklikleri.

Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’teki starvasyonlu kosullarda elde edilen sonuclar
incelendiginde, tek basia uygulanan bor bilesiklerinin diger sonuglarimiz ile uyumlu
olarak hem AR hem de PSA protein seviyelerini belirgin bir bicimde azalttig1 gézlendi.
D1, D3 ve D6 bor bilesiklerinin PSA protein seviyesini 3,6, 3 ve 2,1 kat azaltirken, AR
protein seviyesini sirasiyla 3, 1,3 ve 8,5 kat azalttigi saptandi. R1881 uygulamasi ile
beklenildigi sekilde PSA protein seviyesinde 3,8 kat ve AR protein seviyesinde 1,6 kat
bir artis oldugu goézlendi. Bununla birlikte R1881 ile gozlenen bu artiglarin da bor
bilesikleri varhginda net bir sekilde azaldigi belirlendi. Ozellikle D6 bilesigi icin,
R1881 varliginda PSA i¢in gozlenen 3,8 katlik artis1 1,9 kata diistirerek neredeyse % 50
oraninda bir azalmaya yol a¢tig1 gozlendi. Aym1 zamanda D6 bilesiginin AR protein
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seviyesinde ise 22,7 katlik bir azalmaya neden oldugu saptandi. gPCR sonuglarina ve
starvasyonsuz kosullarda elde edilen western-blot sonuglarina benzer olarak
starvasyonlu kosullarda da AR protein seviyesini azaltmada en etkin bor bilesiginin D6
oldugu, PSA protein seviyesini azaltmada ise en etkin bor bilesiginin D1 oldugu

belirlendi.
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Sekil 4.14. LNCaP hiicrelerinde ¢ farkli bor bilesigi ve R1881 uygulamasi sonucunda
matriks metalloproteinazlarin (MMP) ifadelerindeki degisikliklerin karsilastirmali
analizi (B-Aktin yiikleme kontrolii amaciyla kullanilmistir).

MMP2-MMP9-TIMP2
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Kontrol D1 D3 D6 R1881  D1+R1881 D3+R1881 D6+R1881
B MMP2 1 -1,1 -1,2 -1,1 1,2 -1,5 -1,1 2,1
= MMP9 1 -1,3 1,2 -1,1 2,1 22,2 -1,9 -2,8
TIMP2 1 -1,1 1,2 -1 2,4 -1,5 1,1 2,1

Sekil 4.15. LNCaP hucrelerine bor bilesikleri ve R1881 uygulanmasi sonucunda Image J
yazilimi ile elde edilen MMP 2, MMP 9 ve TIMP 2 ekspresyonunun kat degisiklikleri.

Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’teki sonuglar incelendiginde, starvasyonsuz kosullara benzer
olarak tek baslarina bor bilesikleri varliginda arastirilan hedef MMP proteinlerinde ve

ayrica TIMP2 protein seviyesinde 2 katin tlizerinde anlamli degisiklikler elde edilmedi.
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Bununla birlikte beklenilenin aksine R1881 uygulamasinin MMP9 protein seviyesini
2,1 kat azalttigi, TIMP2 protein seviyesini ise 2,4 kat artirdigi gozlendi. Ek olarak
R1881 ile birlikte 1,2 kat artan MMP 2 protein seviyesinin D1, D3 ve D6 bilesiklerinin
varliginda sirasiyla 1,5, 1,1 ve 2,1 kat azaldig1 saptandi. MMP 9 protein seviyesinin de
R1881 varliginda 6zellikle D1 ve D6 bilesikleri ile birlikte 2,2 ve 2,8 kat olmak iizere
daha da yulksek oranlarda azalma gosterdigi belirlendi. Ancak bor bilesikleri varliginda
TIMP2 protein seviyesinde elde edilmesi beklenilen artiglar olmadig1 gozlendi. Sonug
olarak starvasyonlu kosullarda R1881 varliginda 6zellikle D6 bor bilesiginin MMP 2 ve
MMP 9 proteinlerinin translasyonel regiilasyonlarinda rol oynayabilecegi sonucuna

varildi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Timor mikro ortami, farkli kanser hiicreleri popiilasyonundan ve iliskili stromal
hiicrelerden ve hiicre dis1 matristen (ECM) olusan bilesik bir sistemdir. Ilk 6nce serin
proteazlarin roltinin ECM'nin pargalanmasiyla sinirli oldugu disiiniilmistii, ancak simdi
PCa'daki rollerinin 6nemli Ol¢iide daha karmasik ve kritik oldugu anlasildi. Serin
proteazlari, fibroblastlar, endotelyal hiicreler ve infiltre edici immin hiicreler dahil olmak
tizere stromal hiicrelerin irliniidiir. Serin proteazlar, PCa benzeri proteolitik aglari,
ECM'nin yeniden modellenmesini, blyime faktori ve sitokin sinyallemesinin
diizenlenmesini ve inflamatuar yanitlarin ve immunosupresif etkilerin modulasyonunu
etkileyen tim streclere dahil edilir. Bu proteazlarin aktivitesi ve etkilesimi hem timor
tesvik edici hem de baskilayici etkilere sahip olabilir. Genel olarak stromal hiicrenin
serin proteazlarinin ekspresyonu ve aktivitesindeki degisiklikler, tiimor gelisimi ve

ilerlemesi ile iligkilendirilmistir (Tagirasa ve Yoo 2022).

MMP 2, MMP 9 ve MMP 12 gibi matriks metalloproteinazlar, hiicre disi matriksin
yikiminda rol oynayan endopeptidaz tipi proteinlerdir. Morfogenez, anjiyogenez ve
doku onarmmu gibi ¢esitli fizyolojik siireglerle iliskili doku yeniden sekillenmesinde rol
oynayarak Ozellikle gibi patolojik siireglere katkida bulunmaktadirlar (Gong ve ark.
2014). Bununla birlikte yapilan bir calismada AR, MMP-9 ve EGFR'nin PCa
ilerlemesini destekleyebilecek ara baglant1 faktorleri oldugu gosterilmistir (Mandel ve
ark. 2018). Prostat kanserinde yiiksek MMP aktivitesinin varligi ise metastazi
kolaylastirarak ve hiicre proliferasyonu, apoptoz, anjiyogenez ve epitelyal-mezenkimal
gecis (EMT) gibi birgok farkl: siireci etkileyerek kanserin ilerlemesine yol agmaktadir.
Genellikle MMP'lerin prostat kanserinin 1ileri evrelerinde daha aktif oldugu

diistiniilmektedir (Still ve ark. 2000, Levi ve ark. 1996, Incorvaia ve ark. 2007).

Son birka¢ yilda bor bilesikleri, yiiksek maligniteye sahip bazi kanser tiirlerinin
kemoterapisinde yararli bir bilesen haline gelmistir. Daha fazla bor bazli terapi
kimyasallar1 gelistirildikge, bor ile farkli kanser turlerinin insidansi, bordan etkilenen
biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalar arasindaki iliskiyi arastirmak ve kanserin
kemoprevansiyonunda borun iligkisini aragtirmak daha da onem kazanmaktadir. Bu
baglamda tez ¢aligmasinda LNCaP hiicreleri (androjen-bagimli prostat kanseri hiicre

hatt1) kullanilarak farkli kimyasal yapiya sahip olan bor bilesiklerinin (D1, D3 ve D6)
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prostat kanseri gelisimi ve ilerlemesinde anahtar faktorlerden biri olan serin proteazlarin

gen ve protein diizeyleri iizerine olan etkileri sorgulanmaya calisildu.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan bor bilesikleri literatiirde var olmayan ve kanser
hiicreleri {izerindeki etkileri ilk kez arastirilan bor bilesikleridir. Bu nedenle
calismalarimiza ilk olarak bor bilesiklerinin kanser hucrelerinin proliferasyonu Uzerine
etkileri olup olmadigimi sorgulamak amaciyla MTT sitotoksite analizleri ile baslandi.
MTT analizinde elde edilen sonuglara bakildiginda D1, D3 ve D6 olmak (izere (¢ bor
bilesiginin hepsinin konsantrasyona bagli olarak LNCaP hiicrelerinde hiicre canliligini
azalttig1 gozlendi. 2,5 mM konsantrasyonda D1, D3 ve D6 igin hiicre canliliklarinin
sirastyla %45,4, %68,9 ve %71,3 oldugu ve 48 saat siire i¢in ICso degerlerinin ise
sirastyla 1,1, 7,5 ve 5,2 mM oldugu belirlendi (Sekil 4.1). Elde edilen veriler
dogrultusunda en yiiksek anti-proliferatif etkiye sahip olan bilesigin D1 bilesigi oldugu
ve konsantrasyona bagimli olarak en diisiik etkiyi de D3 bilesiginin gosterdigi
belirlendi. Sonug olarak D1, D3 ve D6 bilesiklerinin prostat kanserinde potansiyel anti-
proliferatif ajanlar olarak kullanilabilcegi diisliniildii. Bu sonuglar géz oniine alinarak
tez calismasi kapsaminda yapilacak olan qPCR ve western-blot analizlerinde her (¢ bor
bilesigi i¢in ortak olarak kullanilabilecek 3 doz araligi (0,5-1-2,5 mM) secilerek
starvasyonsuz ve starvasyonlu kosullarda denemeler gergeklestirildi. Bu kosullar
altinda, bor bilesiklerinin matriks metalloproteinaz, serin proteaz ve AR ile PSA gibi

farkli gen ve proteinlerin seviyeleri iizerine olan etkileri sorgulandi.

Androjen reseptori (AR), androjenlerin hiicresel hareketlerini diizenleyen bir niikleer
reseptor transkripsiyon faktoridir. Erkek cinsiyet steroidleri olarak, erkek cinsel
farklilasmas1 ve gelisiminde, ayrica eriskinlerde cinsel dokularin korunmasinda ve
desteklenmesinde rol oynarlar. Ayrica androjenler, erkeklerde benign prostat hiperplazisi
ve prostat kanseri gibi patolojilerin gelisimi ve ilerlemesi icin kritik neme sahiptir (Scott
ve Tindall 2007). AR geninde gozlenen mutasyonlar, prostat kanserinin ilerlemesine
katkida bulunmaktadir. AR normal prostat bezinin biiylimesi ve gelisimi i¢in 6nemli
oldugu kadar prostat kanseri ve 6zellikle androjen-bagimsiz hastaliga gegiste de oldukga
onemlidir. AR ile dizenlenen genlerin Grlnleri (PSA, NKX3.1, TMPRSS2, KLK2,
TSC22 ve B2M gibi) androjenlerin etkisine aracilik ederek prostat kanserinin

ilerlemesinde rol oynamaktadirlar (Bennett ve ark. 2010). PSA normal prostatta, meni
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pihtilagsmasini 6nlemek icin seminal vezikiillerde sentezlenen yiiksek molekiiler agirlikli
proteinleri parcaladigi glandiiler kanallarda bulunur. PSA, prostat tiimorlerinde ise
normal islevinin Otesine gegmekte ve muhtemelen kanser ilerlemesini etkilemektedir
(Kim ve Coetzee 2004). Saxena ve arkadaslar1 arastirmalarinda AR'nin bilinen bir
hedef geni olan ve hastalik baslangic1 ve ilerlemesinin 6nemli bir biyobelirtegi olan
PSA'nin AR mRNA ve protein ekspresyonu icin gerekli oldugunu gdostermislerdir
(Saxena ve ark. 2012). Calismamizda hem starvasyonsuz hem de starvasyonlu
kosullarda bor bilesikleri varliginda AR ve PSA genlerinin transkripsiyonel
regililasyonlarini incelemek amaciyla qPCR gergeklestirildi. Sekil 4.2 ve Sekil 4.5°te elde
edilen sonuglar incelendiginde ise tek baslarina uygulanan tiim bor bilesiklerinin
starvasyonsuz ve starvasyonlu kosullarda AR ve PSA seviyelerini azalttig1 gézlendi. AR
mRNA seviyesinde starvasyonsuz kosullarda 6,4 kat ve starvasyonlu kosullarda 23,6
katlik bir azalig ile en etkili bilesigin D6 oldugu saptandi. PSA’nin hem AR’nin asagi
akis hedef geni olmasindan hem de borun bir serin proteaz inhibitorii olarak fonksiyon
gostermesinden dolay1 bor bilesikleri varliginda PSA mRNA seviyelerinde de etkili
azaliglar oldugu belirlendi. Bununla birlikte starvasyonsuz kosullarda en ytiksek etkiyi
19,5 kathik bir azalis ile D1 bilesigi gosterirken, starvasyonlu kosullarda bu etki 3,9
katlik bir azalis ile D6 bilesigi tarafindan gbzlendi. Ek olarak starvasyonlu kosullarda
sentetik androjen R1881 uygulamasi ile birlikte artan AR ve PSA seviyelerinin de bor
bilesikleri ile daha yiiksek oranlarda azaldiklar1 gozlendi. AR ve PSA genleri igin
sirastyla 50 ve 43,8 katlik azalislar olmak iizere R1881°e kars1 en yiiksek antagonistik
etkiyi D6 bilesiginin gosterdigi belirlendi. Bununla birlikte starvasyonsuz kosullarda
etkinligi diger bor bilesiklerine gore daha az olan D3 bilesiginin, starvasyonlu
kosullarda ve R1881 varliginda 6zellikle PSA seviyesinin azalmasinda etkin oldugu
gozlendi. Sonug olarak bor bilesiklerinin AR ve PSA mRNA seviyelerini etkili bir
sekilde azalmasina yol actig1 ve bu inhibisyon etkisinin 6zellikle R1881 varliginda daha

yiiksek oranda gozlendigi diistiniildii.

Calismamizda qPCR analizlerine ek olarak bor bilesikleri varliginda AR ve PSA
proteinlerinin translasyonel regiilasyonlarini incelemek amaciyla western-blot analizleri
gerceklestirildi. Denemelerde pozitif kontrol olarak kullanilan R1881 ile birlikte
beklenildigi sekilde ARve PSA protein seviyelerinde artiglar oldugu goézlendi. Hem
starvasyonsuz (Sekil 4.9) hem de starvasyonlu (Sekil 4.13) kosullarda tek basina

uygulanan bor bilesiklerinin qPCR sonuglari ile uyumlu olacak sekilde doz bagiml
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olarak hem AR hem de PSA protein seviyelerinde azalmaya yol actig1 belirlendi. R1881
ile gozlenen artiglarin da bor bilesikleri varliginda net bir sekilde azaldigi gozlendi
(Sekil 4.13). Bor bilesikleri arasindaki farkliliklar incelendiginde ise qPCR sonuglari ile
uyumlu olacak sekilde AR protein seviyesini azaltmada en etkin bor bilesiginin D6
oldugu, PSA protein seviyesini azaltmada ise en etkin bor bilesiginin D1 oldugu
belirlendi. Sonu¢ olarak bor bilesiklerinin AR ve PSA’nin translasyonel

regiilasyonlarinda da rol oynayabilecegi diisiiniildii.

Ileri prostat kanserlerinde ve dzellikle metastaz durumunda %50 oraninda TP53 (p53)
lokusunu igeren kromozom 17pl13°de allelik kayip gerceklesmektedir (Jiang ve ark.
2006, Simmons 2006). p53, G1/G2 ve G2/M gegislerini diizenleyerek biiylimenin
durudurulmasint ve DNA onarimini uyarmakta veya stresin uzunluguna bagl olarak
apoptozun baslamasina yol agmaktadir. p53 inaktivasyonu ise DNA onarim
mekanizmasinin azalmasi ile sonuglanmaktadir (Abate-Shen ve Shen 2000, Hallstrom
2007). Tez calismast kapsaminda AR ve PSA genleri ile birlikte TP53 geninin de
ekspresyon seviyeleri incelendi. Hem starvasyonsuz hem de starvasyonlu kosullarda bor
bilesikleri varliginda AR ve PSA genlerinde gbzlenen azalislarin aksine, TP53 geninin
mRNA seviyesinin arttig1 belirlendi. Starvasyonsuz kosullarda 6zellikle D1 bilesigi ile
yaklasik olarak 52 katlik artig gosteren TP53 mRNA seviyesinin, D3 ile 11,5 kat ve D6
ile de 19,4 kat arttig1 saptandi (Sekil 4.2). Starvasyonlu kosularda ise sadece bor
bilesikleri varliginda TP53 seviyesinin artirilmasinda 5,3 katlik bir artis ile en etkin rolii
D1 bilesiginin oynadigi saptandi (Sekil 4.5). Bununla birlikte R1881 ile birlikte TP53
seviyesinde gozlenen 3,1 katlik artisin D1 ve D3 bilesikleri ile ¢ok fazla degisiklik
gostermedigi, D6 bilesigi varliginda ise bu artisin 21,9 kata yiikseldigi gézlendi. Sonug
olarak TP53 mRNA seviyesinin diizenlenmesinde D1 ve D6 bilesiklerinin benzer etkiler

gosterdigi kanisina varildi.

Bor bilesikleri; peptidaz, proteaz, proteazom, arginaz, nitrik oksit sentaz ve
transpeptidaz gibi enzimlerin etkili bir inhibitorii olarak fonksiyon gostermektedir
(Mcauley ve ark. 2011, Bradke ve ark. 2008, Gallardo-Williams ve ark. 2003). PSA ise
benign ve malign prostat epitel hiicreleri tarafindan yiiksek seviyelerde tiretilen bir serin
proteazdir (Kostova ve ark. 2013). Yapilan bir ¢alismada borik asit ve 3-nitrofenil
boronik asitin PSA’nin proteolitik aktivitesini inhibe ettigi ve bdylece hiicre

proliferasyonunu azaltarak prostat kanseri gelisimini engelleyebilecekleri bulunmustur
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(Gallardo-Williams ve ark. 2003). Ek olarak 26S proteazom inhibitdri ve bir boronik
asit dipeptid olan bortezomibin, LNCaP hiicrelerinde p21 ve p53 seviyelerini artirdigy,
PSA seviyesini azalttig1 ve apoptozu indiikledigi rapor edilmistir (Ikezoe ve ark. 2004).
Ayrica yapilan c¢alismalarda borik asitin DNA hasarina ve oksidatif strese karsi
koruyucu bir element olabilecegi 6ne stiriilmiistiir (Yilmaz ve ark. 2016, Ince ve ark.
2010). Bu c¢alismalarda bor alimimnin artmasi ile birlikte kanser riskinin ve DNA
hasarmin azalmasi ve antioksidan seviyelerinin artmasiin iliskili oldugu rapor
edilmektedir (Tepedelen ve ark. 2016, Yamada ve Eckhert 2019). Bu tez ¢alismasinda
yapilan analizler sonucunda hem starvasyonsuz hem de starvasyonlu kosullarda bor
bilesiklerinin AR ve PSA mRNA ve protein seviyelerinin azalmasina, TP53 mRNA
seviyesinin ise artmasina yol agtigina dair veriler elde edildi. Gozlenen bu etkilerin ise
ozellikle sentetik androjen R1881 varliginda daha etkin bir bigimde gergeklestigi
gozlendi. Sonug¢ olarak bor bilesiklerinin prostat kanserinin ilerlemesini
engelleyebilecek etkili anti-proliferatif ajanlar olarak umut vaat ettigi, AR araciligiyla
gerceklesen androjenlerin etkisini ve p53 araciliiyla gerceklesen DNA onarim yanitini

diizenleyerek hiicre homeostazini saglayabilecegi kanisina varildi.

Matriks metalloproteinazlar (MMP'ler), yapisal ve islevsel olarak iligkili ¢inko bagiml
enzimlerin bir ailesidir. Bu proteinlerin ekspresyon seviyeleri; transkripsiyonel olarak,
hiicresel lokalizasyon ile, zimojen aktivasyonu ve endojen inhibisyon tarafindan gii¢lii
bir sekilde dlzenlenir. MMP'ler, embriyo implantasyonu, kemik yeniden sekillenmesi,
hiicre ¢ogalmasi, apoptoz vb. gibi ¢ok cesitli fizyolojik siirecleri dogrudan etkiler.
Matriks bilesenlerinin  proteolizizini ve iliskili doku yeniden sekillenmesini
etkileyebildiklerinden, kanser, inflamasyon ve vaskiiler hastaliklar gibi ¢oklu patolojik
durumlarda rolleri dnemli olabilir (Amalinei ve ark. 2010). Prostat kanseri dokusunda,
MMP'lerin ve TIMP'lerin ekspresyonunda, genel bir TIMP kayb1 ve MMP'lerin yukari
reglilasyonu olarak ortaya c¢ikan bir farklilik vardir. Daha yiiksek MMP aktivitesi,
metastazi kolaylastirarak ve ayrica apoptoz, anjiyogenez ve epitelyalden mezenkimal
gecise (EMT) dahil olmak {izere hiicre proliferasyonunun bir¢ok adimini etkileyerek
prostat kanserinin ilerlemesine yardimci olur (Gong ve ark. 2014). Prostat kanseri
gelisiminde rol oynadigi bilinen iki protein olan PSA ve AR'mnin yani sira, bor
bilesiklerinin MMP 2, MMP 9 ve MMP 12 olmak (izere matriks metalloproteinazlara ve
onlarin inhibitéri olan TIMP 2 (zerindeki etkilerini de tez calismasi kapsaminda

arastirildi. Starvasyonsuz kosullarda 48 saat siireyle 2,5 mM konsantrasyonda uygulana
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bor bilesiklerinin MMP 2, MMP 9 ve MMP 12 genlerinin mRNA seviyelerinde
azaliglara yol actig1 gozlendi (Sekil 4.3). AR ve PSA seviyelerindeki etkilerine benzer
sekilde D1 ve D6 bilesiklerinin D3’e oranla MMP seviyelerinin regiile edilmesinde
daha etkili olduklar1 gozlendi. Her ii¢ bor bilesiginin gosterdigi etkiler gbz onine
alindiginda MMP mRNA seviyelerinin baskilanmasinda en etkili bilesigin D6 oldugu
sonucuna varildi (Sekil 4.3). Starvasyonlu kosullarda ise yine en etkin bilesigin D6
oldugu ve MMP 2, MMP 9 ve MMP 12 mRNA seviyeleri i¢in sirasiyla 39,6, 8,8 vel6
katlik azaliglara yol actig1 saptandi (Sekil 4.6). Ben-Yi Li ve arkadaslariin yam sira
Xinbo Liao ve arkadaglarinin ¢aligmalarinda sentetik androjen R1881'in MMP 2 ve
MMP 9 dahil olmak tizere MMP seviyelerini arttirdigi bulgulanmistir (Liao ve ark.
2003 ve Li ve ark. 2007). Calismamizda da bu bilgiler ile uyumlu olarak R1881
uygulamasiyla birlikte MMP 2 ve MMP 9 ekspresyon seviyeleri 3,4 kat artarken, MMP
12 seviyesinde anlamli bir degisiklik gozlenmedi. Bununla birlikte bor bilesiklerinin
R1881’in etkisini inhibe ederek incelenen hedef MMP’lerin seviyelerinin ¢ok daha
yiiksek oranda azalmalarina yol agtig1 belirlendi (Sekil 4.6). Hedef MMP proteinlerinin
ve ayrica inhibitor protein TIMP2’nin tek basina bor bilesikleri varliginda translasyonel
regiilasyonlar1 incelendiginde 2 katin tizerinde anlamli degisiklikler elde edilmedi (Sekil
4.11 ve Sekil 4.15). Bratland ve arkadaslari, calismalarinda sentetik androjen analogu
R1881'in, prostat karsinomu hicre dizisi LNCaP'de metaloproteinaz inhibitori TIMP-
2'nin ekspresyonunu zamana bagli bir sekilde inhibe ettigini gosterdi (Bartland ve ark.
2003). Bu bilginin aksine calismamizda R1881 uygulamasinin MMP 9 protein
seviyesini 2,1 kat azalttigi, TIMP 2 protein seviyesini ise 2,4 kat artirdig1 gozlendi.
R1881 ile birlikte bor bilesikleri uygulandiginda MMP 2 ve MMP 9 protein
seviyelerinde daha yiiksek oranlarda azalmalar oldugu belirlendi (Sekil 4.15). Ancak
bor bilesikleri varliginda TIMP2 protein seviyesinde elde edilmesi beklenilen artiglar
olmadig1 gozlendi. Sonug olarak starvasyonsuz kosullarda bor bilesiklerinin matriks
metalloproteinazlar iizerinde gosterdigi transkripsiyonel regiilasyon, translasyonel
seviyede belirlenemezken; starvasyonlu kosullarda R1881 varliginda 6zellikle D6 bor
bilesiginin MMP 2 ve MMP 9 proteinlerinin translasyonel regiilasyonlarinda rol
oynayabilecegi sonucuna varildi. Bu sonuglar dogrultusunda D6 bor bilesiginin
MMP’lerin regiilasyonunda fonksiyon gostererek prostat kanseri hiicrelerinin

metastazini azaltabilecegi diistiniildii.

Tip Il transmembran proteazlar (TTSP'ler), serin proteazlarin yeni bir alt ailesi olarak
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kabul edilmekte ve hepsi hiicre dis1 bir proteolitik alan, bir transmembran alani ve bir
kisa sitoplazmik alandan olusmaktadir (Buge ve ark. 2009). Cogu TTSP, normal
dokulara kiyasla gesitli timorlerde asir1 oranda eksprese edilir ve islevlerini timor
gelisimi ve ilerlemesinde gosterirler. Calismalar, timor ilerlemesi sirasinda bireysel
TTSP'lerin ekspresyonunu analiz etmekte ve bu proteazlarin tiimor hiicresi gelisimi ve
ve ilerlemesinde gosterirler. Calismalar, tumor ilerlemesi sirasinda bireysel TTSP'lerin
ekspresyonunu analiz etmekte ve bu proteazlarin tiimor hiicresi gelisimi ve
gerilemesindeki potansiyel rollerini arastirmaktadir (Szabo ve Bugge 2008). Hepsinin
(TMPRSS1 olarak da bilinir) mRNA seviyelerinin prostat kanseri vakalariin yaklasik
%90'inda yiliksek oldugu rapor edilmistir. Hepsinin asir1 ekspresyonu ise bazal
membranin degradasyonuna ve lenf nodu metastazina neden olmaktadir (Wu ve Parry,
2007). TMPRSS2’nin prostat dokusu epitelinde yiiksek oranda ifade edildigi bildirilmis
ve ayrica, prostat kanseri hastalarinda TMPRSS2 geninin kromozomal yeniden
diizenlemeleri tanimlanmistir (Jacquinet ve ark. 2001; Soller ve ark. 2006). Bir diger
calismada TMPRSS2'nin, prostat kanseri dokusunda asir1 eksprese edilen ve ozellikle
kanser hiicresi istilas1 ve metastazinda yer alan androjenle diizenlenen bir gen oldugu
sonucuna vartlmistir (Lucas ve ark. 2014). Bu duruma benzer sekilde androjenlerin,
hepsin ve prss8 gibi diger serin proteazlarin ekspresyonunu da tetikleyebilecegi one
stiriilmektedir (Khemlina ve ark. 2015). Ayrica PRSS8'in anormal ekspresyonu ise
prostat, mesane, mide ve kolorektal kanserler dahil olmak (izere bir¢ok kanser tlriinde
belirlenmistir (Takahashi ve ark. 2003). Calismamizda da son olarak serin proteaz
genlerinin mRNA seviyeleri qPCR metodolojisi ile incelendi. Starvasyonsuz kosullarda
bor bilesikleri varliginda serin proteaz gen ekspresyon seviyelerinde azalislar oldugu
gozlendi. Ozellikle D1 bor bilesiginin oldukca etkili oldugu ve HPN, PRSS8 ve
TMPRSS2 proteazlarinin mRNA seviyelerini sirasiyla 25,6, 10 ve 3,8 kat azalttig1
saptand1 (Sekil 4.4). Starvasyonlu kosullarda serin proteaz genlerinin mRNA seviyeleri
incelendiginde, incelenen tim hedef genler i¢in tek basina bor bilesikleri varliginda 2
katin iizerinde anlamli degisiklikler olmadig1 belirlendi (Sekil 4.7). R1881 uygulamast
ile birlikte arastirilan hedef genlerin tiimiinde belirli oranlar artiglar oldugu belirlendi ve
ozellikle PRSS8 mRNA seviyesin de 33,1 katlik bir artis saptandi. Incelenen serin
proteaz genleri i¢in de Onceki sonuglar ile uyumlu olarak R1881 varliginda bor
bilesiklerinin etkinliginin arttif1 ve hedef genlerin mRNA seviyelerinde yiiksek
oranlarda azalislar oldugu gozlendi (Sekil 4.7). Serin proteazlarin transkripsiyonel

regiilasyonlarinda starvasyonsuz kosullarda en etkili bor bilesigi DI olurken,
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starvasyonlu kosullarda D6 bor bilesiginin en etkin rolii oynadig: belirlendi.

Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan bor bilesiklerinin timi di- ve mono-ester sodyum
tuzlar1 olarak sentez edilmistir. Bununla birlikte D1 bor bilesigi askorbat (askorbik asit/
C vitamini), D3 bor bilesigi laktoz (laktik asit) ve D6 bor bilesigi ise salisilat (salisilik
asit / aspirin) icermektedir. Yapilan analizler sonucunda ise D1 ve D6 bilesiklerinin
genel olarak benzer etkinliklere sahip oldugu, D3 bilesiginin daha diisiik seviyelerde
etki gosterdigi ve D6 bilesiginin etkililiginin diger bilesiklere kiyasla en ytiksek oldugu
sonucuna varildi. Literatiir bilgisi 1s18inda bu durumun D6 bor bilesiginin yapisinda bir
nonsteroidal anti-inflamatuvar ilag (NSAID) olan aspirini barindirmasindan kaynakli
oldugu disiiniilmektedir. Askorbik asit / C vitamini, plazma membranlarinda ve
hlcrelerde antioksidan gorevi goéren indirgeyici bir ajan ve serbest radikal
eliminatoridir. Yapilan bir ¢calismada askorbik asidin PC-3 ve LNCaP prostat kanseri
hiicre dizileri i¢in doza bagl bir sekilde toksik etki gosterdigi bulgulanmistir (Mangir ve
MacNeil 2020). Bir bagka ¢alismada C vitamini agisindan zengin meyve ve sebzelerin
diyetle alinmasinin prostat kanserinin baglamasini 6nleyebilecegi 6ne siiriilmiistiir (Bai
ve ark. 2015). Tersi olarak Parent ve arkadaslari, diyetle C vitamini alimi1 veya takviyesi
ile prostat kanseri insidansi veya prostat kanseri derecesi arasinda bir iliski olmadigin
bulgulamislardir (Parent ve ark. 2018). Sonug olarak kanser insidansinda C vitamininin
rolli henuiz tam olarak netlik kazanmamustir. Bunun yani sira, prostat kanserini énlemek
icin kullanilan kemoprentif yaklagimlar arasinda NSAID'lerin diizenli kullanimi yer
almaktadir. NSAID'lerin etki mekanizmalar1 arasinda apoptoz indiiksiyonu, anjiyogenez
inhibisyonu ve hiicresel biiylimenin dogrudan inhibisyonu bulunmaktadir ve bu etkiler
prostaglandin sentezinde yer alan siklooksijenaz (COX) enzimlerinin inhibisyonu
yoluyla meydana gelmektedir (Mahmud ve ark. 2004). Insan prostat kanseri
hicrelerinde de COX-2'nin asir1 ekspresyonu oldugu bildirilmistir (Gupta ve ark. 2000).
Yapilan bir caligmada aspirinin IKK-f aracili NF-KB aktivasyonunu azaltarak MMP-9
aktivitesini azalttig1 ve bdylece prostat kanseri hiicre invazyonu baskiladigi belirlenmis
ve bu ozelliginden dolay1 aspirinin metastatik prostat kanserinin kemoprevensiyonunda
faydali olabilecegi rapor edilmistir (Shi ve ark. 2017). Bu bilgiler nedeniyle prostat
kanseri hucrelerinin proliferasyonunu 6nlemede ve metastaz yeteneklerini azaltmada en

etkili bilesigin aspirin iceren D6 bor bilesigi oldugu diisiiniilmektedir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen tiim sonuglar goz 6nlne alindiginda, farkl
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kimyasal yapilara sahip olan bor bilesiklerinin prostat kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu azaltti1, prostat kanseri gelisiminde kritik rol oynayan AR sinyalini
inhibe ettigi ve MMP’ler ile serin proteazlar tizerinde gosterdigi transkripsiyonel ve
translasyonel regiilasyonlar aracilifiyla da hiicrelerin  metastatik potansiyelini
azaltabilecegi sonucuna varildi. Elde edilen bu kanitlar borun sebzeler, kabuklu
yemisler, meyveler ve igecekler gibi insan beslenmesinde bulunan bir dogal antikanser
ajan1 oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla 6zellikle sentetik androjen varliginda daha
giiclii regiilasyon gosteren bor bilesiklerinin ileri evre metastatik prostat kanseri
hastalarinin tedavisinde potansiyel adaylar olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle AR
aracilifiyla MMP’lerin ve serin proteazlarin seviyesinin artirilabilecegi goéz Oniine
alindiginda ve ayrica bor bilesiklerinin sentetik androjen varliginda AR sinyalini ve
dolayistyla serin proteazlar1 baskilamada daha giiclii regiilasyon gostermeleri nedeniyle
bor bilesiklerinin ileri evre metastatik prostat kanseri hastalarinin tedavisinde potansiyel
adaylar olabilecegi diisiiniilmektedir. Bor ve bor bilesiklerinin etki mekanizmasinin ve
ayrica prostat kanserinin 6nlenmesi ve kontroliinde borun géreceli 6nemini aydinlatmak

icin gelecekte daha ileri diizeyde ¢aligmalar yapilmasina gerek duyulmaktadir.
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