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OZET

PROSTAT KANSERI HUCRE DiZiSiINDE PROSTAGLANDIN
ENDOPEROKSIT SENTAZ-2, TRANSMEMBRAN SERIN PROTEAZ-4 VE
MAGE AILESI A3 UYESIi GENLERININ TRANSKRiPSiYON
ASAMASINDAKI GEN ANLATIMLARININ KARSILASTIRMALI
OLARAK iINCELENMESI

Ceren AYNACI
Tibbi Biyoloji ve Genetik Yiiksek Lisans Program
Damsman: Dr. Ogretim Uyesi Filiz SAGLAM

2020

Bu ¢alismadaki amag; PC3 Prostat kanseri hiicre dizisinde Prostaglandin
Endoperoksit Sentaz-2 (PTGS2), Transmembran Serin Proteaz-4 (TMPRSS4) ve
MAGE Ailesi A3 Uyesi (MAGE-A3) genlerinin transkripsiyon diizeyindeki gen
anlatimlarmin karsilagtirmali olarak incelenmesidir. Odaklanilan nokta, saglikli
duruma gore kanserdeki degisimi aydinlatmaktir.

Calismada biyogiivenlik kabininde geleneksel hiicre kiiltiirti teknikleri, yar1
manuel kit ile RNA izolasyonu, termal dongii cihazinda sirasiyla cDNA sentezi ve es
zamanl kantitatif PCR yontemleri uygulanmistir. Kiiltiirlenen kanserli hiicre hatlari
hasat edilerek total RNA’lar1 ayristirilip enzimatik olarak tamamlayict DNA’lara
donistiirilmiistiir. PTGS2, TMPRSS4 ve MAGE-A3 genlerine 06zel olarak
tasarlanmis olan primerler yardimiyla es zamanli PCR uygulanmustir.

Calismanin sonuglarinda 3 kez tekrarli es zamanli PCR sonuglarinin delta
delta Ct hesaplamasi ile PC3 Prostat kanseri hiicre hattina kiyasla PTGS2 geninin
anlatiminda 50 kat azalig; TMPRSS4 geninin anlatiminda 0,47 kat; MAGE-A3
geninin ifadesinde ise 0,16 kat artis saptanmistir. Bu ii¢ genin kanserde hiicre
boliinmesi, apoptoz direnci, invazyon, anjiyogenez gibi olaylarda rol alabildigi
bilinmektedir. Bu ¢aligma sonucunda, bu {i¢ genin sinyal yolaginda ortak bir etkisi
oldugu ve bu ii¢ gen icin protein diizeyinde arastirma yapmanin faydali olabilecegi
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, es-zamanh PCR, gen anlatimi, PTGS2,
TMPRSS4, MAGE-A3



ABSTRACT

COMPERATIVE ANALYSIS OF THE EXPRESSION ON TRANSCRIiPTiON
STAGE OF THE PROSTAGLANDIN ENDOPEROXIDE SYNTHASE-2,
TMPRRS4 AND MAGE FAMILY MEMBER-A3 iN PORSTAT CANSER
CELL LINE

Ceren AYNACI
Medical Biology and Genetics Master Program
Advisor: Asst. Prof. Filiz SAGLAM

2020

The aim of this study was to investigate the expression levels of PTGS2,
TMPRSS4 and MAGE-A3 genes in the Prostat cancer cell line which is modeling
healthy bronchial epithelium. The focal point is cancerous alteration compared to
healthy.

In this study, conventional cell culture techniques in biosafety cabinet, total
RNA isolation with semi-manual Kit, both cDNA synthesis and real-time quantitative
PCR in thermal cycler were applied. Cultured cancerous cell lines were harvested
and their RNAs were separated. Total RNAs were enzymatically converted into
cDNAs. The real-time PCR was performed with the specific primers have designed
for PTGS2, TMPRSS4 and MAGE-A3 genes.

In the results of the study, the delta delta Ct calculation in AProstat cancer cell
line, 50 fold increase in PTGS2 gene; 0,47 fold increase in TMPRSS4 gene; 0,16
fold increase in MAGE-A3 gene was observed. These three genes are known to play
role in cancer cell division, apoptosis resistance, invasion and angiogenesis. As a
result of this study, these three genes are thought to have jointly effect on the
signaling pathway. It may be beneficial to investigate on protein level for these three
genes to illuminate at this point.

Keywords: Prostat cancer, Real-time PCR, expression, PTGS2, TMPRSS4,
MAGE-A3
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GIRIS

Prostat kanseri olusumunda karsinogenezi etkileyen genlerin anlatim diizeyi
degisimleri, kanserin olusum mekanizmasinin anlasilmasi agisindan 6nemlidir. Bu
caligmada, ait olduklar1 hiicresel sinyal veya metabolik yolaklar ile karsinogeneze
etki ettikleri bilinen TMPRSS4, PTGS2 ve MAGE-A3 genlerinin anlatim diizeyleri
transkripsiyonel diizeyde arastirilmistir. Arastirmada PC3 hiicre hatt1 hiicreleri
kullanilmigtir. Hiicre hatlarindan total RNA izolasyonu yapilmis ve komplementer
DNA (cDNA) sentezlenmistir. Sonrasinda ilgili gen bolgelerine spesifik primerler ile
kantitatif PCR (qPCR) ile genlerin anlatim diizeyleri belirlenmistir.

1. GENEL BIiLGILER
1.1.KANSER

Kanser dnemi giderek artan bir saglik sorunudur. Oliim nedeni olarak, kalp ve
damar hastaliklarinin hemen ardindan gelmektedir. Bat1 toplumlarinda her yil 250-
350 kisiden biri kansere yakalanmaktadir. 60 yasin iizerindeki gurupta ise kanser
sikligt ¢ok artmakta 300 kiside 4-5 civarma yiikselmektedir. Ulkemizde kesin
istatistikler bulunmamakla birlikte insidansin bunun yaris1 kadar oldugu tahmin
edilmektedir. Yurdumuzda en sik goriilen kanserler erkeklerde akciger, prostat, kalin
barsak, rektum, mide ve pankreas; kadinlarda meme, akciger, kalin barsak, rektum,

serviks, over, mide ve pankreas kanserleri olarak siralanabilir (Jemal ve ark., 2003).
1.2.PROSTAT KANSERI

Prostat kanseri, prostat bezindeki hiicrelerin kontrol dis1 biiylimesiyle ortaya
cikar. Kanserli hiicreler dncelikle kontrolsiiz biiylime gostererek prostat igine yayilir.

Ardindan prostat1 ¢evreleyen kapsiile uzanir, kapsiilii delerek prostat disina dogru



yayilir. Prostat kanseri, iyi huylu prostat bezi biiylimesinden farkli olarak prostatin

merkezinden degil, kapsiile yakin, merkezden uzak bdlgesinden kaynaklanir.

Bu nedenle prostat kanserinde idrar sikayetleri daha ge¢ donemde hastay1
rahatsiz eder. Biiylime ve yayilma doneminde yakin organlara, lenf sistemine ve kan
dolasimi yoluyla viicudun diger bolgelerine sigrayabilir. Prostat kanseri yavas seyirli
ilerledikten sonra, agresif karakter gostererek kemik ve diger organlara sigrayabilir

(Dearnaley, 1994).
1.2.1.Prostat Kanserinin Belirtileri

Prostat kanserinin belirtileri, hastaligin ilerlemesine bagli olarak ortaya

¢ikabilir. Bu bakimdan sinsi karaktere sahip bir hastaliktir.

Ozellikle erken ddénemlerinde hi¢ belirti ve sikayet goriilmeyebilir. Prostat
kanseri belirtileri ortaya ¢iktiginda, hasta bazi tedavi sanslarin1 kaybedebileceginden,

diizenli doktor kontrollerinin tedavi basarisinda 6nemi biiyiiktiir (Dearnaley, 1994).
Prostat kanseri belirtileri soyle siralanabilir;
e Idrar yapma giicliigii
e [drar akisinda kuvvet azalmasi
e Menide ya da idrarda kan goriilmesi
e Bosalma esnasinda agri
e Kasik bolgesinde rahatsizlik hissi
e Kemik agrilar
e Sertlesme bozuklugu

Prostat kanserini haber veren bu belirtiler bazen iyi huylu prostat
biiylimesinin bir gostergesi de olabilir. Prostat bezinin biiylimesine bagli olarak
gelisen benign prostatik hiperplazisinde de benzer belirti ve sikayetler goriilebilir.
Eger prostat kanseri viicudun bagka bolgelerine ve organlarina yayildiysa, o alanla

ilgili belirtiler de verebilir.



1.2.2. Prostat Kanserinin Nedenleri ve Risk Faktorleri
1.2.2.1. Aile oykiisii ve genetik duyarlilik

Ailede prostat kanseri Oykiisii varsa bir erkekte hastalik gelisme riski artar.
Bir aile tiyesinin etkilendigi risk seviyesi, meme ve prostat kanserlerinde benzerdir.
Birinci derecede prostat kanserli akrabaya sahip erkeklerin, prostat kanseri gelistirme
riski 2 ila 3 kat artmistir. Prostat kanserli iki veya daha fazla birinci dereceden akraba
olanlarin prostat kanseri gelistirme riski ise genel popiilasyona kiyasla 5 ila 11 kat

artmistir (Yadav ve ark, 2018; Gandhi ve ark, 2018).

70'ten fazla risk alleli (tek niikleotid polimorfizmleri [SNP]) prostat
kanseriyle iliskilendirilmistir. Bu tiir birgok PSA veya ilgili kallikreinleri kodlayan
genlerde bulunur. Bu SNP'ler yiiksek risk, prostat kanseri teshisi, hastaliktan

kaynaklanan metastazlar veya 6liim riski degerlendirilmesinde kullanilabilir.

Erken baslangicli ve ailesel hastaligi olan hastalarda daha yaygin olan
HOX13B gibi mutasyona ugramis genler tanimlanmustir, ancak bu varyantlar nadirdir
(popiilasyonun %0.1'inde goriiliir) ve hastaligin 6liimciil formu ile iliskili degildir.
Buna karsilik, BRCA-2 mutasyonlar1 tagiyan erkekler, daha agresif ve 6liimciil olma
olasilig1 yiiksek olan erken baslangigh prostat kanseri ciddi risk tasimaktadir (Yadav
ve ark, 2018; Gandhi ve ark, 2018).

Prostat kanserlerinin %9’u kalitsal olup, prostat kanseri olanlarin %15’inde
hastalik birinci derece erkek akrabalarindan ge¢mektedir. Kadinlarda meme ve
yumurtalik kanserleriyle baglantis1 bilinen BRCA-2 genindeki mutasyonun,
erkeklerde prostat kanseri riskini de arttirdigi bildirilmektedir (Yadav ve ark, 2018;
Gandhi ve ark, 2018).

1.2.2.2. Genetik olmayan (Cevresel) faktorler

Prostat kanserinde ¢evresel faktorler genetik faktorlere gore daha etkilidir.
Ornegin, Cin’de yasayan bir Cinlinin prostat kanserine yakalanma riski, bir
Amerikaliya gore ¢ok diisiikken, ayni1 Cinli birey Amerika’da uzun siire yasadiginda
bir Amerikaliya benzer prostat kanseri riski tasir (Yadav ve ark, 2018; Gandhi ve ark,
2018).



1.2.2.2.1. Yasin etkisi
Prostat kanseri riski yasla birlikte artar. 50 yasin altindaki erkeklerde nadir
goriilen prostat kanserine, 55 yasin tizerindeki erkeklerde daha sik rastlanir.

Yasamlar1 boyunca her 6 erkekten 1’ine prostat kanseri tanisi konulabilecegi

bildirilmektedir (YYadav ve ark, 2018; Gandhi ve ark, 2018).

1.2.2.2.2. TIrk Faktorii

Prostat kanserinde 1rk faktorii de onemlidir. En ¢ok siyahi erkeklerde goriilen
prostat kanseri, beyaz irk erkeklerde az goriiliir. Asya/ Pasifik adalarinda yasayan
erkeklerde ise nadir goriiliir (Yadav ve ark, 2018; Gandhi ve ark, 2018).

Afrikali Amerikali erkeklere daha genc yasta teshis edilir ve her evre
kategorisinde daha yiiksek tlimor yiikleri, iki kat yiliksek metastatik hastalik siklig1 ve
diisiik sagkalim oranlar1 vardir. Asya kokenli Amerikalilar i¢in insidans ve mortalite

oranlar1 anlaml1 derecede diistiktiir.

Cevresel faktorler ayrica Olim riskini de etkiler. Amerika Birlesik
Devletleri'ne go¢ eden Asyalilar, hastaliktan kaynaklanan ve 6liim oranlarin1i menseli
iilkelere gore daha yiiksek oranda yasiyor ve Olimleri her bir sonraki nesilde
artmakta, ancak Afrika ya da Avrupa kokenli erkeklerin oranlarmin altinda

kalmaktadir. " (Yadav ve ark, 2018; Gandhi ve ark, 2018).

1.2.2.2.3. Beslenme

Prostat kanseri lizerinde beslenmenin direkt etkisi kanitlanamamistir. Daha
once yapilan aragtirmalar, selenyum ve E vitamininin prostat kanseri riskini
azaltabilecegini gostermis olsa da sonradan yapilan arastirmalardan edinilen daha net
sonuglar, her ikisinin de fayda saglamadigini ortaya koymustur. Yine de saglikli
beslenme kanser riskini azalttigi i¢in sagliksiz besinler tiiketmek prostat kanseri
riskini dogrudan yiikseltebilir (Yadav ve ark, 2018; Gandhi ve ark, 2018).

1.2.2.3. Diger risk faktorleri

Diyet, Takviyeler ve Yasam Tarzi Faktorleri: Diisiik riskli tilkelerden yiiksek
riskli iilkelere go¢ eden gdo¢menlerde goriilen prostat kanserinden artan siklik ve
mortalite, genetik risk faktorlerine ek olarak cevresel i¢in de Onemli bir rolii
desteklemektedir. Birgok epidiolojik ¢aligma, yiiksek yag tiiketimi ile meme, kolon

ve prostat kanseri insidans1 ve mortalite arasindaki iliskiyi desteklemektedir.



Obezite agresif prostat kanseri, tedaviden sonra olumsuz sonuglar ve artmis
mortalite ile iliskilendirilmistir. Viicut kitle indeksindeki (BKI) her 5 kg / m?lik
artisin prostat kanserinden 6liim riskini %15 ila %20 artirdig1 bildirilmistir. Prostat
kanseri teshisi konan erkekler arasinda, hastaliktan &liim riski yiiksek BKI (asir1

kilolu erkekler i¢in 1,5 kat, obez erkekler i¢in 2,7 kat) ile 6nemli derecede iligkilidir.

Fiziksel aktivite, prostat kanserinden Oliim riskini azaltabilir. Veriler
hastaligin gelisimi i¢in tutarsizdir, ancak tan1 konulduktan sonra ikna edicidir. Sigara
kullanim1 erkeklerde degerlendirildiginde prostat kanseri oliimii riski ile iligkili
olabilecegi belirtilmektedir. Bazi mikro besinlerin, minarellerin ve vitaminlerin
prostat kanseri veya hastaliktan kaynaklanan 6liimlerin gelismesinde koruyucu bir
etkisi olduguna dair bir¢ok gostergeye ragmen, kesin kanmit yoktur (Yadav ve ark,
2018; Gandhi ve ark, 2018).

1.2.3.  Anatomi ve Patoloji

Prostat, prostat idrar yoluna bosaltan kanallardan sivi salgilayan lobiiler

tubuloalveoler bezlerinden olusan, 20 ila 25 g agirhgindaki bir ekzokrin organdir.

Akigskan kanallar1 igerir, gecis bdlgesi iiretray1 cevreler ve cevre bolgesi
normal bezin biiylik kismin1 olusturur. Arka periferik zon rektuma karsi uzanir ve

DRE tarafindan palpe edilebilen alandir.

Bu bolgesel siirlar normal postpubescent bir erkegin prostatinda belirsizdir,
ancak erkekler yaslandik¢a gecis bolgesi malign olmayan biiylimeden (BPH)
genisler. Farkli bolgelerdeki malignite siklig1t mevcut glandiiler dokuya orantisizdir.
Cok az sayida kanser merkezi bolgede ortaya ¢ikar ve sadece %15'1 gegis bolgesinde

bulunur; ¢cogu periferik bolgede ortaya ¢ikar.
1.2.3.1. Yayilma ve paternleri

Lokalize prostat kanseri, hastalarin %85'inde tipik olarak multifokaldir.
Kanserlerin ¢ogu, periferik bolgede kapsiiliin yakininda ortaya ¢ikar; ¢evresindeki
kapsiil, klinik olarak tespit edilen kanserlerin %80'ine kadar erken ve sik istila edilir.
Lokal uzatma, kapsiil (radikal prostatektomi [RP] 6rneginde goézlendiginde ol¢iiye
bagl olarak, "odak" veya "yerlesik" ekstrakapsiiler uzama ECE] olarak adlandirilir,
ancak kapsiiliin i¢indeki kusurlardan uzayabilir. Norovaskiiler yapilar ve ejakiilator

kanallar bezine veya mesane boynunun bolgesine girer.



Yerel istila seminal vezikiilleri veya mesaneyi igerecek sekilde ilerleyebilir
veya levator kaslarmi istila edebilir. Nadiren tiimor, rektal duvara ulagsmak igin
Denonvilliers'in fasyasindan istila eder. Lenfatik yayilma, belirgin sentinel inig
bolgesi olmayan hipogastrik, obturator, dis iliak, presakral, ortak iliak veya
retroperitoneal digiimleri icerebilir. Hematojen yayilma, en sik aksiyal iskeletin
kemiklerini ve daha az yaygin olarak akciger, karaciger ve diger yumusak doku
organlarini volvaya ¢evirir. Kemik i¢in yapilan tercih, tiimor hiicreleri ve kemik iligi

stromasi arasindaki benzersiz ¢ift yonli etkilesimin bir sonucu olarak goriinmektedir.
1.2.3.2. Premalign lezyonlar

Prostat kanseri ve ilerlemesi sirasinda meydana gelen fenotipik degisiklikler
bilinmektedir. En erken prekiirsor lezyon, aslinda donistiiriilen hiicre tipinde oldugu
gibi tartisma konusudur. Tanman degisiklikler, siklikla proliferatif inflamatuar atrofi
alanlarma bitisik bulunan ve PIN olarak adlandirilan bezlerdeki hiicrelerin
proliferasyonu ile baslar. PIN, yapisal olarak 1yi huylu goériinen asinin i¢inde sitolojik
olarak atipik veya displastik epitel hiicrelerinin varlig1 ile tanimlanir ve diisiik ve

yiiksek dereceli olarak alt boliimlere ayrilir.

Bazi invaziv karsinomlarin prekiirsoriinde sadece yiiksek dereceli PIN
onemlidir. Yiiksek dereceli PIN, cogu kanserin ortaya ¢iktig1r periferik bolgede,
tercihen kanserin gelismesi nedeniyle, kanser gelisiminden 10 yil veya dereceli PIN'e
sahip prostatlarda, multifokal tiimorlere sahip olma egilimindedir. Prostatik bezleri
cevreleyen bazal hiicre katmaninin kaybedilmesi ve niikleer pleomorfizma ve
belirgin ¢ekirdekler ile anaplastik hiicresel morfolojinin gelismesiyle birlikte, timor
bazal membrani istila eder, yayilir ve metastaz yapmaya baglar. Tiim lezyonlar,

konagin kullanim 6mrii boyunca prostat kanserine yol agmaz.

Adoparsinomun tanisal ozelliklerinin bir kismin1 fakat hepsini gdstermeyen
kiiclik atipik asinin odaklari, sonraki prostat biyopsisinde invazif kanserin 6nemli bir
belirleyicisi olan atipik kiiclik asiner proliferasyonu olarak adlandirilir. Atipik

adenomatoz hiperplazi, malign prekiirsor lezyon olarak kabul edildi.
1.2.4. Prostat Kanseri Genetigi

Prostat kanserinin baslamasi ve ilerlemesine yol acan {i¢ ana mutasyon tipi
vardir:  genetik yatkin genlerinde olusan mutasyonlar, onkogenlerin asir1

ifadelenmesini saglayan somatik mutasyonlar ve tiimdr baskilayici genlerin



fonksiyon kaybina neden olan somatik mutasyonlar (Gandhi ve ark, 2018; Sanhueza
ve Kohli, 2018).

1.2.4.1. Kromozomal degisiklikler

Prostat kanserinde bir¢ok kromozomal degisiklik vardir. Bu degisiklikler
prostat kanseri boyunca gergeklesir. Kanser gelisiminde delesyonlar ve
duplikasyonlar bir¢ok ¢alisma grubu arasinda art arda bulundugu yerlerde,
delesyonlar genellikle genlerin bolgesel fonksiyon kaybina neden olur ve
amplifikasyonlar genellikle genlerin bolgesel fonksiyon kazanciyla sonuglanir.
(Gandhi ve ark, 2018; Sanhueza ve Kohli, 2018).

Prostat kanseri ve genel olarak kanser tedavisini genel olarak ¢ok zorlastiran
bu genetik heterojenitedir. Kromozomal segmentlerin delesyonu erken evre
tiimorlerde bulunur ve baskindir, ancak timér gelistikge amplifikasyonlar meydana

gelir ve tiimoriin ¢ogalmasi ve biiylimesi daha da siddetlenir.

Prostat kanserinde anormalliklerin en sik goriildiigii kromozomlar 6, 7, 8, 10,
13, 16 ve 17°dir. Kromozom X ve Y de bir¢ok degisiklik tasir. Kromozom 8, en
tutarli degisimin bulundugu, 8p'de bir kayip ve cogu durumda 8q'de bir kazang
oldugu yerdir. 13q, bilinen iki tiimor baskilayici genin (RB ve BRCA-2) bulundugu,

stirekli gozlenen delsyon islemlerinin oldugu baska bir bélgesidir.

Prostat kanserinde en erken genetik degisikliklerden biri, prostat kanserlerinin
%50'sinde ortaya ¢ikan ERG onkogeninin asir1 ifadesidir. Gen fiizyonlar1 da ¢ok
yaygindir. Gen fiizyonlar1 genellikle kromozomal yeniden diizenlemelerden
kaynaklanir. Cogu prostat kanseri, TMPRSS2 veya SLC45A3 ile 5 gen ETS
fiizyonuna sahiptir (Gandhi ve ark, 2018; Sanhueza ve Kohli, 2018).

1.2.4.2. Somatik genetik mutasyonlar

Tan1 aninda hastalarda bir¢ok somatik mutasyon bulunur. Zamanla, prostat
kanseri hiicrelerinde ¢esitli nokta mutasyonlari, gen delesyonlar1 ve duplikasyonlari,
amplifikasyonlar1 gibi kromozomal diizenlenmeler ve DNA metilasyon degisiklikleri

meydana gelir.

Bu degisiklikler, genellikle birka¢ on yilda yavasga birikir. Olduk¢a kabul
gérmiis bir prostat kanseri modeli, kalitsal mutasyonlarin timoér olusumunu

baglatmasi ve somatik mutasyonlarin daha fazla yayilmasidir. Somatik kromozomal



degisikliklerde, farkli hastalar i¢in ayni kromozomal bdlgelerde goézlenen farkl
lezyon tipleri ile heterojenlik vardir. Ornegin GSTP1, PTEN, CDKN1B genlerinde
cesitli somatik mutasyonlar tespit edilmistir (Gandhi ve ark, 2018; Sanhueza ve
Kohli, 2018).

1.2.4.3. Timor baskilayici genler

Cogu kanserde oldugu gibi, prostat tiimdrlerinin baglangici, timor baskilayici
genlerde fonksiyon kaybi mutasyonuyla iligkilidir. Timdr gelisimi boyunca, timor
baskilayici genler cesitli somatik delesyonlarla fonksiyonsuz hale gelebildigi gibi,
kalitsal olarakta fonksiyonsuz hale gelebilirler. Timor baskilayict genler, genin
bulundugu bir kromozomal segmentin delesyonu, genin dogrudan delesyonu,

promoter hipermetilasyonu nedeniyle ifade kaybina ugrayabilir.

Son zamanlarda, Nickerson ve ark. TET2’nin, prostat kanserinde, g¢oklu
mekanizmalarla degistirilen bir tiimor baskilayici olarak gorev yaptigini gosterdi.
Bundan baska PTEN, GSTP1, CDKN1B ve NKX3.1 ve Retinoblastoma (RB) prostat
gelisiminde fonksiyon kaybina ugrayan diger tiimor baskilayic1 genlerdir (Gandhi ve
ark, 2018; Sanhueza ve Kohli, 2018).

1.2.4.4. Yanlis eslesme onarim genleri

Agresif prostat kanserinde, c¢ogunlukla yanlis eslesme onarimi (MMR)
mekanizmalarinda kusurlar meydana gelmektedir ve bunun sonucu olarak da
niikleotit sekans1 mutasyonlar1 olugsmaktadir. MLH1, PMS1, PMS2, MSH2, MSH3 ve
MSH6 genlerinin tlimiiniin, prostatik timdr ¢ogalmasi ve cogalmasinda spesifik

olarak rol oynadig1 gosterilmistir.

Toplu olarak, bu gen lokuslarinda fonksiyon kaybi, prostat kanseri epitelinde
zayiflatilmis DNA onarim aktivitesine katkida bulunabilir. 2014 yilinda, Prichard ve
ark. MSH2-MSH6 heterodimerinde meydana gelen biallelik bir fonksiyon kaybi
mutasyonu varhigini, metastatik prostat kanserinde gostermislerdir (Gandhi ve ark,
2018; Sanhueza ve Kohli, 2018).

1.2.4.5. Onkogenler

Proto-onkogenlerdeki mutasyonlar, yapict aktif onkogen formlarinda
degisikliklere yol acar. Onkojen mutasyonlari, fonksiyon kazanimina neden olan

kromozomal bélgelerin ¢ogalmasindan kaynaklanir. Bu mutasyonlar genellikle ge¢



ortaya c¢ikar ve tiimorii daha da ilerletmek i¢in zamanla birikir. c-MYC, MAPK
yolaginda rol alan proteinler HER2, EGFR, DAB2IP, RASSF1, CTNNB1 Prostat
kanseri gelisiminde rol alan onkogenlerdir (Gandhi ve ark, 2018; Sanhueza ve Kohli,
2018).

1.2.4.6. Polimorfizmler

SNP dizi teknolojisindeki gelismeler, prostat kanseri riski tizerinde ilimli
etkisi olan ¢oklu lokasyonlardaki ortak varyantlari tanimlamak i¢in nispeten yeni ve
gliclii araclar olarak ortaya ¢ikmistir. 2008 yilinda, Zheng ve ark. insan genomunda
cesitlilik gosteren birgok bolgenin prostat kanseri ile iligkili oldugunu gostermistir.
Bireysel varyasyon riski diisiik olsa da, ¢oklu varyasyonlarin kiimiilatif etkisi, ¢cok

daha fazladir.

Bu varyasyonlar bir SNP'den kaynaklanmaktadir. Prostat kanseri ile iliskili
30'dan fazla SNP vardir. Isvegli erkeklerden yapilan bir calismada, yiiksek oranda
prostat kanseri riski ile iligkili olan bes kromozomal bdlgede degiskenler
bulunmustur. Ug degisken 8q24'te, bir degisken 17ql12'de, bir degisken 17q24'te
tespit edilmistir. Calisma ayrica, daha fazla biriken SNP'nin daha ytiksek bir prostat
kanseri iliskisine yol agtigin1 gostermistir (Gandhi ve ark, 2018; Sanhueza ve Kohli,
2018).

1.2.5. Prostat Kanseri Molekiiler Mekanizmasi
1.2.5.1. Androjen reseptorii

Androjen reseptorii (AR), prostat bezinin normal fizyolojik isleyisi igin
merkezi bir molekiiler sinyal yoludur ve prostat bezi liimeninin salgi epitel
hiicrelerinin sitoplazmasinda bulunur. AR, X kromozomunda bulunan ve bdylece
erkeklerde tek bir alelden olusan AR geni tarafindan kodlanir. Kodlayan dizide {ig
alanl sekiz ekzon bulunur: N ’ terminal transkripsiyon aktivasyon domeni, iki ¢inko
parmagindan olusan DNA baglama domeni ve C ' ligand baglama domeni. Erkek
androjenlerini baglayan ve transkripsiyon faktorii olarak gorev yapan 919 amino asit
uzunlugunda bir protein reseptdriinii kodlar. Androjen sinyallemesi olmadiginda,
AR, sitoplazmada, AR'nin bozunmasindan stabilizasyon ve koruma saglayan 1s1 sok
proteinleri (HSP-70 ve HSP-90) ile elde edilir. Testosteron liimen epiteli igine yayilir
(Trapman, 2001).



Prostat bezindeki hiicreler, hiicre i¢i 5-a-rediikktaz enzimi tarafindan
dihidrotestosterona (DHT) doniistiiriiliir. AR, DHT'yi testosterondan 10 kat daha
fazla afinite ile baglar. DHT'nin baglanmas: iizerine, AR, HSP'lerden salinir ve
kinazlarin alimi yoluyla dimerizasyon ve ¢apraz fosforilasyona ugrar. Fosforilasyon,
AR-androjen kompleksinin niikleer translokasyona ve transkripsiyonel aktivasyona
girmesine izin verir, androjen yanit elemanlar1 (ARE) iceren birka¢ hedef gene
baglanir. Bu gen hedefleri hiicre ¢ogalmasinda, farklilasmasinda ve hayatta

kalmasinda rol oynar.

Normal prostat epitelinde, oranin arasinda bir denge vardir. Prostat
adenokarsinomunda, bu denge apoptozun baskilanmasi ve proliferasyonun kontrol
edilmemesi ile kaybedilir. Hiicre proliferasyonuna, biiyiimesine ve apoptozis duktal
epitel kaybina neden olan ve prostatik adenokarsinom tiimdrijenezi ile sonuglanan
AR'nin yapic1 aktivitesidir. AR proteinlerinin gercek uzunlugu, poliglutamin, poli-
glisin ve poli-prolin tekrarlar1 nedeniyle degiskendir. Poli-glutamin (CAG) tekrart,
reseptor aktivitesini etkiler. Uzunluk 9 ila 36 arasinda degismekte olup, ortalama 18
ila 22 arasinda degismektedir. Bazi insan epidemiyolojik arastirmalari, kisa poli-
glutamin tekrarlar1 ve prostat kanseri arasinda pozitif bir iliski bulmustur. Yiiksek
prevalanshi Afrika kokenli Amerikali popiilasyonunda, AR proteinlerinin kisa
poliglutamin  tekrarlarina sahip oldugu bulunmustur. Diisilk prevalanslh
popiilasyonunda, AR proteinlerinin daha uzun poli-glutamin tekrarlarina sahip
oldugu bulunmustur. Bu kalitsal genetik polimorfizm, yiiksek kalitsal prostat kanseri
orant i¢in bir risk faktoriidiir. Ayrica, AR'de tiimorijenezin ilerlemesini artiran,
timoriin agresifligini artiran ve androjen ligandlarindan tamamen bagimsizlik

kazanan bir¢ok somatik degisiklik vardir (Trapman, 2001).

Esas olarak testiste iretilen erkek seks hormonlar1 veya androjenler,
testosteron ve metabolit 5alfa-dihidrotestosteron, prostat gelisiminde ve yetiskin
prostatin yapisinin ve islevinin korunmasinda Onemli bir rol oynamaktadir.

Androjenlerin biyolojik islevine androjen reseptorii tarafindan aracilik edilir.

Baslangicta, cogu prostat tlimoriiniin biiylimesi androjene bagimlidir. Sonug
olarak, endokrin manipiilasyon birgok farkli rejimleri, kimyasal veya cerrahi
kastrasyon ile, veya (androjen, anti-androjen karsitlar1 tarafindan androjen reseptor
fonksiyon abluka de testosteron tiikkenmesi amaglayan gelismis hastalik i¢in tedavi

olarak uygulanmistir. Endokrin tedavi palyatif tedavi olarak énemli olsa da sonugta
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tiim endokrin manipiile timorler tedaviye direngli bir asamaya gegerler. Mevcut
endokrin tedavilerin basarisizhigini agiklamak ve iyilestirilmis terapotik rejimler
tasarlayabilmek icin androjene bagimli tiimorlerde androjen reseptdr fonksiyonunun
molekiiler mekanizmalar1 ve endokrin tedaviye direngli prostat kanserinin molekiiler

mekanizmalar1 anlagilmalidir.

Androjen reseptorii, niiklear reseptor transkripsiyon faktorlerinin biiylik bir
ailesinin bir iiyesidir. Protein, birka¢ molekiiler fonksiyon, DNA baglayici etki alani,
bir veya iki transaktivasyon etki alan1 ile modiiler bir yapiya sahiptir. Onemli olarak,
androgen reseptor geni X kromozomunda bulunur. Sonug olarak, erkeklerde androjen
reseptor genindeki degisiklikler hiicredeki islevini onemli Olcilide etkileyebilir.
Androjenlerin yoklugunda, androjen reseptorii esas olarak sitoplazmada bulunur,

ancak androjen uyarimi iizerine protein hizla ¢ekirdege goc eder.

Androjen reseptor homodimerleri, hedef genlerin diizenleyici bolgelerindeki
koognat DNA baglanma alanlarina baglanir ve koaktivatorler ile etkilesim halinde,
genel transkripsiyon faktorleri ve RNA polimeraz II kararli bir transkripsiyon
baslatma kompleksi olusur. Bu, hedef genlerin siki bir sekilde diizenlenmis ifadesini
saglar. Iyi bilinen serum markédrii PSA, sikica androjen diizenlenmis bir genin
prototipi olarak diislintilebilir. Anti-androjenler veya antagonistler, androjen
reseptOriinlin ligand baglama alanina baglanmak ic¢in agonistik androjenlerle rekabet
eder. Antagonistlerin, proteinin transaktivasyon fonksiyonunu inhibe eden ligand
baglayici etki alaninda anormal bir konformasyonel degisime neden olduguna dair

kanitlar vardir (Trapman, 2001).

Androjen reseptor fonksiyonunda 6nemli bir soru, spesifik hedef genlerinin
karakterizasyonu ile ilgilidir. Prostatta androjen receptoriin ¢oklu fonksiyonlar1 ve
karmagik ifade deseni nedeniyle, bu soruya basit bir cevap verilemez. Hiicre dongiisii
stimiilasyonunda (hiicre proliferasyonu) dogrudan androjen diizenlenmis genler,
apoptozun bastirilmas: (hiicre sagkalimi) ve prostat fonksiyonu (farklilasma)

onerilmistir.

Hiicre dongiisii regiilasyonunda yer alan aday androjen hedef genleri Siklin
bagimli Kinazlardir (CDK2, CDK4, pl6NKd4a, P27KIPl ve P21 Cipl). Bcl-2,
apoptozda yer alan en 6nemli aday androjen genidir. Bununla birlikte, incelenecek

genlerin paneli tam olmaktan uzaktir ve daha fazla degerlendirmeye ihtiya¢ duyar.
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Benzer sekilde, androjenlerin, hiicre proliferasyonunu dolayli olarak etkileyebilecek
bliytime faktorleri, sitokinler ve reseptorlerinin ekspresyonu iizerindeki etkisi daha
ayrintilt olarak incelenmelidir. Transkripsiyonel profilleme icin Yyiiksek verimli
teknoloji, diger Onemli androjen hedef genler hakkindaki bilgimizi hizla

artirmaktadir.

Endokrin tedaviye direngli prostat tiimorlerinin biiyiimesi esasen iki
molekiiler mekanizma ile acgiklanabilir. Bir prostat tliimoriiniin androjen uyarilmis
biliylimesinin, androjen reseptoriinden bagimsiz bir sinyal transdiiksiyon yolu ile
diizenlenen bir mekanizma ile atlanmasi miimkiindiir. Bu tiimérlerde androjen
reseptor ekspresyonu azaltilabilir veya androjen reseptorii inaktive edilebilir.
Endokrin tedaviye direngli timorler, androjenden bagimsiz olan bir timor hiicresi alt

popiilasyonunun biiylimesinden de kaynaklanabilir.

Ikincisi, androjen reseptoriine bagli biiyiimenin uyarlanmasiyla endokrin
tedaviye direngli prostat tiimorleri ortaya cikabilir. Lokal ilerleyici ve metastatik
endokrin tedaviye direngli tiimoérlerin biiyiikk ¢ogunlugu androjen reseptor ifadesini
gosterdiginden, bu son olasilik artitk yaygin olarak kabul edilmektedir. Prostat
tiimorlerinde agirlikli olarak niiklear lokalizasyonu, androjen reseptoriiniin islevsel
olarak aktif bir konformasyonundan yana oldugunu savunulur. Endokrin terapi
direncinin androjen reseptoriine bagimli mekanizmalari, androjen reseptér asiri
ekspresyonu, androjen reseptér mutasyonu, androjen reseptOriiniin liganddan
bagimsiz aktivasyonu ve spesifik koaktivatérlerin  ekspresyonunun veya

ozelliklerinin modifikasyonunu igerebilir.

Androjen reseptor asir1  ekspresyonu, androjen reseptor  geninin
amplifikasyonunun bir sonucu olabilir. Ger¢ektende, in situ hibridizasyon deneyleri,
tekrarlayan tiimorlerin  yaklagik  yiizde 30'unda androjen reseptdr gen
amplifikasyonunu gostermistir. Daha da Onemlisi, androjen reseptdr gen
amplifikasyonu, endokrin tedaviden dnce tiimorlerde degil, agirlikli olarak endokrin

tedavi sirasinda nispeten geg¢ niikseden tiimorlerde tespit edilmistir.

Endokrin tedaviye direncgli prostat kanserinde fonksiyonel olarak aktif bir
androjen reseptoriinii agiklayabilecek ikinci bir mekanizma, androjen reseptor
fonksiyonlarmin mutasyonla modifikasyonudur. Bazi ¢alismalar, androjen

reseptOriiniin amino-terminal alanindaki bir glutamin uzunlugunun, prostat kanseri
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riski ile ters yonde iliskili oldugunu gostermektedir. Androjen reseptdr genindeki
nokta mutasyonlari primer tiimorlerde ve metastatik tiimorlerde degisen siklikta
tanimlanmistir. Bu mutasyonlarin ¢ogunun androjen reseptor fonksiyonu iizerindeki

etkisi ayrintilt olarak arastirilmamaistir.

Cogu bilgi, ligand baglayici etki alanindaki amino asit ikamelerinde
mevcuttur. Klasik ornek olarak, LNCaP prostat kanseri hiicre hattindaki androjen
reseptor geni, ligand baglayici etki alanindaki pozisyonunda bir treonine sahiptir. Bu
modifikasyon, reseptoriin ligand 6zgiilliigli ve transaktivasyon fonksiyonu iizerinde
dramatik bir etkiye sahiptir. Mutasyona ugramis androjen reseptor sadece testosteron
ve Sa-dihidrotestosterona degil, ayn1 zamanda ¢ogu anti-androgenlere ve dstradiol ve
progesteron gibi dogal diisiik afinite ligandlarmma da yanit verir. Ayni mutasyon,

prostat kanseri tiimorlerinde de saptanmustir.

Sonug olarak, androjen reseptor mutasyonlari, antiandrojen tedavisi altindaki
hastalardan endokrin terapiye direngli tiimorlerde tespit edildi. Son zamanlarda,
pozisyonundaki histidin bir 16sin, androjen reseptoriinii kortizole duyarli hale

getirdigi bulunmustur.

Ligand baglama alaninin ii¢ boyutlu yapist aydinlatildigindan, androjen
reseptor mutasyonlarmin ligand 06zgiilliigli {izerindeki etkisinin giivenilir bir
aciklamasi verilebilir. Simdiye kadar, sadece sinirli sayida endokrin tedaviye direngli
hasta incelenmistir. Bu nedenle, androjen reseptor mutasyonlarinin siklig1
belirlenmeye devam etmektedir. Bugiline kadar yayinlanan veriler metastatik
hastalikta mutasyon sikliginin yiizde 15 veya daha az oldugunu gostermektedir. Geg
evre prostat kanserinde biiyiik olasilikla androjen reseptor mutasyonlari, genetik
istikrarsizligin sonucu olabilecek fonksiyonel mutasyonlar ve rastgele mutasyonlarin
bir karistmini temsil eder. Prostat timor hiicreleri tarafindan endokrin terapiden
kagmanin {cilinci bir mekanizmasi, androjen reseptoriin hormondan bagimsiz
aktivasyonu ile olabilir. Model sistemlerde, androjen reseptdriiniin ¢esitli kinazlar ve
biiyiime faktorleri ve sitokinler tarafindan aktive edilebilecegi gdsterilmistir. Bununla
birlikte, androjen reseptoriin hormondan bagimsiz aktivasyonunun hastada prostat

tlimori bitylimesi igin dnemli olup olmadig: hala bilinmemektedir (Trapman, 2001).
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1.2. HEDEF GENLER
1.2.1.PTGS2 (Prostaglandin Endoperoksite Sentetaz-2)

Bu gen, néronal poliglutamilaz kompleksinin bir bileseni olan bir proteini
kodlar, bu da C-terminal tiibiilin kuyruklarmna glutamat reidiilerine translasyon
sonrast eklenmesinde rol oynar. Alternatif olarak, bu gen i¢in ¢oklu izoformlari

kodlayan eklenmis transkript varyantlar1 gézlemlenmistir.
1.2.2.TMPRSS4 (Transmembrane Serine Protease 4)

Bu gen, serin proteaz ailesinin bir iiyesini kodlar. Serin proteazlarin,
genellikle insan hastaliklar1 ve rahatsizliklarina yol agan cesitli biyolojik islemlerde
yer aldig1 bilinmektedir. Bu gen, pankreas karsinomunda asir1 eksprese edilen bir gen
olarak tamimlanmuistir. Kodlanan protein, bir N-terminal ankraj sekansi ve serin
proteaz alanini iceren bir glikozile edilmis hiicre dis1 bolge ile zara baghdir. Bu gen

i¢in farkli izoformlar1 kodlayan ¢oklu transkript varyantlar1 bulunmustur.

Son c¢alismalar, hemaglutinin bdliinmesinin aracilik ettigi influenza
virlislerinin yayilmasiyla iligkili TMPRSS4 aktivitesi hakkinda 6nemli veriler
saglamistir. Cesitli kanserlerin ilerlemesi ve metastatik potansiyeli, muhtemel bir
teshis markorii olmasi, artan TMPRSS4 ifadesi ile uyumludur. Bununla birlikte,
TMPRSS4'ten terapotik bir hedef olarak yararlanabilmek igin, zebra baligi
embriyolarinda belirli bir morfolino yikimiyla yapildig1 gibi fizyolojik diizeyi ile
ilgili daha fazla veriye ihtiya¢ vardir.

Proteoliz, peptid baglarin spesifik hidrolizinin aracilik ettigi diizenleyici bir
mekanizmadir. Bu post-translasyonel modifikasyondan otiirii, sayisiz proteinin rolii,
hiicre biiylimesi, apoptoz, protein salgilanmasi, fagositoz, sinyal iletimi ve hiicre dist
matris olusur. Insanlarda, genlerin %2'den fazlas1 700'den fazla proteaz ve proteaz

inhibitdrleri igeren karmasik bir sistem kodlamaktadir.
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Proteaz aktivitesinin diizenlenmesi, artrit, kanser ve norojeneratif ve
kardiyovaskiiler hastaliklar dahil olmak tizere farkli patolojilerle ilgilidir (Aberasturi
ve Calvo, 2015).

Matriptaz, furin veya stromelisin gibi kanserde klinik potansiyeli olan diger
proteazlar arasinda, TMPRSS4 vyeni bir potansiyel aday olarak ortaya
cikabilir. TMPRSS4 su anda embriyo gelisimi vekanser olmak tizere temel olarak iki
fonksiyonda yer almaktadir. Zebra balig1 embriyosunda, bu proteaz, organojenez i¢in
gereklidir, ¢linkii morfolinolar kullanilarak yapilan TMPRSS4 azalmasi, rahatsiz
edici bir iskelet kasi olusumu, yavaslayan bir kalp atisi ve dejenere olmus bir
vaskiiler sistem de dahil olmak {izere doku gelisimi ve hiicre farklilasmasinda ciddi
kusurlara neden oldugu gortilmistiir. Bu sonug, TMPRSS4'{in organ gelisiminde rol
alan adhezyon molekiillerinin aktivitesini degistirebilecegini gostermektedir. Nakavt
ve transgenik farelerin liretilmesi, bu proteazin saglikli ve patolojik kosullarda, insan
hastaliklar1 i¢in daha kuvvetli bir sekilde dahil edilmesine calisilmasini saglayacaktir
(Aberasturi ve Calvo, 2015).

1.2.3.MAGEA3 (Melanoma-Associated Antigen 3)

Bu gen, MAGEA gen ailesinin bir iiyesidir. Bu ailenin {iyeleri, birbirlerine
%50 ila %80 oraninda 6zdeslik gosteren proteinleri kodlar. MAGEA genlerinin
promotorleri ve ilk ekzonlari, bu gen ailesinin varliginin, ayn1 fonksiyonun, farkl
transkripsiyonel kontroller altinda eksprese edilmesini sagladigina isaret ederek,
oldukca degiskenlik gosterir. MAGEA genleri, Xq28 kromozomal konumunda

kiimelenir. Diskeratoz konjenita gibi bazi kalitsal hastaliklar iliskilendirilmistir.

Melanom Antijen Gen (MAGE) ailesi, kanserde ve hedeflerde biyobelirtegler
olarak 40 insan proteininin bir alt kiimesi, testis ekspresyonunu sinirlandirilmis ve
immiinojenik olabilecekleri kanserde anormal sekilde eksprese edilen kanser testis
antijenleri (CTA) olarak siniflandirilir. Toplu olarak, MAGE'lerin, digerleri arasinda,
kolon, melanom, beyin, akciger, prostat ve meme dahil olmak iizere bir¢ok tlimor

tipinde genis bir sekilde eksprese edildigi bulunmustur (Weon ve Potts 2015).

Uzun yillar boyunca, MAGE CTA'lara potansiyel kanser immiinoterapisine
odaklanilmistir. Bununla birlikte, bu yaklasim ¢ok az basarili olmustur ve son
zamanlardaki zorluklarla karsilasmistir. Bu proteinlerin ayrintili  fonksiyonel

caligmalar1 ortaya ¢ikmaya baslamis ve kanserde ekspresyonunun, kanserdeki global
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genomik dengesizlikten kaynaklanan spesifik olmayan, ilerleyici promoter

demetilasyonu nedeniyle basit olmadigin1 gostermektedir.

MAGE genleri, daha kétii klinik prognoz, artmis tiimor biiylimesi, metastaz
ve kok hiicre benzeri popiilasyonlarda zenginlesme dahil agresif kanserlerin
isaretleriyle iliskili alanlardir. Onemli olarak, fonksiyonel calismalar bazi MAGE
CTA'larin ortiismeyen onkojenik siirticii aktivitesine sahip olabilecegini gdstermistir.
Bu nedenle MAGE CTA!'lari, ¢ok ¢esitli kanserleri tedavi etmek i¢in kansere 6zgii
terapdtikler gelistirmek i¢in yeni bir yol saglayabilir (Weon ve Potts 2015).
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2. MATERYAL VE METOT

PC-3, (ATCC CRL-1435) barkot numarali, 62 yasindaki erkek bir beyaz
irktan alinan, IV. derece prostatik bir adenokarsinomun kemik metastazindan

baslatilmis bir hiicre hattidir.

Bu hiicre hattinda karyotip model sayidaki 62 kromozomla triploide yakindir.
Her hiicrede yaygin olarak bulunan yaklasik 20 marker kromozomu vardir: ve
normal N2, N3, N4, N5, N12 ve N15 bulunamamistir. Q-band analizi ile normal Y
kromozomu tespit edilememistir. Bu hiicre ¢izgisi uygun bir transfeksiyon hostudur,

s1v1 azot buhar fazinda saklanmustir.

Bu calismada, metastatik alandan tiiretilmis olan PC-3 insan prostat kemik

dokusu dondurulmus morfolojik epitel doku olarak kullanildu.
2.1.HUCRE KULTURU DENEYLERI

PC-3(ATCC CRL-1435) barkotlu PC-3, 62 yasindaki bir kafkasli beyazdan
alman 4. Derece prostatik bir adenokarinomun kemik metastasi, dondurulmus

morfolojik epitel, metastatik alandan tiiretilmis prostat doku hiicreleri kullanildi.
2.1.1. Besiyeri

RPMI-1640 igerisinde %10 FBS (fetal bovine serum) ve %1

Penicilin/streptomisin olacak sekilde hazirlandi.
2.1.2. Hiicre Soylarinin Stoktan Cikarilmasi

Hiicreleri ¢ogaltmak amaciyla kriyovialler -80 °C den alinarak sicak su
banyosunda hizli bir sekilde ¢oziildi. Hiicre siispansiyonu; ilgili hiicrenin
biiytitiilmesinde kullanilan besiyeri igerisine alinarak falkon tiip, 21 °C 800rpm’de
5dk santrifiij edildi. Sonra slipernatant kismi aspire edildi ve hiicre peleti iizerine

Iml besiyeri ilave edilerek hiicrelerin siispansiyon hale gelmesi saglandi. Hiicre
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siispansiyonu, igerisinde Sml besiyeri bulunan 25cm?’lik flasklara alinarak 37 °C’de,

%5 CO2igeren ortamda inkiibe edildi.
2.1.3. Besiyeri Degistirme

Flask icerisindeki besiyeri uzaklagtirilarak (aspire edilerek) 1X PBS; 25
cm?’1ik flask icerisine 2 ml, 75 cm?’1ik flask igerisine 4 ml ilave edildi ve hiicrelerin
ylizeylerinin  hafifce yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek
uzaklastirildiktan sonra 25 cm?’lik flask icerisine 5 ml, 75 cm?’lik flask igerisine 10

ml taze besiyeri eklendi.
2.1.4. Hiicre Soylarinin Pasajlanmasi

Hiicre soylari, flask yilizeyini %60-70 kapladiklarinda (konfluent
olduklarinda) flask icerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicrelerin serumdan
aridirilmasi igin 25 cm?’lik flask igerisine 2 ml 1X PBS ilave edilir ve hiicrelerin
ylzeylerinin hafifce yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek
uzaklastirildiktan sonra flask ylizeyine yapisan hiicrelerin ylizeyden ayrilmalari igin
0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA soliisyonu kullanild1 ve hiicreler 37 °C’de, %5 CO2’li
ortamda 5 dk inkiibe edildi. Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden ayrildigi
kabul edilen hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi icin on kati kadar besiyeri ilave
edilir. Boylece tripsinin hiicreleri yiizeyden ayirdiktan sonra hiicre membranlarina
zarar vermeye baslamasi engellenmis olundu. Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu,
igerisinde besiyeri bulunan 15 ml’lik falkon tiip icerisine alinir. 21 °C 800 rpm’de
5dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve elde edilen hiicre
peleti 1ml besiyerinde ¢dziindiikten sonra hiicre siispansiyonu 75 cm?lik flasklara
aliarak 37 °C’de, %5 COz igeren ortamda inkiibasyona birakildi. Bu sekilde hiicreler

istenilen say1ya gelene kadar ¢ogalmalari saglanmis olundu.
2.1.5. Hiicre Soylarinin Stoklanmasi

Hiicreler konfluent olduklarinda flask igerisindeki besiyeri aspire edilerek
ortamdan uzaklastirilir. Hiicreler 1X PBS ile hafif¢e yikandiktan sonra PBS aspire
edilerek uzaklastirilir ve hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmalarini saglamak igin
%0,05 Tripsin-EDTA soliisyonu eklenir. Hiicreler 37°C’de, %5 CO2’li ortamda 5dk
inkiibasyona birakilir. Mikroskopla bakildiginda flask ylizeyinden ayrildigir kabul
edilen hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in on kati1 kadar besiyeri ilave edildi.

Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu igerisinde besiyeri bulunan 15ml’lik falkon tiip
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igerisine alinarak 21 °C 800rpm’de 5dk santrifiij yapilir ve sonra silipernatant kisim
aspire edildi. Pelet iizerine her bir kriyovial i¢in 1.5ml dondurucu medium (5ml
DMSO + 5ml FBS + 40ml DMEM) karanlik ortamda ilave edilerek hiicre

slispansiyonu kriyovialler igerisine dagitilir ve hemen -80 °C’ye kaldirildi.
2.1.6. Hemositometre ile Hiicrelerin Sayimi

Hiicre sayiminda; tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre
stispansiyonundan 10pl alinir ve iizerine esit miktarda %0,5 tripan konarak iyice
karigmalar1 saglandi. Bu karigimdan 10ul alinarak thoma lamina koyulur ve
mikroskopta bu lam iizerinde bes alanda hiicre sayimi yapilir. Bulunan sayi
sulandirma katsayis1 ile carpilarak 1ml besiyerinde ne kadar hiicre oldugu

hesaplanda.
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Sekil 2.1. Hemositometre ile Hiicrelerin Sayimi
1 biiyiik karenin hacmi; 0,1 cm x 0,1 cm = 0,01 cm?
Bolmenin derinligi; 0,1mm= 0,01 cm

0,01 cm?*0,01 cm = 0,0001 cm® = 0,0001ml = 0,1 pl

Hiicre say1s1 x 10.000
Konsantrasyon (hiicre/ml) =

Sayilan alan x Diliisyon
Sulandirma katsayisi (diliisyon); 1:10 diliisyon ig¢in; 0,1
1:100 dilisyon igin; 0,01
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Sekil 2.2. Hemositometre ile Hiicrelerin Sayim Y 6nii
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oskop altindaki goriintiisti

Sekil 2.3. PC3 Prosat kanseri hrleinin
PC3 Prostat kanseri hiicrelerini ¢ogaltip kullanana kadar -80 derecede

saklanildi.
2.2.MOLEKULER TEKNIKLER
2.2.1. RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu Omega Biotek RNA izolasyon kiti katalog numarasi:
R6834 kiti uyularak yapildi.
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Tablo 2.1. RNA izolasyonu i¢in gerekli salf malzeme

Product R6834
Piirifikasyon 5 adet
HiBind® RNA Mini Kolonlar 5 adet
2 mL Koleksiyon Tiipleri 10 adet
TRK Liziz Tapon SmL
RNA Yikama Soliisyonu | 5SmL
RNA Yikama Soliisyonu Il 5SmL
Niiklear Maddelerden Arindirilmis Su 2 mL
RNA izolasyonuna < 10° hiicre ile baslanildi. 10® - 107 mg ......... 700 ul

hiicre kullanildi.

Tablo 2.2. 20 uL B-ME per 1 mL TRK Lysis Buffer eklenildi

Amount of Tissue Amount of TRK Lysis Buffer
<15mg 350 uL
20-30 mg 700 uL

PC3 Prostat doku kiiltiiriinden elde ettigimiz hiicreleri -80 °C den ¢ikarildi ve
sicak su banyosunda eritildi. 12.000 g de 5 dk santrifiij edildi. Seffaf siipernatant
ependorfa aktarildi. 1 hacim ethanol (%70’lik) vortekslendi. Kolonlu tiip hazirlanildi
700 ul 6rnek kolona aktarildi. 10.00 g de 1 dk santrifiij edildi. Tiipe inen sivi
dokiildii. Tekrar 10.00 g de 1dk santrifiij edildi. Tiipe inen s1v1 dokiildi.

500 ul Wash Buffer 1 eklenip 10.00 g de 30 sn santrifiij edildi. Tiipe inen s1v1
dokildii. 500 ul Wash Buffer 2 eklendi (%100’liik etanol ile diliie edilen wash buffer
2). 10.000 g de 1 dk santrifiij edildi. Tiipe inen siv1 dokiildii. Tekrar 10.00 g de 1 dk
santrifiij edildi. Tlipe inen s1v1 dokiildii. Bos ependorf ile kolonu 2-3 dk maksimum g
de santrifiij edildi. Kolon bos ependorfa alindi. 40-70 ul NFW eklenildi. Maksimum
g de 2 dakika santrifiij edildi. Sonug olarak RNA elde edildi.

Total RNA kullanilacagi zamana kadar -80 °C de saklanir.

21



2.2.1.1. RNA Miktar Ol¢iimii

RNA &l¢iimii spectrostar nano 6lgiim cihazi ile yapildi. LVIS plate ilk olarak
blank olarak 2 ul nukleaz igermeyen su koyuldu sonra 2 ul PC-3 &rnegi konulup
cihaza yerlestirildi.

Tablo 2.3. PC3 prostat kanseri RNA OD degeri ve konsantrasyonu
Od degeri (260/280) Konsantrasyonu (ng/ml)

Blank - -

PC3 1.8 63.43

2.2.2. cDNA Sentezi

Calismada arastirilan genlerin ifade diizeylerini belirlemek amaciya ters
tanskripsiyon yontemi ile RNA’lar komplementer DNA’ya (cDNA) ¢evrildi. Bu
islem icin RNA dan cDNA sentezi Ipsogen RT Kit 33 no: 679923 kiti kullanilarak

yapildi.
Tablo 2.4. Ipsogen RT kit icerigi
COMP NUMxCONT
RT Tampon 1 x 180 ul
Random primer 1 x 190 ul
DTT 0.1 M 1 x45ul
Ters traskriptaz 1 x 36 ul
dNTP 10Mm 1x72ul
RNase inhibitor 1x18ul
Tablo 2.5. Master Mix

5 x RT buffer 5M

dNTP 2M

Random primer 5,25M

RNase inhibitor 0,5M

Ters transkripta 1M

DTT 1,25M
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Ilk olarak 20 M RNA 0.2’lik tiiplere alind1 ,65 °C de 5 dk inkiibe edildi. 1 dk
buzda bekletilip soklandi. Ustiine 30 M mix konulup pipetajlandi. PCR yerlestirildi.

Tablo 2.6. Pcr Kosulari

25.0 °C 10 DK
50.0 °C 60 DK
85.0 °C 5 DK
4.0°C o

cDNA elde edildi, -20 °C de saklanildu.
2.2.3. Primer Dizayni

Primer, Oligoniikleotid: DNA amplifikasyonunda kullanilan, DNA’ya
tamamlayict olan kisa dizilerdir. Primerler, ilgili firmalardan ticari olarak
sentezletilir ve satin alinir. Satin alinan primerler liyofilize halde tiiplerde oldugu icin
primerler sulandirilarak kullanildi. Her bir primer belli bir konsantrasyon i¢in 250 ml
dH20 tiiplere konuldu ve uzunca vortekslendi. 100 pm oldu. Bize 10 pm lazim. 10
pm i¢in her bir birimer i¢in ayr1 ayr1 20 ml stoktan ayr1 tiiplere alinir ve {istiine 180

ml dH20 eklenip hazirlandi.
Kullanilan primer dizileri:
TMPRSS4 For: 5> CCTGGCGAGTATCATCATTGTG 3

TMPRSS4 Rev: 3> GATCGGTCCTTGGAGAGGCG 5°

PTGS2 For: 5> ATCATTCACCAGGCAAATTGC 3

PTGS2 Rev: 3> GGCTTCAGCATAAAGCGTTTG 5°

MAGE-A3 For: 5> AAGCCGGCCCAGGCTCGGT 3

MAGE-A3 Rev: 3° GCTGGGCAATGGAGACCCAC 5’
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2.2.4. Es Zamanli PCR

SYBR Green gPCR master mix kiti (Hibrigen, Istanbul) kullanilarak qPCR
yapildi.

Hibrigen SYBR Green igerigi;

Tablo 2.7. Sybr Green Kiti igerigi

100mM KCL

4Mm MgCL?2

400 Um dNTP

0,1 U/uM Taq DNA Polimeraz

1x SYBR Green

Diger optimize tampon ¢ozeltileri

Tablo 2.8. Reaksiyon soliisyonlarinin hazirlanmasi

Bilesen Hacim Son konsantrasyon
2x SYBR Green gPCR | 25Um 1x
Mix
Forward primer (10uM) | 2uM 0,4uM
Rever primer (10uM) 2uM 0,4uM
Kalip DNA Degisken 10pg-1ug
Su (niikleaz igermeyen) | 50 uM tamamlayacak -
kadar

PC3 Prostat kanseri hiicresinde her bir gen i¢in ayr1 ayr1 forward primerden
1,5 ml, reverse primerden 1,5 ml 2x sybr green mix den 10ml niiklaz free sudan 4ml,
cDNA’dan 4 ml olacak sekilde bir bugukluk ependorflara mikropipet yardimiyla

malzemeler konularak karistirilip cihaza yerlestirildi ve cihaz ¢alisitirildi.
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Tablo 2.9. PCR dongii kosullari

[k denatiirasyon 94 °C 4 dk
95 °C 30 sn
36 dongi 58 °C 30sn
72 °C 30sn -florasan Ol¢limii
bu adimda
Erime egrisi analizi

Pcr kosullar kullanilarak TPGS2, TMPRSS4 VE MAGEA3 genlerini hedefleri

cogaltilip ifade diizeylerini incelenir.
2.3.Delta delta CT Degerleri Hesaplama

Floresan degerlerinin esik degerini gegtigi noktaya esik dongiisii (Ct, Cp)

denir.
-(AACY)

AACE[(Ct  -Ct )(Ct  -Ct ]
tumor housekeeping normal housekeeping
Ct degeri, sistemin floresan miktarindaki artis1 farketmeye basladigr ve PCR

riiniiniin log-lineer fazda eksponensiyal olarak artmaya basladigi zamandir.

Bir primer seti ya da prob seti i¢in biitin PCR {iriinlerinin ayni erime
sicakligina sahip olmasi beklenir. Kontaminasyon, spesifik olmayan bir ¢ogalma ve

primer dimer olusumu gibi kalintilar farkli erime sicakligina sahiptirler.

Es zamanli PCR ile firiinleri agaroz jelde kosturmadan, erime sicakligi
grafiklerinden faydalanarak spesifik olmayan baglanmalari ve primer dimerleri

saptamak mimkiindiir.

Istenen her bir genin Ct degeri, house-keeping denen ifade seviyesi bir
hiicrede her zaman ayni olan genin Ct degerinden ¢ikartilir. Bu degere, “delta Ct”
denmektedir. Sonrasinda deney gurubunun delta Ct degerleri, kontrol gurubunun
delta Ct degerlerinden sirasiyla cikartilarak “delta delta Ct” degerleri bulunur. Bu
degerler ise deney gurubunun kontrol gurubuna kiyasla, arastirilan genlerdeki house-

keeping genine nazaran ifade seviyesindeki degisimi gostermektedir. Bu degerlerin
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her bir replikasyon dongiistindeki artan veya azalan kat sayisini bulmak igin ise 2

iizeri negatif kuvveti alinmaktadir.
Ct = ACt (Ttimor ornegi)- ACt (normal ortalama)

Hem tiimér hem de normal oOrnekler i¢in ortalama kat degisimini
hesaplanir. Bu ikisi arasindaki oran, timdér ve normal numuneler arasindaki
degisimdir.

AACT = ACT (bir hedef 6rnek) —ACT (bir referans 6rnek) = (CTD-CT B) -
(CTC -CTA).

Bu yontemin nihai sonucu, referans genine normalize edilmis olan bir
referans numuneye gore hedef numunedeki hedef gen ekspresyonunun kat degisimi
olarak sunulur. Bagil gen ekspresyonu genellikle referans numuneler igin 1'e

ayarlanir, ¢linkii AA CT 0'a esittir.

Gen ifadelerinin analizi, {i¢ bagimsiz tekrarli deneyin sonucunda elde edilen
Ct degerlerinin ortalamasi alinarak yapilmistir. Bu ¢alismada GAPDH geni referans
gen olarak kulanilmistir. Oncelikle arastirilmak istenen ilgili genin Ct degeri,
referans genin Ct degerinden ¢ikartilarak normalize edilmis ve delta Ct (ACt) degeri
hesaplanmistir. Sonrasinda kontrol grubunun ACt degerleri, deney grubunun ACt
degerlerinden ¢ikartilarak AACt degeri bulunmustur. Gen ifadelerinin kat cinsinden
artan ya da azalan degerleri 22" olarak hesaplanmistir. Bu anlatim asagida

formiilize edilmistir.
ACt =Ct (kontrol) — Ct (referans)
AACt = ACt (hedef) - ACt (kontrol)

Kat degisimi = 2724t
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3. BULGULAR

Tablo 3.1. Ct degerleri ile ifade degisim oranini hesaplama sonuglari

Pc3
Ortalama | Delta | Delta Ct Delta Dleta Ekspresyon
Ct degeri | Ct Ct Degisimi
ACt
Hesaplanmasi
ACt
(Kontrol) AACE
(Pc3)
GAPDH 29,31
(house-keeping
gen)
PTGS2 30,64 -2,01 | 3,17 5,18 5 |
TMPRSS4 27,6 1,03 |-0,04 -1,07 0,47 1
MAGE-A3 21,63 7 4,39 -2,61 0,16 1

PC3 Prostat hiicre hattinda PTGS2, TMPRSS4 ve MAGE-A3 geninin Ct
degerleri 3 kez calisilip elde edilen degerin aritmetik ortalamasi delta delta Ct
yontemi ile miktar analizi yapildi. Istenen genin Ct degeri, house-keeping denen
ifade seviyesi bir hiicrede her zaman ayn olan genin Ct degerinden ¢ikartildi. Bu
degere, “delta Ct” denildi. Sonrasinda deney gurubunun delta Ct degerleri, kontrol
gurubunun delta Ct degerlerinden sirasiyla ¢ikartilarak “delta delta Ct” degerleri
bulundu. Bu degerler ise deney gurubunun kontrol gurubuna kiyasla, arastirilan
genlerdeki  house-keeping genine nazaran ifade seviyesindeki degisimi
gostermektedir. Bu degerlerin her bir replikasyon dongiisiindeki artan veya azalan

kat sayisin1 bulmak i¢in ise 2 {izeri negatif kuvveti alindi.
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Sekil 3.1. PTGS2 3 kez calisilip elde edilen degerin aritmetik ortalamasit CT degeri:
30,64 Tm grafigi

Tablo 3.2. PTGS2 genin Ct degerleri ile ifade degisim oranini hesaplama sonuglari

Pc3
Ortalama | Delta | Delta Ct | Delta Dleta Ekspresyon
Ct degeri | Ct Ct Degisimi
ACt
Hesaplanmasi
ACt (Kontrol) AACH
(Pc3)
GAPDH 29,31
(house-
keeping gen)
PTGS2 30,64 -2,01 | 3,17 5,18 50 |

Tablo 4.2 ve sekil 4.1’¢ gore, housekeeping gen GAPDH olmak {izere, Pc3
prostat hiicre hattinda PTGS2 geninin ifade seviyeleri verilmistir. Yapilan gercek
zamanli PCR analizi sonuglarina goére genin ifade seviyesinde de azalis
gbzlemlenmistir. Analiz, ii¢ tekrarli deney seti halinde gergeklestirilmis olup, esas
alimacak deger icin ii¢liniin ortalamasi alinmistir. Calismanin sonuglarina dair Ct
(soldaki) ve Tm (sagdaki) grafikleri ve delta delta Ct (AACt) hesaplamasi ile genlerin
ifade azalis oram1 Pc3 prostat hiicre hatti igin, PTGS2 geninde 50 kat olarak

saptanmustir.
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Sekil 3.2. TMPRSS4 3 kez calisilip elde edilen degerin aritmetik ortalamasi CT
degeri: 27,6 Tm grafigi

Tablo 3.3. TMPRSS4 genin Ct degerleri ile ifade degisim oranini hesaplama

sonuglari
Pc3
Ortalama | Delta | Delta Ct Delta Dleta Ekspresyon
Ct degeri | Ct Ct Degisimi
ACt
Hesaplanmasi
ACt
(Kontrol) AACH
(Pc3)
GAPDH 29,31
(house-keeping
gen)
TMPRSS4 27,6 1,03 |-0.04 -1,07 0,47 1

Tablo 4.3 ve sekil 4.2°ye gore, housekeeping gen GAPDH olmak ftizere, Pc3
prostat hiicre hattinda TMPRSS4 geninin ifade seviyeleri verilmistir. Yapilan ger¢ek
zamanli PCR analizi sonuglarina gore genin ifade seviyesinde de artis
gbzlemlenmistir. Analiz, ii¢ tekrarli deney seti halinde gergeklestirilmis olup, esas
alimacak deger icin ii¢liniin ortalamasi alinmistir. Caligmanin sonuglarma dair Ct
(soldaki) ve Tm (sagdaki) grafikleri ve delta delta Ct (AACt) hesaplamasi ile genlerin
ifadeartis oran1 Pc3 prostat hiicre hatti i¢in, TMPRSS4 geninde 0,47 kat olarak

saptanmustir.
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Sekil 3.3. MAGEAS3 3 kez calisilip elde edilen degerin aritmetik ortalamast CT
degeri:21,63 Tm grafigi

Tablo 3.4. MEGA-A3 genin Ct degerleri ile ifade degisim oranini hesaplama

sonuglari
Pc3
Ortalama | Delta | Delta Ct | Delta Dleta Ekspresyon
Ct degeri | Ct Ct Degisimi
ACt
Hesaplanmasi
ACt
(Kontrol) AACH
(Pc3)
GAPDH 29,31
(house-
keeping gen)
MAGE-A3 21,63 7 4,39 -2,61 0,16 1

Tablo 4.4. ve sekil 4.3’e gore, housekeeping gen GAPDH olmak tizere, Pc3
prostat hiicre hattinda MEGA-A3 geninin ifade seviyeleri verilmistir. Yapilan gercek
zamanli PCR analizi sonuglarina gore genin ifade seviyesinde de artis
gbzlemlenmistir. Analiz, ii¢ tekrarli deney seti halinde gergeklestirilmis olup, esas
alimacak deger icin ii¢liniin ortalamasi alinmistir. Calismanin sonuglarma dair Ct
(soldaki) ve Tm (sagdaki) grafikleri ve delta delta Ct (AACt) hesaplamasi ile genlerin
ifadeartis oran1 Pc3 prostat hiicre hatti i¢in, MEGA-A3 geninde 0,16 kat olarak

saptanmustir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Prostat kanseri yash erkeklerde en sik tani alan ve erkeklerdeki kanser
sebebiyle oliimlerin ikinci sik sebebidir. Ozellikle son yillarda prostat kanserinin
insidans1 ve mortalitesi artis gostermektedir (Siegel ve ark., 2013) Lokalize prostat
kanseri i¢in radikal prostatektomi ve radyasyon terapisi tek efektif tedavi secenegi
olmakta iken metastatik hastaliklarda efektif bir tedavi secenegi yoktur. Prostat
kanserinin biliylimesi ve metastazt molekiiler genetik mutasyonlarla iligkili oldugu
icin Ozellikle metastatik hastalikta rol oynayan kritik genlerin aydinlatilmasi tedavi
modalitelerinin ve terapotik hedef molekiillerinin bu genler iizerinde gelistirilmesini

saglayabilir (Jianwei ve ark, 2018).

Transmembran proteaz serin 4 (TMPRSS4), bir tip 2 transmembran serin
proteazdir Ki kiigtik hiicreli olmayan akciger kanseri, meme kanseri, servikal kanser,
mide kanseri ve kolon kanseri gibi ¢esitli kanserlerde ekspresyon artisi oldugu
gosterilmistir (Kim ve Lee, 2014; Chikaishi ve ark., 2014). Artmis TMPRSS4
ekspresyonu anjiojenez, invazyon ve metastaz dahil olmak {izere kanser
progresyonunda 6nemli bir rol oyanamaktadir (Choi ve ark., 2008). Bu durum da
malignensilerde terapétik ajan olarak kullanilabilecegini gosterir (Aberasturi ve
Calvo, 2015). Aymi sekilde TMPRSS4 ekspresyonu kolorektal kanserlerde hastalik
evresinin ilerlemesi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Huang ve ark., 2014). Hayvan
modellerinde  akciger kanserinde anlamli olarak artmis metastaz ile
iliskilendirilmistir (Larzabal ve ark., 2011). In-vitro hiicresel c¢alismalarda da
TMPRSS4 seviyelerinin akciger ve kolon kanser hiicrelerinde diistiriilmesi kanser
hiicrelerinin invazyon ve proliferasyonunu inhibe ederken, TMPRSS4’iin artmis
ekspresyonu kolon kanser hiicrelerinin invazivligini, motilitesini ve adezivligini
sagladigr kanitlanmistir (Jung ve ark., 2008). Yapilan caligmalarda, TMPRSS4 ile
aktive edilen kolon ve akciger kanser hiicrelerinin, kanser hiicrelerinin epitelyalden
mezenkimale gecisi ile sonuglanan fokal adezyon kinaz, ekstraseliiler sinyaller ile

regule kinaz ve protein kinaz B gibi ¢esitli sinyal yolaklarinin aktivasyonunda rol
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aldigi gosterilmistir (Kim ve ark, 2010). Yakim tarihli bir ¢alisma, TMPRSS4'i
yiiksek oranda eksprese eden tiimorleri olan prostat kanseri hastalarin, diger hastalara
gore Onemli Olcide daha az hastaliksiz sag kalim oranlarma sahip oldugunu
gostermistir (Taylor ve ark., 2010; Shi ve ark., 2014). Ancak TMPRSS4’{in biyolojik

rolii heniiz yeteri kadar ortaya ¢ikarilamamaistir.

Jianwei ve ark. (2018) yaptiklar1 bir calismada TMPRSS4’tin artmis
ekspresyonu PC3 prostat kanseri hiicrelerinin migrasyonunu sagladigi, ayn1 zamanda
TMPRSS4 yolaginin inhibe edilmesiyle de bu gogiin tersine dondiiglinii gostermistir.
Ayni ¢alismada TMPRSS4, TWIST ekspresyonunu arttirarak EMT progresyonu
tizerinden N-kaderin ekspresyonunu arttirirken, STAT3 fosforilasyonu yoluyla da E-
Kaderinin ekspresyonunu azaltmaktadir. TWISTL1’in inhibe edilmesi, TMPRSS4
tarafindan indiiklenen PC3 migrasyonunu anlamli olarak azaltmistir. Ayrica
STAT3’linde inhibe edilmesi TMPRSS4’iin neden oldugu TWIST1 ekspresyonu ve
aktivitesini etkili bir sekilde azaltmistir. Tim bu olaylar TMPRSS4’iin STAT3
aktivasyonuna ve ardindan TWIST1 ekspresyonunu arttirarak prostat kanser

hiicrelerinin migrasyonunu sagladigini tespit etmislerdir.

Shi ve ark. (2014) TMPRSS4’iin prostat kanserli hastalardaki klinik 6nemi
iizerine yaptiklar1 ¢alismada 73 prostat kanseri bulunan tiimoér dokulari incelemis ve
kanser dokusu icermeyen hiicreler ile karsilastirildiginda TMPRSS4’iin prostat
kanserli dokulardaki seviyesinin anlamli olarak daha yiiksek oldugunu bulmustur.
TMPRSS4’{lin artmis ekspresyonunun TNM evrelemesine gore ileri evre tiimorlerle

anlamli olarak iligkili oldugunu bulunmustur.

Jung ve ark. (2008) ile Kim ve ark.’nin (2010) yaptiklar1 ¢alismalarda
TMPRSS4’1in tiimor hiicrelerinin invazyonunda, migrasyonunda ve metastazinda rol
oynadiklarini, Min ve ark. (2014) ise TMPSS4’iin transkripsiyon faktoriinii aktive
eden protein-1 (AP-1)’i aktive ederek kanser hiicrelerinin invazyonunu sagladigini
bulmuglardir. Lee ve ark.’nin (2016) yaptiklar1 c¢aligmada ise prostat kanseri
hiicrelerinde TMPRSS4 ile iliskili hiicresel fonksiyonlar ve altta yatan mekanizmalar
aragtirtlmistir.  Bulduklart  sonuglar ¢ergevesinde TMPRSS4’iin  epitelyalden
mezankimale ge¢isi indiikleyen transkripsiyon faktorii olan Slug ile c-Jun ve aktive
edici transkripsiyon faktor-2 (ATF-2)’den olusan AP-laktvaasyonu yoluyla siklin
DI’i indiikleyerek PC3 prostat kanser hiicrelerinin invazyon ve proliferasyonuna

neden oldugunu gostermislerdir. PC-3 hiicrelerinde sadece c-Jun degil Slug proteinin
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de TMPRSS4 iliskili proliferasyon ve invazyon igin gerekli oldugu gosterilmistir.
Ayrica Slug ekspresyonunun prostat kanser hiicrelerinde c-Jun ve siklin D1
ekspresyonu ile pozitif korele olduklarini ancak diger epitelyalden mezenkimale

gicisi indiikleyen transkripsiyon faktorleri ile korele olmadigini tespit etmislerdir.

Bizim buldugumuz sonuglarda da TMPRSS4’iin prostat kanseri
hiicrelerindeki ekspresyonu iizerine yapilan c¢alismalarda oldugu gibi PC3 prostat
hiicre hattinda TMPRSS4 geninin ekspresyonunun 0,47 kat artmis oldugu

saptanmistir.

MAGE-A, kanser testis antijeni gen ailesine dahil olan insanlarda normal
germ hiicrelerinde (testis dokusunda bulunan ve X kromozomu iligkili olan) ve bir
takim insan tiimor hiicrelerinde ifade edilen tiimor iliskili bir proteindir (Simpson ve
ark., 2005). ilk MAGE-A proteini insan melanoma timdr antijeni olarak
bulunmustur ancak sonradan yaklasik tiim kanserlerde ifadesi oldugu anlasilmistir
(Bruggen, 1991). MAGE-A proteinin kesfinden itibaren MAGE-A’nin tiimore
spesifik ifadesi timor asilarinin gelistirilmesinde kullanilmistir (Meek ve Marcar,
2012). Son zamanlarda yapilan galismalar MAGE-A ifadesinin tiimor hiicrelerinin
onkogenezine ve kemoterapiye direncine aktif olarak katkida bulunabilecegini
gostermektedir (Ladelfa ve ark., 2012). Tutarli olarak yapilan klink gozlemler
gostermistir Ki MAGE-A gen ifadesi ile kotii prognoz arasinda bir korelasyon vardir
(Xu ve ark., 2015; Ayooub ve ark., 1997). Son yillarda farkli MAGE-A proteinlerinin
SKIP proteinleri (Laduron ve ark., 2004), p53 tiimér baskilayici proteini (Monte ve
ark., 2006), Mdm2 (Marcar ve ark., 2015), PML-IV (Peche ve ark., 2012), E2F1 (Su
ve ark., 2013) ve AMPK (Pineda ve ark., 2015) gibi hedef proteinlerin kanser iliskili

yolaklarinda anahtar diizenleyici rol oynadigi1 gosterilmistir (Laiseca, 2017).

MAGE kanser testis antijenlerinin son yillarda yapilan ¢alismalarda
timorogenezde de rol aldigr gosterilmistir (Weon ve Potts., 2015). Kanser
hiicrelerinin hayatta kalmalar1 i¢in meme, akciger, kolon (Pineda ve ark., 2015), mast
hiicreleri (Yang ve ark., 2007-a), multiple myeloma (Atanackovic ve ark., 2010) ve
melanom kanseri (Yang ve ark., 2007-b) gibi baz1 kanserlerde MAGE-A’lara ve
MAGE-C’lere bagimli olduklar1 bulunmustur. Kanser hiicrelerinde MAGE-AS3 ve —C2
ekspresyonunun in-vitro ¢alismalarda timdriin invazivligini arttirdigi gosterilmistir
(Liu ve ark., 2008; Yang ve ark., 2014). Ayrica MAGE’ler in vivo ¢aligmalarda

timor olusumunu arttirmistir. MAGE-A3’{in insan tirodi karsinomu hiicrelerindeki
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artmig ifadesinin artmig timor biliylimesi ve akcigerlere metastazla iliskili oldugu
(Liu ve ark., 2008) ve MAGE-C’nin in vivo inhibisyonunun metastatik melanom
hiicrelerinde tiimor formasyonunu erteledigi bulunmustur (Bhatia ve ark., 2013),
MAGE lerin nasil fonksiyon gosterdigi lizerine yapilan ¢alismalarda MAGE-A3 ve -
A6’nin diger MAGE’lerin tersine p53 mutasyonu ile iliskili olmadigi bu genlerin
TRIM28 ile yaptiklar1 ligaz kompleksinin hiicresel enerji sensoriinde ve
regiilasyonunda rol oynayan timor supressor AMPK’ nin alfa katalitik alt birimini
ubikutin reaksiyonuna sokarak AMPK proteinin yikimmi ve timor hiicrelerinde
protein seviyelerinin gerilemesini saglamaktadir (Pineda ve ark., 2015; Hardie ve
ark., 2012; Hardie, 2015). Ayrica AMPK’'nin MAGE-A3 ve A6 yoluyla
regiilasyonunun azaltilmasi otofaji seviyelerinin anlamli olarak azalmasiyla ve
mTOR sinyal yolaginin artmis regiilasyonuyla sonuglanmaktadir. Bu olaylar da
timor formasyonu ve gelisimi i¢in optimal bir ¢evre saglamaktadir (Choi ve ark.,

2013; Wei ve ark., 2013; White, 2012).

Cesitli kanserlerdeki MAGE ekspresyonu iizerine yapilan caligmalarda
prediktif degerinin diisiik klinik sonuglarla iliskili oldugu gosterilmistir. Ornegin
MEGA-A3 ve —A9 ekpresyonu anlamli olarak kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanserinde azalmis sag kalim ile iligkilidir (Gure ve ark., 2005; Zhang ve ark., 2015).
Meme kanserindeki MAGE-A3, -A6 ve —C2 ifadesinin anlamli olarak Ostrojen ve
progesteron negatif durumlar ile iligkli oldugu, daha yiiksek tiimor derecesi ve daha
koti klinik sonuglar ile korele oldugu gosterilmis (Yang ve ark, 2014; Ayyoub ve
ark, 2014). NY-ESO-1 ve MAGE-A3 ifadesi akciger kanserli 523 hastada koti
prognozla iliskilendirilmistir (Gure ve ark., 2005). Gastrointestinal kanserler {izerine
yapilan bir baska calismada MAGE-AL,-A3, A4 ve NY-ESO-1 antijen pozitif
tiimorlerin anlaml olarak daha kisa sag kalim ile iligkili oldugu bulunmus (Perez ve
ark., 2011). Over kanserlerinde de MAGE-A1, -A4, -A9 ve -A10 ekspresyonunun
kotii prognozla iliskili oldugu gosterilmistir (Daudi ve ark., 2014; Xu ve ark., 2015;
Yakirevich ve ark., 2003). Benzer bulgular MAGE-A4 ve —A9 ekspresse eden mesane
kanseri i¢in de raporlanmistir. MAGE’ler ayrica tedavi sonrasinda artmis rekiirrens
oranlariyla iliskilidir. Mide karsinomlarinda MAGE-A1-6 ekspresyonu kanser
rezesiyonu sonrasinda peritoneal kalintilarla bu durum da hastaliksiz sag kalimda
anlamli olarak azalma ile iligkilendirilmistir (Jeon ve ark., 2014). Hepatoseliiler

karsinomlarda da MAGE-A9 ifadesi anlamli olarak azalmis hastaliksiz sag kalim ile
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artmig timor evresi, metastaz, portal ven invazyonu ve genel sag kalim ile korele
oldugu bulunmustur (Gu ve ark., 2014). Suyama ve ark. (2010) tarafindan prostat
kanserinde kanser testis antijenleri lizerine yapilan ¢aligmada CT-X antijenlerinden
olan MAGE A/CSAG alt ailesininin artmis regiilasyonu primer prostat kanserinde
goriilmezken Kkastrat rezistans prostat kanserinde oldugu ve prostat kanserli
hiicrelerin evresi ve derecesi arttikca bu antijenlerin ekspresyon diizeyinin arttig1

tespit edilmistir.

Das ve Senapati’nin (2019) MAGE-A3’lin pankreatik kanser hiicrelerindeki
fonksiyonel ve mekanistik roliintin arastirildigi bir ¢alismada, PCA hiicrelerinde
MAGEA3 asir1 ifadesinin hiicre proliferasyonu degistirmedigi ancak biiytime faktorii
yoksunlugu sirasinda ve ayrica sitotoksik ilaglarin varliginda hiicrelerin hayatta
kalmasin1 sagladigi gosterilmistir. Bununla birlikte, MAGEA3 pozitif hiicrelerde
MAGEA3'lin azalmasi, biiyiime faktorii yoksunlugu ve ayrica sitotoksik ilaglarin
varliginda artisinin azalmasina ve apoptozun artmasina neden oldugu bulunmustur.
In vivo ksenograft calismasinda, MAGEA3'iin asir1 ekspresyonunun tiimor
biliyiimesini destekledigini ayni sekilde azalmasinin da tiimoriin ilerlemesini
engelledigini ortaya koydu. Mekanik olarak, in vitro ve in vivo galismalarinda
MAGEA3'in makro-otofajiyi azaltarak ve CCL2 ve survivin gibi sag kalimi arttiric
molekiilleri asir1 eksprese ederek timor olusumunu tesvik edici bir rol oynadigini

ortaya koymustur.

MAGE-A3’iin asr1 ifadesi lizerine yapilan ¢alismalarda Patard ve ark. (1995)
mesane kanserli hiicrelerin %35’inde Dyrskjot ve ark. (2012) ise ireteliyal
karsinomlarin  %43’tinde MAGE-A3 ifadesi oldugunu bulmuslardir. Cesitli
calismalarda da MAGE-A3’iin tiimér hiicrelerindeki ifade orami %25 ile %58
arasinda degistigi goriilmektedir (Dyrskjot ve ark., 2012). Hudolin ve ark. (2006)
tarafindan bening ve kanserdz prostatik dokular iizerine yapilan ¢alismada MAGE-Al
karsinom 6rneklerinin %10.8’inde, MEGA-A3 ve —-A4 %85.9 ve NY-ESO-1 %84.8
ornekte tespit edilmistir. Eynde ve Bruggen (1997) prostat tiimorlerinin %15’ inde
MEGA-A ekspresyonu oldugunu bulmustur. Kufer ve ark. (2002) ise prostat
karsinomlarinin %70’inden fazlasinda MEGA-A ekspresyonu oldugunu kanitlamistir.

Chen ve ark. (1997) kanser testis antijenlerinin prostat kanserlerinin %25’inde

Nakada ve ark. (2003) ise %38’inde oldugunu tespit etmislerdir.
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Yapilan smirli sayidaki ¢aligmalarda protat kanser hiicrelerinde ¢ok farkl
oranlarda MAGE-A3 ekspresyon oranlari bulunmustur. Bulunan sonuglarda ise PC3
prostat hiicre hatt1 igin MEGA-A3 genindeki artis oran1 0,16 kat olarak saptanmustir.
Bulunan bu sonugun, prostat kanser hiicrelerinde MEGA-A3 geni ve iligkili
proteinlerin  tiimoérogenezde rol oynayabilecegini = gOstermekte  oldugunu

diistinmekteyim.

Siklooksijenaz (COX) olarak da bilinen PTGS, enflamatuar prostaglandinlerin
sentezinde hiz siirlayici asamayi katalize eden bir enzimdir. COX, arasidonik asidi
biyolojik olarak aktif olan birgok eikozanoide metabolize eden bir bifonksiyonel
entegral membran enzimidir. 1. Kromozomun ¢25.2-925.3 biilgesinde bulunan
PTGS2 geni, prostat kanseri riski i¢in aday bir gendir (Kosaka ve ark., 1994). PTGS2
ise arasidonik asidi hiicre ¢ogalmasinda rol oynayan ve inflamasyonun potent
mediyatorleri olan prostaglandinlere doniistiiren indiiklenebilir bir enzimdir.
PTGS2’nin ifadesini, hem transkripsiyonel hem de post-transkripsiyonel olarak
bliytime faktorleri, sitokinler ve Kkarsinogenler dahil olmak {izere birkag¢ hiicre disi
uyarinin kontroli altindadir (Hla ve ark., 1999). Arastirmalar sonucunda PTGS2’nin
hiicre proliferasyonu, apoptozis, immiin baskilayici, tiimor progresyonu ve metastaz
stire¢lerinde rol oynadigr gosterilmistir (Liu ve ark., 1998; Lee ve ark., 2002; Pruthi
ve ark., 2003; Wang ve ark., 2007). Tiim bu olaylar da neoplazmlarin olusumunu ve

gelisimini saglamaktadir.

COX enziminin COX-1 ve COX-2 olmak iizere 2 izoenzimi vardir. COX-1
daha ¢ok normal hiicre aktivitesinde fizyolojik ve platelet agregasyonu gibi
homostatik fonksiyonlarda rol alirken COX-2 ise bir¢ok hiicrede daha diisiik
seviyelerde bulunarak hiicrenin IL-1 ve TNF-a gibi proinflamatuar uyarilara maruz
kalmasi sonucunda hizli ve acil olarak cevap vermesini saglamaktadir (Vane ve ark.,
1998; Hla ve ark.,, 1999). COX-2’nin prostat kanserindeki rolii yeteri kadar
arastirilmis olmasa da, kolon (Dannenberg, 1999; Dubois ve ark., 1998) ve meme
(Hwang ve ark., 1998) kanseri dahil diger kanser tiirlerinin olusumunda etkili oldugu
gosterilmistir. Cesitli histopatolojik incelemelerde kanser dokular1 ile normal dokular
ile kargilastirildiginda, artmig prostaglandin ifadelerinin siklikla goriildiigii ortaya
cikarilmigtir (Smalley ve DuBois, 1997). COX-2’nin kolonik epitelyal hiicrelerdeki
asir1 ifadesi apoptozisi onleyerek tiimor hiicrelerinin adhezyonunu, invazivligini ve

anjiojenezi arttirir (Tsujii ve DuBois, 1995; Tsujii ve ark., 1997). Prostat kanser

36



hiicrelerinde PGE> tedavisinin COX-2 ekspresyonunu arttirdigi (Tjandrawinata ve
ark., 1997) ve prostat kanser hiicrelerinden elde edilen tromboksan-A2’nin

anjiojenezi regiile ettigi gosterilmistir (Nie ve ark., 2000).

COX, prostat fizyolojisinde de 6nemli bir rol oynamaktadir. Diger dokular ile
karsilastirildiginda COX-2 ifadesinin en yiiksek seviyesi prostat hiicrelerinde
goriilmektedir (O'Neill ve Ford-Hutchinson, 1993). Prostaglandinlerin erkek lireme
sisteminde temel fonksiyonlar1 vardir (Eliasson, 1968). Prostaglandinler hem prostat
hem de seminal vizkiillerin liretimi sonucunda semende cok yiiksek seviyelerde
bulunur (Bendvold ve ark., 1985). Prostaglandinler semende spremlerin canliliginin
korunmasmi ve fertilizasyon i¢in kadinlarin immiin cevabimin diizenlenmesini
saglayabilmektedirler (Kelly ve ark., 1997). Boylece COX-2’nin ekspresyonu

protatin normal hemostaz ve fonksiyonlari i¢in dnemlidir.

COX-2 seviyeleri bir¢ok tiimdr tipinde normal dokular ile karsilastirildiginda
daha yiiksek seviyelerde bulunmustur (Vane ve ark., 1998; Dannenberg ve ark.,
1999; Dubois ve ark., 1998). Ancak Subbarayan ve ark. (2001) tarafindan COX-2
ifadesi {izerine yapilan ¢alismada diger kanser tiirlerinden farkli olarak normal
prostat hiicreleri ile karsilastirildiginda prostat kanseri hiicrelerinde daha az COX-2
ifadesi ile karsilagilmistir. Bazal COX-2 mRNA ve protein seviyeleri normal prostat
epitelyal hiicrelerde daha yiiksek iken, tiimor hiicrelerinde daha diisiik olarak
bulunmustur. Ayrica ¢alismada COX-2 seviyeleri timor hiicrelerinde daha az iken
TNF-a ile stimulasyon sonucunda tiimor hiicrelerinde COX-2 seviyesinin arttigini
bunun da tiimorogenezde rol alabilecegini gosterilmistir. Bu sonuglarla benzer
sekilde Lim ve ark. (1999) da normal prostat epitelyal hiicrelerde COX-2’nin yiiksek
bazal ekspresyon gosterdigi ancak LNCaP ve PC-3 prostat hiicre hattinda COX-2
iretimine rastlamamislardir. Hong ve ark. (1999) da bu bulgularla korele olarak
COX-1’i LNCaP, PC-3 ve DU145 dahil ii¢ prostat hiicre hattinda tespit etmelerine
ragmen COX-2’yi sadece DU145 prostat hiicre hattinda gozlemlemislerdir. PTGS2
geninin polimorfizmleri ve prostat kanseri riski lizerine yapilan g¢aligmalar da
incelenirse; Yang ve ark.’nin (2013) 24,716 olgunun incelendigi meta-analiz
caligmasinda 8473T>C (PTGS2’nin 3 UTR alanindaki rs5275) polimorfizmin
prostat kanseri ile iligkili olmadig1 bulunmustur, Murad ve ark.’nin (2009) yaptiklari
meta-analiz ¢alismasinda da benzer sekilde -899G>C (PTGS2’nin promoter

alanindaki rs20417) polimorfizmin de postat kanser gelisiminde bir risk faktorii
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oldugu ile alakali bir sonuca ulasmadilarini raporlanmsti. Dossus ve ark.’nin (2009)
yirittigli PTGS2 ve IL6 genetik varyasyonlarin prostat ve meme kanserindeki
riskinin arastirildigi genis capli kohort c¢alismalarinda, 6292 meme kanseri, 8008
prostat kanseri ve 8604 kontrol grubunda IL6 polimorfizminin hem meme hem de
prostat kanseri i¢in artmis risk olustururken PTGS2 polimorfizminin sadece meme
kanserinde artmig risk olusturdugu bulunmus ancak prostat kanseriyle PTGS2

polimorfizmi arasinda bir iligki bulunamamustir.

COX-2 ekspresyonun prostat kanserli hiicrelerde normal prostat hiicrelerine
gore daha az ekspresyonunu gosteren c¢aligmalarin yani sira COX-2’nin prostat
kanserli hiicrelerde daha fazla ekspresse edildigini iddia eden yayinlar da
bulunmaktadir. Edwards ve ark.’nin (2004) prostat kanserinde HER2 ve COX2
ekpresyonunun arastirildigi ¢alismada COX-2 ekspresyonunun prostat kanserinde
arttigin1 ve bu ekspreyon diizeyinin tiimdriin evresi arttikga daha fazla oldugunu
bulmuslardir. Bin ve ark.’nin (2011) Cin popiilasyonunda prostat kanserli hiicrelerde
COX-2 ckspresyonunun arastirildigi ¢alismasinda ise COX-2 ifadesinin prostat
kanserli hiicrelerde ¢evre non-tiimoral dokulara gore anlaml olarak fazla ekpresse
edildigini ve bu ekpresyon diizeyinin diisiik metastatik prostatik hiicre hatlarina
(PC3, DU-145 ve LNCaP) gore yiiksek metastatik prostat hiicre hattinda (PC-3 M)
daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Nithipatikom ve ark. (2002) da PC-3 yiiksek
invaziv hiicrelerde PC-3 diisiik invaziv hiicrelere gore COX-2’nin 3 kat fazla

ekspresse edildigini ve PGE; seviyelerinin de 2,5 kat fazla oldugunu bulmuslardir.

COX-2’nin (yani PTGS?2) farkli ¢alismalarda farkli diizeylerde ifade edildigi
bulunmustur. Prostat kanserli hiicrelerde normal dokulara goére fazla ekpresse
edildigini gbsteren calismalar oldugu gibi, prostat kanserli hiicrelerde normal prostat
dokusuna gore daha az ekspresse edildigini gosteren calismalar da olmustur. Bu
farklilik normal prostat dokusunda COX-2’nin temel fonksiyonlarmin bulunmasi
sebebiyle zaten fazla eksprese edilmesinden kaynaklanabilir. Ayrica COX-2’nin
farkli hiicre hatlarinda farkli ekspresyonu galismalar arasindaki farkliligin sebebi
olabilir. Bulunan sonuglarda da PC3 prostat hiicre hattinda PTGS2 geninin
ekspresyonunun normal hiicreler ile kiyaslandiginda 50 kat azaldigi saptanmustir.
Ancak Subbarayan ve ark. (2001) belirttigi gibi PTGS2 geninin ekspresyonunun
azalmasit COX-2’nin prostat kanseri olusumunda rol almadigin1 gostermez. Ciinkii

Subbarayan ve ark. (2001) yaptiklar1 caligmada prostat kanserli hiicrelerde
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ekspresyon azalmasi tespit etmelerine ragmen TNFo maruziyeti sonucunda COX-2
seviyelerinde artis oldugunu gostermislerdir. COX-2’nin  prostat kanserinin
gelisiminde, metastazinda, invazivliginde aldig1 roliin arastirilmasi i¢in daha fazla

caligmalarin yapilmasi 6nerilmektedir.

Sonu¢ olarak prostat kanserinin genetik ve molekiiler temellerinin
aydinlatilmasi hem terapotik ajanlarin  kesfedilmesine hem de altta yatan
patofizyolojik ve tiimdrogenez mekanizmalarinin aydinlatilmasinda gelecek
calismalara yol gosterecektir. Bu ¢alisma sonuglar1 gergevesinde TMPRSS4 ve
MAGE-A3 genlerinde prostat kanserli dokuda ekspresyon artisi saptanmisken PTGS2

geninde ise ekspresyon azalmasi saptanmistir.

Bu ¢alisma sonuglari ¢er¢evesinde TMPRSS4 ve MAGE-A3 genlerinde prostat
kanserli dokuda ekspresyon artisi saptanmisken PTGS2 geninde ise ekspresyon

azalmasi saptanmustir.

TMPRSS4 ve MAGE-A3 gen ekspresyon artist kanser hiiclerinde hiicre
boliinmesi, apoptoz direnci, invasyon, anjiyogenez gibi olaylar etkileyerek prostat

kanser hiicresi lizerinde rol oynadig1 gosterilmistir.

PTGS2 geninde ki ekspresyon azalisinin baska bir genin aktivasyonunu
artirarak kansere neden olabilecegi disiiniilmektedir fakat PTGS2 geninde Ki
ekspresyon azalisinin  karsinogenez fiizerindeki olasi etkilerinin arastirilmasi

gerekmektedir.
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