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OZET

Bu arastirmada, kanser gelisiminde etkili oldugu dislinidlen hormonal
dizenlemenin PIWI-interacting RNA (piRNA) ekspresyonuna olan etkisini
belirlemek amaclanmistir.

Erkeklerde prostat kanseri, kadinlarda ise meme kanseri yasa ve
cinsiyete bagh olarak gortlme sikligi en fazla olan kanser tlrleridir. Prostat
kanserinin gelisimi androjen bagimh ve bagimsiz; meme kanserinin gelisimi
ise Ostrojen bagimli ve bagimsiz olarak gerceklesebilmektedir. Kodlamayan
RNA (ncRNA) grubunun bir dyesi olan piRNA’lar genomdaki intergenik
tekrarlayan elemanlardan meydana gelmektedir. Ayrica kanserde de bazi
piRNA’larin  ekspresyonlari  artmaktadir. Bu artisin  hormonlardan
etkilenebilecegi dislintilmektedir.

Bu calismada, androjen bagimli ve bagimsiz prostat kanser hiicrelerine
(PC-3 ve LNCaP) androjen hormonu; 6strojen bagimli ve badimsiz meme
kanser htcrelerine (MCF-7 ve MDA-MB-231) dstrojen hormonu uygulanarak
hicrelerde ¢ogalma (proliferasyon), tutunma (adezyon) ve canlilik belirlendi.
Hucrelerden RNA izolasyonu yapilarak, cDNA'larda Real Time PCR (RT-PCR)
yontemiyle piR-651 ve piR-823 ekspresyonlari ve ELISA yontemi
uygulanarak 6strojen (17-B-estradiol) ve androjen (dihidrotestosteron; DHT)
miktarlari belirlendi.

Disaridan uygulanan hormonlarin hiicrelerde codgalmay! en fazla arttiran
konsantrasyonlari belirlendikten sonra, hucrelerde piRNA ekspresyonlari
belirlendi. Bu konsantrasyonlarda canhligin ylksek oldugu ve tutunmanin
(adezyonun) da azaldigi gozlendi. Elde edilen verilere gére, LNCaP androjen
bagimli prostat kanser hilicre dizisinde 24.saat 1 nM androjen; PC-3 androjen
bagimsiz prostat kanser hiicre dizisinde 24.saat 10 nM androjen
konsantrasyonlari piR-651 ve piR-823 ekspresyonlarini kontrole gdre
arttirdi. MCF-7 6strojen bagimli meme kanser hiicre dizisinde 24.saat 10 nM
ostrojen; MDA-MB-231 0strojen bagimsiz meme kanseri hiicre dizisinde
24.saat 1 nM 0&strojen konsantrasyonlari piR-651 ekspresyonunu kontrole
gére arttirdi. piR-823 ekspresyonu sadece MDA-MB-231 hlcrelerinde
kontrole gére artarken, MCF-7 hicrelerinde kontrole gdére azaldi.

Bu c¢alisma ile gunimuzde ©6nemi artan piRNA’larin kanserde
hormonlardan etkilenebilecegi gosterildi. Hormon uygulandiginda piR-651
eseye 0zgu iki kanser tipinde de artis gosterirken, piR-823’Un sadece malign
karakterli meme kanser hicrelerinde arttigi belirlendi. Boylece, piR-823
ekspresyonun farkli kanser tirlerinde farkli ekspresyonlar gosterebilecegi
ortaya kondu.



Sonug olarak eseye bagli kanserlerde ekspresyonlarinin arttigi disintlen
piR-651 ve piR-823'Un 0&strojen veya androjen gibi hormonlarla da
artabilecegi belirlendi. Bununla birlikte piR-823'Un kotd huylu o6zellikte
olmayan meme kanser hiicrelerinde azaldigi gézlendi.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Ostrojen, Androjen, piR-651, piR-823, Hormonal
Reglilasyon



SUMMARY

In this study we purposed to determine the impact of PIWI interacting
RNAs (piRNAs) on hormonal regulation, which is known to play an important
role in carcinogenesis and cancer development.

Prostate cancer in males and breast cancer in females is the most seen
cancer type according to age and gender. Development of prostate cancer
can consist of androgen dependent and independent; also development of
breast cancer can consist of estrogen dependent and independent
mechanisms. piRNAs, member of non-coding RNAs (ncRNA), form in
intergenic repetitive elements of genome. Furthermore, expressions of
piRNAs increase in cancer. It is thought that this increase can be effected
amount of hormones in cancer.

In this study, androgen was applied to androgen dependent and
independent prostate cancer cell lines (LNCaP and PC-3); estrogen was
applied to estrogen dependent and independent breast cancer cell lines
(MCF-7 and MDA-MB-231). Then proliferation, viability and adhesion were
determined in these cell lines. Total RNA was isolated from cells and
expressions of piR-651 and piR-823 were determined from obtained cDNAs
by using Real Time PCR. By using ELISA method, levels of estrogen (17-B-
estradiol) and androgen (dihydrotestosteron; DHT) were observed.

After determining the nost proliferative effect of hormones on cancer
cells, piRNA expressions were determined in these cells. In the cells which
had been shown the most proliferative concentrations of hormones, the
highest growth rate and decrease of adhesion was defined. According to
control group, expressions of piR-651 and piR-823 were increased by
treating 1 nM androgen in LNCaP cells and 10 nM androgen in PC-3 cells on
24" hour. Increased expression of piR-651 was determined in 10 nM
estrogen treated MCF-7 cells and 1 nM estrogen treated MDA-MB-231 cells
Although according to control group expression of piR-823 was increased
only in MDA-MB-231 cells, piR-823 expression decreased significantly in
MCF-7 cells.

This study showed increasingly growing importance of piRNAs can be
affected by hormones in cancer. piR-651 expression increased when
hormone administered in two gender-specific type of cancer. piR-823 was
determined to be increased only in malign estrogen independent breast
cancer cells. It has been demonstrated that piR-823 expression may show
different expressions in different types of cancer.



As a result, piR-651 and piR-823 whose expressions are thought to
increase in sex-linked canceri may increase by effecting with hormones such
as estrogen or androgen. Furthermore, it was observed that piR-823
expression decreased in malign breast cancer cells.

Key Words: Androgen, Cancer, Estrogen, Hormonal Regulation, piR-651, piR-823
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, hem genetik hem de cevresel kosullarin degismesiyle
gorialme sikligi her gecen gin artan karmasik bir hastaliktir. Kanser
hicreleri, biyolojik olarak kontakt inhibisyondan kacabilme, bélinebilmek
icin dis wuyaranlara (ligandlara) gereksinim duymama, c¢ogdalmayi
baskilayici sinyallere duyarsizlasma, apoptozdan kacgabilme, anjiogenezi
uyarabilme ve metastaz yapabilme 6zelliklerine sahiptir (Akéz vd., 2000;
Albert, 2007). Kanser hcreleri ile kék hucreler ve esey hicreleri, kendini
onarabilme ve hizli cogalma gibi 6nemli bircok biyolojik durum agisindan
benzerlik gdstermektedir. Yapilan calismalar esey hlcrelerinde gelisim
sirasinda eksprese olan genlerin proto-onkogen ya da onkogen olarak
gorev aldigini géstermektedir. Testisteki esey hiicrelerinde normal olarak
eksprese olan timadr antijeni, kanser/testis antijenleri (CTA), melanoma,
meme, mesane, gastrik, akciger, sarkoma, rahim, prostat ve
hepatoselliler kanser gibi cogu kanser tlrinde de eksprese olmaktadir.
Kanserdeki CTA’lar tumodr fenotipindeki o6limsuzlik, invaziv karakter,
immun sistemden kagis ve metastatik kapasiteyi de iceren timoér olusum
mekanizmalarinda goérulmektedir. Bu da kanserlerin erken tanisinda ve
kanserde biyomarker olarak alabileceklerini gdstermektedir (Costa, Le
Blanc ve Brodin, 2007; He vd., 2007; Cheng vd., 2011; Simpson vd.,
2005).

Cinsiyet steroid hormonlari erkeklerde prostat, kadinlarda rahim ve
meme kanseri basta olmak Uzere Ureme organlarinda meydana gelen
kanserlerin ¢ogunun gelisimi ve isleyisinde o6nemlidir (Ni vd., 2011).
Prostat kanseri erkeklerde en yaygin gortlen kanser taridur (Cooperberg,
Park ve Carroll, 2004). Prostat kanseri olan veya prostat kanseri gegirmis
baba, kardes veya amca gibi yakin bir erkek akrabaniz varsa, sizin de
hastaliJa yakalanma riskiniz artar. Prostat kanseri, prostat-spesifik
antijenin (Ipsaro, Haase, Knott, Joshua-Tor ve Hannon, 2012) Uretimini
artinir. Prostat kanseri tedavileri kapsaminda prostat bezinin gikarilmasi,
hormon tedavisi ve radyoterapi yer alir. Prostat kanseri daha cok lenf
noduna ya da kemige metastaz yapabilmektedir (Feldman ve Feldman,
2001). Steroid bir hormon olan androjen prostat kanserinin olusumunda
onemli bir rol oynamaktadir (Palmer vd., 2008). Prostat kanseri androjen
bagimli ve bagimsiz olmak (zere gelismektedir. Androjen bagimh prostat
kanser hicreleri, prostat kanserinin gelisiminin erken safhalarinda
testosterondan 5a-rediktaz enzim sistemi tarafindan olusturulan 5a-
dihidrotestosterona gerek duymaktadir. Bu htcreler ilk safhada androjene
duyarlidirlar ancak buylUmeleri icin gerek duymazlar. Androjen bagimsiz
prostat kanser hicreleri ise, kanser gelisiminin ileri safhalarinda goérultp
bu safhadan sonra kanser hicreleri blyimek icin androjene ihtiyag
duymazlar. Bu tip kanser hicrelerindeki androjenin etkisizligi, androjen
reseptoriindeki mutasyon, amplikasyon ya da delesyon gibi degisimlere
baghdir (Feldman ve Feldman, 2001; Litvinov, De Marzo ve Isaacs, 2003;
Bagga vd., 2005).
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Meme kanseri, akciger kanserinden sonra, dinyada goridlme sikligi en
yuksek olan kanser tipidir. Her sekiz kadindan birinin hayatinin belirli bir
zamaninda meme kanserine yakalanabilecegi bildiriimektedir. Erkeklerde
de goérilmekle beraber, kadin vakalar erkek vakalardan yuz kat fazladir.
Meme kanseri sit Ureten ya da st tasiyan dokulardaki hiicrelerden kéken
alir (Kierszenbaum, 2006). Meme kanserinin yaklasik % 80’i stt (laktifer)
kanallarin epitel tabakalarindan kdken alir. Laktifer kanallardaki epitel
hicre tabakalari &strojen reseptdrine sahiptir ve meme tumorlerinin
yaklasik % 50-85’'i 6strojen reseptoru icerir. Alfa (a) ve beta (B) olmak
Uzere iki tip dstrojen reseptdrl vardir. a reseptdrt B reseptdériinden daha
fazla dstrojene baglanma yetenegine sahiptir. B reseptérl, a reseptorinin
fizyolojik diizenleyicisi olarak rol oynar. Ostrojen reseptorlerinin her ikisi
de sitozolde gorullr (Horoszewicz, 1983). Normal meme dokularina oranla
saldirgan (invaziv) tumorlerde a reseptorinin ekspresyonu f
reseptdérinden daha fazladir. Bu bulgular, gelisen meme timoérlerindeki
olasi risklerde ve dokularin 6strojene duyarliigini belirlemede reseptorler
arasindaki iletisiminin dnemli oldugunu gdstermektedir. Ostrojen bagimli
timorlerin codu, Ostrojen hormonunun etkisini azaltan ya da ortadan
kaldiran antiéstrojenik tedaviden sonra (tamoksifen uygulamasi) geriler
(Kierszenbaum, 2006).

Kanser basta olmak (izere ¢ogu hastaligin olusumunda ve gelisiminde
kodlamayan RNA‘larin 6nemli epigenetik diizenleyici oldugu gortsi her
gecen gun artan calismalarla desteklenmektedir (Zhou, Hu ve Lai, 2010;
Esteller, 2011). Son dénemde kodlamayan RNA’lardan mikro RNA’larin
(miRNA) timor olusumunda etkili oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte
timorogenezde PIWI-interacting RNA (piRNA) ve PIWI proteinlerinin de
etkili oldugunu son cgalismalar gostermektedir (Cheng vd., 2011). Kisa
kodlamayan RNA’larin yeni bir sinifi olan piRNA’lar, kanser tiplerinin
cogunda timoridn olusumunda gorev almaktadir (Cheng vd., 2011; Cheng
vd., 2012; Law vd., 2013; Zhang vd., 2013; Cui vd., 2011). piRNA’lar,
esey hicrelerinde, invaziv transpozon elemanlardan genomu koruyan,
endojen kaynakli kodlamayan klglik RNA’lardir (Aravin vd., 2006).
piRNA’lar 6zellikle esey kok hicrelerinde olmak Uzere DNA metilasyonu
Uzerinden epigenetik olarak transpozonlarin susturulmasiyla genom
blatlnliglini saglamaktadir. Erkek esey kok hicrelerinde piRNA’lar DNA
metil transferaz olan DNA Metil Transferaz III (DNMT3)'Un ekspresyonunu
etkiler. DNMT3 tarafindan DNA metilasyonu gergeklestirildigi sirada
piRNA’larin hareketli DNA parcacigi olan transpozonlari susturdugu
g6zlenmistir (Cheng vd., 2011).

Calismamizda hormon bagimli ve bagimh olmayan kanser hiicrelerine
hormon uygulanmasindan sonra, cogalmada (proliferasyon), tutunmada
(adezyon) ve piRNA’larda goérulen farkhhklar incelendi. Bu piRNA’larin
sadece hormona bagli kanserlerde mi yoksa hormon bagimsiz ilerleyen
kanserlerde de mi etkili oldugu ortaya konacaktir. Bu amacla, androjen
bagimli ve bagimsiz prostat kanser hicrelerine (PC-3 ve LNCaP) androjen
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hormonu; 6strojen badimli ve bagimsiz meme kanser hicrelerine (MCF-7
ve MDA-MB-231) ostrojen hormonu uygulanarak hicre c¢ogalmasi
(proliferasyonu), tutunmasi (adezyon), canlilik, hormon ekspresyonu
incelenmistir. Ayrica eseye bagh kanserlerde etkili oldugu disintlen
piRNA’lardan piRNA-651 (piR-651) ve piRNA (piR-823) ekspresyonlari
belirlenmistir.

piRNA'lar cinsiyete bagl kanserlerle iliskilidir ve cesitli arastirmalarla
bu iliski ortaya konmustur. Cinsiyete bagl kanserin olusum ve gelisiminde
hormonlarin etkisi blaydktlr. Yapilan arastirmalarda piRNA’lar ve hormon
iliskisi henlz ortaya konmamistir. Bu nedenle androjen bagimli ve
bagimsiz prostat kanseri (LNCaP ve PC-3) ile dstrojen bagiml ve bagimsiz
meme kanseri (MCF-7 ve MDA-MB-231) hicre dizilerinin hormonal
dizenlenmesi, gastrik kanser basta olmak (zere c¢esitli kanserlerde
gosterilmis olan piR-651 ve piR-823 ekspresyonu Uzerindeki etkilerinin
belirlenmesi amaclandi. Arastirmada kullanilan iki kanser tipinin de
hormon bagimli zayif invaziv MCF-7 ve LNCaP, digeri hormon bagimsiz
glcli invaziv MDA-MB-231 ve PC-3 o0zelliktedir. Bir taraftan kanser
olgusunda etkili olan hormonlarin piRNA’lar Gzerine etkileri arastirilirken;
diger taraftan da kanser hicrelerinin davranislari Gzerine olan etkileri ve
iliskisi de ortaya konabilecektir. Elde edilen veriler bize piRNA’larin kanser
ve metastazinda etkilerinin hormonal regllasyon etkilesimi ile calisip
calismadigini  gOsterecektir. Arastirmamizin  sonucunda hipotezimizi
destekleyen bulgular kanser ve metastazinda &strojen ve androjen
hormonlarinin piRNA ekspresyonu Uzerine direkt etkileri literatlrde ilk defa
ortaya konulacaktir. Boylece piRNA'larin kanserde yeni terapotik strateji
olarak kullaniimasi, ileri dénemde hedefe vydnelik yeni ilaglarin
gelistirilmesi ve yasam Kkalitesinin artirlmasina yoénelik katkilar
saglayabilmek amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser ginimuizde en ¢ok gorilen hastalik tipi olup erken tani ve
tedavi icin c¢alismalar devam etmektedir. Kanser, hicre kontrol
mekanizmalarina yanit veren normal hicrelerin bu mekanizmalarin
kontrolinden cikip, kontrolsiiz olarak blylyebilen ve vicudun diger
dokularina saldiran timorlerin olustugu bir hastalik grubudur (Chiang ve
Massague, 2008). Kanser hcreleri, biyolojik olarak kontakt inhibisyondan
kacabilme, bdlinmek icin dis uyaranlara (ligandlara) gereksinim
duymama, c¢ogalmayl baskilayici sinyallere karsi duyarsizlasma,
apoptozdan kacabilme, anjiogenezi uyarabilme ve metastaz yapabilme
Ozelliklerine sahiptir (Akdéz vd., 2000; Albert, 2007). Karsinogenez;
homeostatik "feedback" mekanizmalara yanit veren normal hicrelerin, bu
mekanizmalarin kontroliinden cikip, kontrolsliz ve birbirlerinden bagimsiz
olarak buylyebilen ve komsu dokulara saldirabilen hlcre sekillerine
dénusmeleridir (Chiang ve Massague, 2008). Metastaz, kanser
hicrelerinin  bulunduklart  mikro c¢evrelerden yakin ya da uzak
mikrogevrelere hareket edebilme yetenegidir. Bdylece timor hicreleri
besin ve oksijen acisindan daha ylksek seviyeli mikrogevrelere giderek
sayllarini arttinirlar. Yeni bir dokuda codalmak Ulzere vyayilirlar. Bu da
dokunun 6limuyle ya da islev kaybiyla sonuglanir (Bagga vd., 2005).

Kanser hicreleri, kok hucreleri ve esey hicrelerinde oldugu gibi,
kendini onarma ve hizlh codalma gibi sayisiz énemli biyolojik gelisimler
acisindan benzerlik goéstermektedir. Yapilan calismalar esey hicrelerinde
gelisim sirasinda eksprese olan genlerin proto-onkogen ya da onkogen
olarak gorev aldigini gdstermektedir. Testisteki esey hiicrelerinde normal
olarak eksprese olan timodr antijeni, kanser/testis antijenleri (CTA),
melanoma, meme, mesane, gastrik, akciger, sarkoma, rahim, prostat ve
hepatoselliler kanser gibi cogu kanser tlriinde de eksprese olmaktadir
(Cheng, Wong ve Cheng, 2011). Kanserdeki CTA'lar timdr fenotipindeki
Olimsuzlik, invaziv karakter, immuin sistemden kaglis ve metastatik
kapasiteyi de iceren timodr olusum mekanizmalarinda goérulmektedir
(Costa vd., 2007). Bu da kanserlerin erken tanisinda biyomarker olarak
kullanilmalarini saglamaktadir (He vd., 2007; Simpson vd., 2005).
Cinsiyete bagh steroid hormonlar erkeklerde prostat, kadinlarda rahim ve
meme kanseri basta olmak Uzere lUreme organlarinda meydana gelen
kanserlerin gcogunun gelisimi ve isleyisinde 6nemli yere sahiptir (Ni vd.,
2011).

2.1.1. Prostat kanseri

Prostat kanseri erkekler arasinda en yaygin gérilen kanser tlra olup,
kansere bagli 6limlerde ikinci sirayr almaktadir (Cooperberg vd., 2004).
Prostat kanserine yakalanma olasiligi yasla birlikte artar, olgularin cogu 65
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yas ve Ustu erkeklerde gorilir. Prostat kanserinde genellikle kanser
dokusu Uretraya (idrar kesesini penise baglayan kanal) baski yapacak
kadar bliyuimeden 6nce herhangi bir belirti vermez. Prostat kanseri olan
veya prostat kanseri gecirmis baba, kardes veya amca gibi yakin bir erkek
akrabada gorilmesi hastalia yakalanma riskini arttirir. Prostat kanseri
prostat-spesifik antijenin (Ipsaro, Haase, Knott, Joshua-Tor ve Hannon,
2012) UGretimini artirir. Bu nedenle, kandaki PSA dlizeyini dlcen PSA testi
prostat kanserinin erken teshisine olanak saglayabilir. Prostat kanseri
tedavileri kapsaminda prostat bezinin c¢ikarilmasi, hormon tedavisi ve
radyoterapi yer alir. Prostat kanseri daha cok lenf noduna ya da kemige
metastaz yapabilmektedir (Feldman ve Feldman, 2001). Prostat kanserinin
kemiklere metastaz yapmamis olmasi, kanserin erken tani ve tedavi
edilmesini kolaylastirip sagkalimi artirir (Russell ve Kingsley; Feldman ve
Feldman, 2001).

Huggins ve Hodges'In 1941 vyilinda prostat kanseri tedavisinde
androjen eksikliginin sonuglarini bildirdikten sonra hormonal tedavinin
prostat kanserinin ileri evre tedavisinde baslica tedavi secenegi oldugu
distnulmidstir (Huggins ve Hodges, 2002). Ancak daha sonra yapilan
calismalar sonucunda uygulanan androjen miktarinin tedavi icin 6nemli
oldugu, ylksek konsantrasyonda androjen erken evredeki iyi huylu prostat
kanseri hastalarina uygulanirsa, kanserin daha agresif hale gelebilecegi
desteklenmistir. Uygun miktarda androjenler saglikh bireylerde normal
maskdulinizasyon, dis genitallerin gelisimi, kemik ve kardiyovaskuler
dizenlenme, eritrositlerin korunmasi, spermatogenez, cinsel istek, prostat
bezinde fizyolojik bliyime ve fonksiyon icin gereklidir (Morley, 2000).

Saglikh bireylerde prostat dokusunun gelisimi, farklilasmasi ve
sagkalimi androjenlere, 0zellikle testosteron ve dihidrotestosterona
baglidir. Androjen hormonlari testosteron, dihidrotestosteron,
androstenedion, 17-alfahidroksiprogesteron ve dihidroepiandrostenon’dur.
Bu androjenlerin bulunmadigi durumlarda prostat dokusu apoptoza gider
ve belirgin atrofi gelisir (Trapman ve Brinkmann, 1996). Testosteron
steroid bir hormon olup, dogumdan ©once ve sonra testis gelisimini
etkilemektedir. Dogumdan sonra testosteron seviyesi erkek gelisiminde 4-
6 ay icinde artar (Shalet, 2009). Testosteron salinimi hipotalamus-hipofiz-
gonad yolu Utzerinden kontrol edilmektedir. Luteinize edici hormonu salan
hormon (LHRH) dekapeptit yapisindadir ve hipotalamustan salgilanir.
Plazma yari é6mri 2-5 dakika olup serum proteazlar tarafindan hizl sekilde
parcalanir. LHRH, hipofizden lGteinize hormon (LH) ve folikll dizenleyici
hormon (FSH) salinnmina neden olur. LH testiste leydig hucrelerini
uyararak testosteron salinimina neden olur (Page vd., 2006; Engel ve
Schally, 2007)(Sekil 2. 1).
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Sekil 2.1 Testosteron ve dstrojen hormonlarinin dizenlenmesi (Engel, 2007
literatlrinden degistirilerek alinmistir)

Testosteron seviyesi gelisme sirasinda genitolriter organlar, kaslar,
iskelet, spermatogenez ve erkek fertilitesi gibi ikincil seks karakterlerinin
olusumuna destek olmaktadir (Sengupta, 2013). Testosteron yetersizligi
hipogonadizm, iktidarsizlik ve testisle iliskili hasarlara neden olmaktadir
(Kang, Moon, Lee, Han, 2014). Testosteronun kendisi timdr olusumuna
neden olmamakla birlikte timdr hicrelerinin devami igin gereklidir (Walsh,
1975).

Androjenlerin prostat hicreleri Uzerindeki codaltici ve farkhlastirici
etkileri androjen reseptoru (AR) araciligiyla gercgeklesir.
Dihidrotestosteronun (DHT) AR ile baglanmasi sonucunda prostat hicresi
icerisinde olusan DHT-AR kompleksi DNA sentezini ve hiicre cogalmasini
uyaracak olan DNA’daki androjen yanit elemanina baglanir (Cal ve Simsir,
2005). En iyi bilinen androjenle dizenlenen gen PSA’yi kodlayan gendir
(Litvinov vd., 2003). Androjen varligi prostattaki epitel ve stromal
hicrelerin sayisinin artmasina ve farklilasmasina neden olurken, androjen
yoklugu apoptoza yol agmaktadir (Litvinov vd., 2003).



Prostatik kanserinin olusumunda androjenlerin rolli belirsizlikler
icermesine ragmen geg evre prostat kanseri sagkaliminda etkin sistemik
tedavi secenegdi androjenlerin baskilanmasidir. Androjen baskilanmasi,
dolasimdaki androjenin azaltiimasi veya androjen reseptorlerinin
inhibisyonuyla uygulanmaktadir (Cal ve Simsir, 2005). Yilksek affinite
gbdsteren spesifik androjen reseptorleri timorde ve kultir hcrelerinin
niklear bélimlerinde ve sitozolinde bulunmaktadir. In vitro 5a-
dihidrotestosteron hicre blyumesi ve asid fosfatazlarin dretimini
dizenlemektedir (Horoszewicz, 1983). Erken prostat kanserinin olusumu
icin androjen badimh prostat kanser hicreleri, testosteronun 5a-rediiktaz
enzim sistemi tarafindan 5a-dihidrotestosterona cevrilmesine gerek
duymaktadir. Bu hlcreler androjene kanserin ilk olusumu sirasinda cevap
verirler ancak blayUmeleri icin gerek duymazlar. Androjen bagimsiz prostat
kanseri hlicreleri gogalmak ve gelismek icin androjene ihtiyagc duymayan
hicrelerdir. Androjene karsi bagimli  olmama durumu, androjen
reseptérinde gorilen mutasyon, amplikasyon ya da delesyon gibi
degisimlere baglhdir (Feldman ve Feldman, 2001)(Sekil 2. 2). Hormonal
uygulamalar timor gelisiminin serum androjen seviyelerine bagl oldugunu
gOstermistir. Hlcre blydime orani eseye ya da kaynadin hormonal
durumuna bagh degildir (Horoszewicz, 1983).

Hormon bagimsiz yolakta, blylme faktorlerine duyarh heterodimerik
reseptdrler ya da homodimerik tirozin kinaz reseptoérleri insulin growth
faktor 1 (IGF-1) gibi buylime faktoértyle uyanlir. Uyarilan reseptérler hlicre
sayisinin artmasinda, hiicre sagkaliminda ya da hiicre gégiinde etkili olan
Janus kinaz/sinyal iletici ve transkripsyonu aktive edici (JAK/STAT),
fosfatidilinositol-3-kinaz/ v-akt muirin timoma viral onkogen homolog kinaz
(PI3K/AKT) ya da mitojenle aktiflenen protein kinaz (MAPK) yolaklarini
aktif hale getirir. Yolaklarin aktif hale gelmesi sonucunda sitozoldeki
androjen reseptéru aktif hale gelerek gekirdek icine girer. Cekirdek igine
giren aktif androjen reseptdrli androjene cevap veren elementlerin (ARE)
olusumuna ve sonucunda ise hlicre ¢cogalmasi ve sagkaliminin artmasina
neden olmaktadir (Sekil 2. 2).
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Sekil 2.2 Androjen Bagimli ve Bagimsiz Prostat Kanseri Olusum Mekanizmasi (Feldman
ve Feldman, 2001 literatlrinden dedistirilerek alinmistir)

2.1.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, akciger kanserinden sonra, diinyada gorilme sikhdi en
yuksek olan kanser tipidir. Her sekiz kadindan biri hayatinin belirli bir
zamaninda meme kanserine yakalanabilir. Erkeklerde de gdrilmekle
beraber, kadin vakalar erkek vakalarindan ylUz kat fazladir. Meme kanseri
sut dreten ya da sdt tasiyan dokulardaki hlcrelerden kdken alir
(Kierszenbaum, 2006). Meme kanserinin yaklasik % 80'i sut (laktifer)
kanallarin epitel tabakalarindan kdken alir. Laktifer kanallardaki epitel
hiicre tabakalar Ostrojen reseptdérine sahiptir ve meme timdrlerinin
yaklasik % 50-85'i dstrojen reseptoéru icerir (Kierszenbaum, 2006) (Sekil
2. 3).
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Sekil 2.3 Meme Anatomisi

Alfa (a) ve beta (B) olmak Uzere iki tip 6strojen reseptéri vardir. a
reseptori B reseptoriinden daha fazla Ostrojene baglanma yetenegine
sahiptir. B reseptdrl, a reseptorinun fizyolojik dlzenleyicisi olarak rol
oynar. Ostrojen reseptérlerinin her ikisi de sitozolde gériiliir (Horoszewicz,
1983). Normal meme dokularina oranla saldirgan (invaziv) timdrlerde a
reseptéorinin ekspresyonu [ reseptérinden daha fazladir. Bu bulgular
gelisen meme tumdrlerindeki olasi risklerde ve dokularin &strojene
duyarlihdini belirlemede reseptorler arasindaki etkilesimin 6nemli oldugunu
gostermektedir. Ostrojen bagimh timérlerin codu antidstrojenik tedaviden
sonra (antiéstrojen olan tamoksifen ile tedaviden sonra) geriler
(Kierszenbaum, 2006).

Hastaligin tanisinda bireylerin kendisini elle muayene etmesi
6nemlidir, rutin kontroller ve 40 yasin Uzerinde yilda bir kez mamografi
cektirilmesi onerilir. Memede kitle saptandiginda kanser olup olmadigini
anlamak igin biyopsi vyapilir. Meme kanseri tedavi sansi yuUksek
kanserlerdendir, en sik tedavi sekli cerrahidir. Meme kanserinin cerrahi
tedavisinde genellikle meme dokusunun timu alinir. Koltuk alti lenf bezleri
de cikartilarak muhtemel yayilma engellenir. Koltuk alti (aksiller) lenf
digimi metastazlar en 6nemli teshis faktéridir (Kierszenbaum, 2006).
Eger kanser yayillmissa radyoterapi yada kemoterapi uygulanir. Ozel
kimyasal maddelerle boyanan timoér hcrelerinin tipi anlasildiktan sonra
Ostrojen ve progesteron algilayicilarini bloke eden ilaglar kullanilarak
timoérdn blyUmesi engellenir. Meme kanseri hlcreleri normal blyume
faktorli dOstrojene ihtiyac duymadan boélinebilir (Sekil 2. 4). Bazi meme
kanser hucreleri, hlcre igerisinde yer alan &strojen reseptérinin
ekspresyonunun kapatilmasiyla Ostrojene tepki verme yetenegini
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kaybeder. Hlcreler, blyimeyi engelleyen sinyaller gibi dis uyaranlara
cevap vermeden bélinmeye devam ederler (Elizabeth ve Robert, 2009).
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Sekil 2.4 Ostrojen Bagiml ve Bagimsiz Meme Kanseri Olusum Mekanizmasi (Elizabeth ve
Robert, 2009 literatiriinden degistirilerek alinmistir)

Ostrojen hormonlari estradiol, estriol, estran ve tirevlerini kapsar.
Ovaryum steroidleri tarafindan normal meme dokusundaki buylmenin
dizenlenmesi, meme gelisimi ve fonksiyonunun dizenlenmesinde
onemlidir (Winter ve Couch, 1995; Miller ve O'Neill, 1999). Hem &strojen
hem de progesteron normal meme dokusunda mitojenik 6zelliklere
sahiptir (Miller ve O'Neill, 1999). Cogu meme timori, gelisim sirasinda
bliylimenin devam edebilmesi icin dstrojene ihtiyac duymaktadir. Aktif
Ostrojenlerin intraselliler konsantrasyonlarini dizenleyen islemler meme
kanserinin etiyolojisini etkileme yetenegine sahiptir. Tamoksifen gibi
terapdtik ajanlarin  dstrojen dlzenlenmesine karsi meme kanseri
hicrelerinin cevap vermesini saglamada gorev aldiklari dusinilmektedir
(Jordan ve Murphy, 1990). Postmenopozal kadinlarda &strojen replasman
(eksik olani yerine koyma) tedavisi meme kanseri igin risk faktért olarak
degerlendirilmistir. Premenopozal kadinlarda, ovaryumlar en onemli
ostrojen kaynagidir. Meme bezi, metastazi kolaylastiran zengin kan ve lenf
sistemine sahiptir (Kierszenbaum, 2006). Meme kanseri; lenf nodullne,
kemiklere, akcigerlere, beyine ve karacigere hatta erkeklerde daha uzak
mesafedeki prostata kadar yayilabilmektedir (Feng vd., 2010).

Meme kanserlerinin  onda birinde genetik bozukluk tespit
edilmektedir. Kendiliginden olusan meme kanserinden farkli olarak
otozomal dominant kalitimsal gegis gosteren meme kanser tlrinin oldugu
distnulmektedir. 1990’larda breast cancer-1 (BRCA-1) ve breast cancer-2
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(BRCA-2) meme kanserinde belirlenen timoér baskilayict genleri
tanimlanmistir. Bu iki gen birlikte tim meme kanseri vakalarinin %5-
10‘undan sorumludur (Kierszenbaum, 2006). BRCA-1, meme bezinin
epitel hiucrelerinin ¢ogalmasiyla ilgili Ostrojen bagimh transkripsiyon
yollarini baskilar. Buradaki bir mutasyon nedeniyle bu yetenedin kaybi,
timoér olusumunu  kolaylastirilabilir.  BRCA-1 ve BRCA-2 genlerinde
mutasyon olan kadinlar invaziv meme ve ovaryum Kkanseri riski
altindadirlar (Kierszenbaum, 2006). Bu genleri tasiyan bireylerin hayat
boyu meme kanserine yakalanma riskleri %60-90, yumurtalik kanserine
yakalanma riskleri ise %20-60tir. BRCA-1 ve BRCA-2 genlerindeki
mutasyon sonucu aile hikayelerinde prostat kanseri ve meme kanseri
gorilen erkeklerde de hem prostat hem de meme kanserine yakalanma
riski artmistir (Bozcuk, 2005). Gen tedavisi meme kanseri icin deneme
asamasinda olan bir yontemdir (Hossfeld ve Sherman, 1992; Kutluk ve
Kars, 1994; Bozcuk, 2005).

Meme tlmodrlerinin yaklasik %601 dstrojen bagimli olup &strojenik
kimyasallar meme timorinin blyldmesini saglamaktadir (Heneweer vd.,
2005). Ostrojen badimli meme timérlerinde, timoér etrafinda bulunan
fibroblastlar  tarafindan  salgilanan  Ostrojen  timoér  blydmesini
hizlandirmaktadir (Heneweer vd., 2005). Meme kanserinde d&strojen
reseptoriini hedefleyen endokrin tedaviler Ostrojen bagimsiz meme
kanserlerinin  %?25-30'unda etkili degildir (Ni vd., 2011). Tuimor
hlicrelerinden d&strojenin ortamdan 0&strojen antagonistleri kullanilarak
azaltilmasi sonucu kanser hicrelerinin apoptoza baslamasini saglayarak
kanser hucrelerinin sagkaliminda azalmaya neden olmaktadir (Kyprianou,
English, Davidson ve Isaacs, 1991). Yakin zamanda yapilan galismalar, 6n
uygulama olarak in vitro d&strojende buyuyen MCF-7 hicrelerine
tamoksifen gibi sitotoksik ilag uygulanmasiyla apoptozun basladigini
bulmuslardir (Jaattela vd., 1995; Teixeira, Reed ve Pratt, 1995; Huang,
1997). Tamoksifen, bir dstrojen reseptér dlzenleyicisi olup, meme kanseri
tedavisinde etkili bir ajandir (Rajasethupathy vd., 2012). Dokuya 6zgu
Ostrojen aktiviteye sahip olan ve steroid olmayan bir antidstrojen
tamoksifen, meme kanserinin hormonal tedavisinde tercih edilen bir ilag
olmustur. Tamoksifen meme dokusundaki antidstrojenik etkileri nedeniyle
meme kanserinin tim evrelerinin tedavisinde kullanilabilir. Tamoksifenin,
kemik yogunlugu ve serum lipidleri Uzerine vyararli Ostrojen etkileri
olmaktadir (Jordan ve Murphy, 1990; Fisher vd., 1994). Aromataz,
androjenin 0Ostrojene dénlsturdlmesinden sorumlu sitokrom P450
enzimdir. Kadinlarda Ureme sisteminde, yad dokusunda, karaciger ve
beyinde bulunur. Aromataz enzimi ayni zamanda testiste Leydig ve Sertoli
hlicreleri ile birlikte germ hlcrelerinde de bulunur (Inkster, Yue ve Brodie,
1995). Ostrojen sentetaz olarak bilinen aromataz, dstrojen biyosentezinin
anahtar bir enzimidir. Aromataz enzimi aktif iken serum testosteron
dizeylerinde azalma, 6strojen konsantrasyonunda artma goérulmektedir.
Bir meme timoérinde yer alan 0&strojenler etrafinda yer alan stromal
hiicrelerdeki aromataz enzimi tarafindan olusup dolasima katilmaktadir
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(Heneweer vd., 2005). Codu calisma hem prostat hem de meme epitel
hicreleri testosteron ve Ostrojen ortamdan cekildigi zaman apoptoza
gittigini savunmaktadir (Hahm ve Davidson, 1998; Kiess ve Gallaher,
1998).

2.1.3. Arastirmamizda Kullanilan Kanser Hiicre Dizileri

2.1.3.1. Androjen bagdimli ve androjen badimsiz prostat kanseri
hucre dizileri

Tumor derecesi gibi hem kilinik bulgular hem de genetik, ploidi,
onkogen/timoér baskilayici gen ekspresyonu gibi biyolojik, hormonal ve
molekiler bulgular géz o6ninde bulunduruldugunda heterojen (her iki
bulgularin da etkili oldugu) o6zellik gosteren prostat kanserinde her iki
bulgu tipi birbirleriyle korelasyon goéstermektedir (Russell ve Kingsley).
Erken evre prostat kanserinin gelisimi testosteronun 5a-rediktaz enzim
kompleksi tarafindan 5a-dihidrotestosterona déndsturdlmesiyle
artmaktadir (Russell ve Kingsley) (Sekil 2. 5).
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Sekil 2.5 Testosteronun Cekirdek icine Tasinmasi
(http://www.kaanaydos.com.tr/androjen-reseptoru-ve-aktivasyon-fizyolojisi.html
adresinden degistirilerek alinmistir)

Bu dénlistmuin goruldiglu prostat kanser hicrelerine androjen bagimli
prostat kanseri adi verilir. Bazi prostat kanseri hucre tipleri ilk asamada
androjene hassastir ancak buyumeleri icin ihtiyac duymazlar (Russell ve
Kingsley). Genellikle prostat kanserinde cerrahi muiudehale ya da
radyoterapiye uygun olmayan hastalara surekli ya da belirli periyotlarda
hormonal tedavi uygulanir (Rambeaud, 1999; Sciarra, Casale, Colella, Di
Chiro ve Di Silverio, 1999; Paul ve Breul, 2000). Hormonal tedavi
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hastaligin etkisini hafifletmek icin yapilmaktadir. Ancak her zaman etkili
olan bir tedavi sekli olmayip androjen bagimsiz prostat kanserinin kendini
yenilemesini engelleyemez (Lara ve Meyers, 1999; Laufer, Denmeade,
Sinibaldi, Carbucci ve Eisenberger, 2000). Bu durum androjen
reseptorinde olusan mutasyon (Wang ve Uchida, 1997; Culig vd., 1998),
amplikasyon (Henshall vd., 2001) ya da delesyon (Kinoshita vd., 2000)
gibi degisimler sonucu olusmaktadir. Prostat kanseri cesitli organlara
metastaz yapmakla beraber 0&zellikle bdlgesel lenf noduna ve iskelet
kemiklerine metastaz yapmaktadir (Russell ve Kingsley).

Prostat kanseri hucre dizileri erken tani ve tedavi uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Prostat kanseriyle yapilan temel arastirmalardan biri
androjen bagimh ve androjen bagimsiz prostat kanser hicrelerinin
hormonal dizenlemeye gen, protein, hiicresel hareket veya morfolojide
verdikleri cevaplan belirlemek icin bu hicre dizilerine androjen hormonu
uygulanmasidir. Prostat timodrleri, etraftaki metabolitlere ve uyaranlara
karsi asiri duyarh androjen reseptérlerine ve/veya mutasyon sonucu htcre
ici sinyal vyolaklarinin hizli ve seri calismasini saglayan androjen
reseptorlerine sahiptirler. Reseptérlerin etraftaki metabolitlere ve
uyaranlara karsi asirn duyarl olmasi sonucunda tiUmdér hucreleri dusik
androjen seviyeli cevrede yasamaya adapte olmaktadir (Gleave vd., 1996;
Culig vd., 1998). Bu nedenden dolay! 6zellikle androjen badimsiz prostat
kanserinin tedavisinde genellikle hormonal duzenlemenin etkisi hala
arastirilmaktadir.

Prostat kanserinin tedavisi icin yapilan in vitro arastirmalarda,
androjen kisitlamasi ile gorilen farkhliklar belirlemek Gzere en gok LNCaP
prostat kanser hicrelerinden yararlaniimaktadir (Culig, Hoffmann ve Erdel,
1999; Gao, Ossowski ve Ferrari, 1999). Cogu prostat kanser hicre dizisi
metastatik kdkenlidir (Claas, 1983). PC-93 ve PC-3 (Kaighn, Narayan,
Ohnuki, Lechner ve Jones, 1979), DU-145 (Stone, Mickey, Wunderli,
Mickey ve Paulson, 1978) ve TSU-Prl1 (lizumi, 1978) gibi sik kullanilan
diger kanser hicre dizilerinin hepsi androjen bagimsiz hicreler olup
hepsinde (bazi durumlarda PC-93 hari¢) androjen reseptéri, PSA ve 5a-
rediktaz eksikligi vardir. Bu hicre dizilerinin herhangi biri nude fareye
inoklle edildiginde, farkhlasmanin belirlendigi timorlerin  olustugu
gozlenmistir. Androjen bagimh hicre dizilerinin azligi nedeniyle prostat
kanserinin erken evre modelini olusturmak icin deneysel calismalar
yapilmaktadir. Nude fareye intraperitonal, intramuskular gibi farkli
sekillerde kanser hicresi enjekte edilip, LNCaP ve PC-3‘Un alt tipleri
gelistirilmistir (Rubio, Villacampa ve Blanco, 1998 ).

E-kaderin prostat kanserinde bir tani belirtecidir. Sadece bazal
hicrelerde Uretilen, prostat kanserinde bulunmayan P-kaderinin oldugu
durumlarda, timor derecesiyle ve anormal E-kaderin boyanmasi ile iligkili
oldugu belirlenmistir. E-kaderinin sitoplazmik ucuna baglanan a-kaderinin
ekspresyonu prostat kanserinde azalmaya neden olmaktadir (Paul, Ewing,
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Jarrard ve Isaacs, 1997). Hicre-hicre badlantisi kalsiyum bagiml,
heterotipik kaderin-katenin etkilesimleriyle dizenlenir (Paul vd., 1997).
o—katenin; kaderin-katenin kompleksini hucre iskeletini olusturan aktin
filamentlere baglamaktadir (Sekil 2. 6).

PRSI
W

E-KADERIN

Y /pP120
Y /)P120

KATENIN

AKTIN HUCRE iSKELETi

Sekil 2.6 Kaderin-Katenin Kompleksi (Tian vd., 2011 literatliriinden dedistirilerek
alinmigtir)

Gen delesyonlari, gen promotoérinin  hipermetilasyonu ve
heterozigotlugun kaybi (LOH) sonucu kaderin-katenin yolaginin
calismamasi, timadr invazyonunda ve kanserin gelisiminde rol oynar (Paul
vd., 1997). 5. Kromozomda gorulen homolog delesyon nedeniyle e-
kaderin pozitif olan PC-3 prostat kanseri hicre dizilerinde o-katenin
baskilanmaktadir (Ewing vd., 1995). Bu baskilanma sonucunda daha
invaziv ve metastatik Ozellikler ortaya cikmaktadir. PC-3 hicrelerinin
PSA’si bulunmamakla birlikte p53’Unde ise delesyon ve mutasyon
bulunmaktadir (Kaighn vd., 1979; Carroll, Voeller, Sugars ve Gelmann,
1993). Bu hlcre dizisinde 5a-redliktaz enzimi ve androjen reseptorl
bulunmamaktadir (Kaighn vd., 1979; Carroll vd., 1993). Bu 6zelliklerinden
dolayi calismamizda androjen bagimsiz prostat kanseri hilicre dizisi olarak
PC-3 secilmistir. PC-3 prostat kanser hiicre dizisi kemige metastaz
yapabilen, Grade IV dlzeyinde adenokarsinom goérulen 62 yasindaki erkek
hastanin prostat dokusundan elde edilmistir. In vitroda uygulanan 5-
aminolevulinik asit (Falany ve Falany) tarafindan indiklenmis protoporfirin
IX (PpIX) kullanilarak yapilan bir fotodinamik terapi galismasinda, LNCaP
hiicrelerine direkt uygulanan 5a-dihidrotestosteron hem fototoksisite
acisindan hem de androjenin hicre icine alimi acgisindan daha verimli
oldugu belirlenmistir. Ama bu etki in vitroda androjen bagimsiz PC-3
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prostat kanseri hicre dizilerinde goérulmemektedir (Momma, Hamblin ve
Hasan, 1997).

Calismamizda kullanilacak olan androjen badimli prostat kanseri
hiicre dizisi ise LNCaP hucre dizisidir. Bu hicre dizisi lenf hodu metastazi
gorulen prostat kanser dokusuna sahip 50 yasindaki kafkash bir bireyden
alinarak Uretilmistir. Bu hlicre dizisinin 6zelligi androjen duyarh olarak
ispat edilen tek prostat kanseri hicre dizisidir (Horoszewicz vd., 1980).
LNCaP prostat kanseri hicre dizisi fibroblast interferonlarina dayanikli olup
erkek karyotipindeki bazi marker kromozomlarda anoploidi
gbstermektedir. LNCaP hicrelerinin  malign 0&zellikleri korunmustur
(Horoszewicz, 1983). Bazi laboratuvarlar mezensim ya da stroma
hiicreleriyle birlikte inoklle edilmemis LNCaP’in nude farede zayif
timorojenik etki gosterdigini bildirmislerdir (Gleave, Hsieh, Gao, von
Eschenbach ve Chung, 1991; Gleave, Hsieh, von Eschenbach ve Chung,
1992). LNCaP hicre dizisi mutasyonlu androjen reseptériine sahiptir.
Androjen reseptérindn bazi mutasyonlart hicrelerin antiandrojenler
tarafindan uyarilmasiyla iliskilidir. Bunun sonucunda ise prostat kanserinin
gec evresinin tedavisinde kullanilan finasterid gibi ilaglarin kullanimi
Uzerinde sorunlara neden olmaktadir (Russell ve Kingsley). Androjene
tepki gbstermeyen prostat kanserleri sadece kanserin ¢ok gec¢ evrelerde
meydana geldigi distnilmektedir.

Molekller analizler p53 mutasyonunun prostat kanseri hucre
dizilerinin gogunda degisim goéstermektedir. Ayrica p53 mutasyonu prostat
kanserinin gec¢ evresinde gorulmektedir. p53 mutasyonu kanserin erken
evresinde olustugu zaman, kanser olusumuna uygun sartlari
saglamaktadir (Downing, Jackson ve Russell, 2002). LNCaP prostat
kanseri hucre dizisi p53’'0 susturulmus mutasyona sahiptir (Horoszewicz
vd., 1980; Carroll vd., 1993). Bir hasta tedavi protokoll olarak uygulanan
yontemlere benzer sekilde hazirlanan hormonal dizenleme galismalarinda,
LNCaP hicrelerine aralikli olarak hormon eksiltme uygulanmistir. Ortamda
bulunan androjenden bagimsiz ve saglikli hiicrelerde belirlenen miktarda
PSA (retimi baslayincaya kadar bu hiicrelerin sagkalim zamaninda artma
belirlenmistir (Sato vd., 1997 ). LNCaP hiucrelerinde, DNA, androjen
reseptorinin ligand baglanma bdlgeleri ve c-Jun |6sin bélgesi arasinda bir
etkilesim olugsmaktadir. Bu iletisim bir transkripsiyon faktort olan androjen
protein 1 (AP-1) ve PSA geninin dizenlenmesindeki dlizenleyen androjen
reseptori sinyal iletim yolagini saglar (Sato vd., 1997 ).

2.1.3.2. Ostrojen badimli ve éstrojen badimsiz meme kanseri hiicre
dizileri

Ilk izole edilen meme kanseri hiicre dizisi 1958 yilinda BT-20 olarak
adlandiriimistir. MCF-7 1973'te Michigan Kanser arastirma enstitisiinde
bulunmustur (Soule, Vasquez, Long, Albert ve Brennan, 1973). MCF-7
meme kanser hicreleri 69 yasinda metastatik meme kanserine sahip
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kadin hastanin, metastatik meme kanseri hiicrelerinin bulundugu bélgeden
elde edilen htcrelerdir (Ossowski, Biegel ve Reich, 1979). MCF-7 hlcreleri
epitel ve aderent Ozellikler gdstermektedir. Bu hicre tipleri hicresel
biylime igin Ostrojene cevap vermektedir (BolAin ve Huff, 1976;
Katzenellenbogen, Norman, Ecken, Peltz, ve dMangel, 1984; Levenson ve
Jordan, 1997). MCF-7 hlcreleri, cevresel etkenleri iceren cesitli
bilesenlerin 6strojenik etkisini arastirmak icin &dstrojenik reseptore
baglanma ve hicre c¢ogalmasini (proliferasyonunu) iceren klasik
calismalarda kullaniimaktadir (Heneweer vd., 2005). MCF-7 d&strojen
bagimli, iyi huylu ve adeziv meme kanseri hlicre dizisidir.

MCF-7 hucreleri dstrojen reseptoru pozitif, human epidermal growth
factor 2 (HER2) reseptdéri negatiftir. Progesteron reseptéri hem pozitif
hem de negatif olabilmektedir. Bu tip hilicre dizilerinde hiicresel codalma
(proliferasyon) belirteci olan Ki-67 seviyesi dusuktur. Endokrin ve
kemoterapiye cevap veren hucrelerdir (Holliday ve Speirs, 2011). MCF-7
hicreleri, bir arada tutan yapilardan olusup guglid bir hlcre-hicre
badlantisi gosterir (Neve vd., 2006). Ostrojen reseptérii (ER) pozitif olan
MCF-7 hicreleri timor olusturma vyetenegine sahiptir. Anti-Ostrojen
tedavilerinde timdér blylimesini inhibe edilmektedir (Burdall, Hanby,
Lansdown ve Speirs, 2003). Daha &énceden yapilan galismalar, memeli
karsinom hucre hatti olan MCF-7 hlcrelerinde, estradiolin aktivitesi hlicre
kdltlrl besiyerine salinan blyume faktoérleri (growth faktoérleri) tarafindan
dizenlendigi gozlenmistir (Roos, Fabbro, Kong, Costa ve Eppenberger,
1986).

MDA-MB-231 6strojen bagimsiz, kétld huylu ve invaziv meme kanseri
hicre dizisidir. MDA-MB-231 hicreleri 51 yasinda, adenokarsinoma sahip
hastanin meme bezinden elde edilen metastatik epitel karakterli
hicrelerdir.  Claudin seviyesi dlustk olan bdlgeden kaynak almaktadir.
Ostrojen, progesteron ve HER2 reseptérii negatiftir. Ki-67, e-kaderin,
klaudin-3, klaudinin-4 ve -7 seviyesi dusuktir. Kemoterapiye verdikleri
cevaplar degisken olup orta dlizeyde cevap vermektedir (Holliday ve
Speirs, 2011). MDA-MB-231 hicreleri, gevsek tutunmalar gbéstermekle
beraber Uzim benzeri ya da vyildiz seklinde vyapiskan vyapilardan
olusmaktadir. In vitroda invaziv karakterler gostermektedir (Neve vd.,
2006). Gugll timor olusturma yetenegine sahip hicreler olup, en belirgin
karakteristik 6zelligi metastaz yapabilmeleridir. Anti-Ostrojen tedavilerine
cevap vermezler (Burdall vd., 2003).

Disuk seviyede plazma 0&strojenine sahip postmenopozal kadinlar
icin, meme kanseri blylimesi ve gelismesi timor mikro cevresinde lokal
olarak Uuretilen o6strojen tarafindan olusmaktadir (O’Neill, 1987; Santen
vd., 1997; Simpson ve Davis, 2001). Ostrojenin intratimdral Gretimi
Ostrojen sentezindeki anahtar enzim olan ayrica karsinom iligkili stromal
fibroblastlar tarafindan Uretilen aromataz tarafindan indiklenmektedir
(Santen vd., 1997; Zhao, Agarwal, Mendelson ve Simpson, 1997;
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Simpson ve Davis, 2001; Smith ve Dowsett, 2003). Aromataz meme
kanserinin endokrin tedavisinin hedefidir. Aromataz inhibitérleri hormon
duyarli meme kanserinin tedavisinde Ostrojen sentezini yavaslatmaktadir
(Hayashi ve Yamaguchi, 2005; Dowsett vd., 2010). Ostrojen meme
kanserinin blUylUmesini, timo&r hdlcrelerindeki 06strojen reseptdrleri gibi
biyumeyle iliskili genlerin ekspresyonunu dizenleyerek saglamaktadir
(Hayashi, 2004; Hayashi, Niwa ve Yamaguchi, 2009).

2.2. Kanser ve Epigenetik Mekanizmalar

Kanser hiucreleri cesitli endojen ve ekzojen sebeplerden dolayi
olusmaktadir. Kanser olusumunda ekzojen faktdér olarak cesitli
kimyasallar, ultraviyole (UV) radyasyonu ve pestisidler gibi DNA'ya etki
eden maddeler, endojen faktdér olarak mutasyonlar, epigenetik
mekanizmalar ya da aile gegmisinde gorulen kalitimsal mutasyonlar 6rnek
verilebilir. Cesitli kanserlerde son zamanlarda mutasyonlardan baska
epigenetik mekanizmalarin etkisinin en az mutasyonlar kadar oldugu
bilinmektedir.  Epigenetik  degisimler; DNA dizilerindeki  gergek
degdisikliklere ek olarak, kromatin ve DNA dizilerinde herhangi bir degisim
olmadan gen ifadeleri dedisimi gostermesidir. Bu degisimler genin DNA
dizilerinde olmaz ve epigenetik degisimler olarak adlandirilir (Albert,
2007). Epigenetik mekanizmalar temel olarak 3 gruba ayrilmaktadir.
Bunlardan ilki DNA metilasyonudur. DNA metilasyonu, DNA'nin CpG
adaciklarina, DNA metiltransferazlar (DNMT) tarafindan metil gruplan
baglayarak genin inaktif forma gelmesini saglamaktadir. Eder etkilenen
gen bir tUimdr baskilayici gen ise inaktif hale gelmesi hucrenin kanser
Ozelliklerinin artmasina ve kanserlesmeye neden olmaktadir. Gene
O0zellesmis DNA hipermetilasyonuyla gerceklesen dizenlemeler onkogen
aktivasyonuna (Wilson, Power ve Molloy, 2007) ve tumoér baskilayicilarin
susturulmasina (Baylin, 2005) o6nculik eder. Anormal DNA metilasyon
sekilleri  kanser hicrelerinde goérulebilir. Zarar gérmis genlerin
ekspresyonlari metilasyon dedisimlerine benzer dedisiklikler olarak
tanimlanmistir (Klug ve Cummings, 2002).

Bir baska epigenetik mekanizma ise histonlarda gdérulen metilasyon,
asetilasyon ve modifikasyonlardir. Histon asetilazlar ve histon deasetilazlar
DNA'nin nlikleozom vyapisindaki histon proteinlerine baglanarak onlarin
konformasyonel degisimlerini saglamaktadir. Konformasyonel degisimler
ya nikleozom yapisindaki DNA'nin gevsemesini sadlayarak genlerin
aktivasyonunu ya da daha da siki hale gelip inaktif hele gelmesini
saglamaktadir. Asetil gruplarinin DNA'ya eklenmesi ve cikariimasi ile ilgili
surecgler kanser tedavisi arastirmalarinin 6nemli bir alanidir (Klug ve
Cummings, 2002).

Uclinci epigenetik mekanizma son zamanlarda yapilan calismalarla
kanserde hem erken tanida hem de tedavisinde kullanilabilecegi
distnulen RNA Interferans mekanizmalarnidir. RNA interferans, kiglk
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kodlama yapmayan RNA parcaciklarinin kullanilarak DNA ve/veya protein
seviyesinde dedisim yapan bir mekanizmadir. Uzerinden en cok calisilan
kodlamayan RNA’lar small interfering RNA (siRNA) ve mikro RNA (miRNA)
olup bu kodlamayan RNA’larin hem gen susturulmasinda hem de
translasyon ve transkripsiyon asamasinda etkili oldugu kanitlanmistir
(Gindogdu ve Celik, 2009). Kisa kodlamayan RNA’lar son zamanlarda gen
ekspresyonunun duzenleyicileri arasinda yer almaktadir (Verdel,
Vavasseur, Gorrec ve Todeschini 2009).

Kanser siklikla karmasik donim noktalari olan kompleks bir hastalik
olarak siniflandiriimaktadir. D6nim noktalar arasinda mutasyonal genetik
diizenlemeler, belirgin epigenetik degisimler, anjiyogenez ve endojen
hayatta kalma mekanizmalarindan kagmak bulunmaktadir (Macaluso,
Paggi ve Giordano 2003). DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari ve
kisa RNA dizenlenmesi hicrenin epigenetik kacgis yeridir (Siddigi ve
Matushansky, 2012). Kanser hucreleri kék hlicrelerle bazi ortak noktalara
sahiptir. Bunlar arasinda kendi kendini yenileyebilme kapasitesi ve cross-
talk (capraz kusaklarin) ortaya cikmasi yer almaktadir. Bu agidan kanser
hlicreleri kdk hlcre benzeri hlcre tipi olarak dusunldlmektedir (Siddiqgi ve
Matushansky, 2012). Esey k&ék hcrelerinin DNA hipometilasyonu, gene
O0zellesmis DNA hipermetilasyonu ve kigik RNA'larin  yeniden
dizenlenmesi gibi epigenetik ve sinyal iletim 0&zelliklerine benzer
ozelliklerin kanser hiicrelerinde timoér olusumu sirasinda kazanildigina dair
kanitlar giderek artmaktadir (Kierszenbaum, 2006).

2.3. Kodlamayan RNA Tipleri

Ilk basta insan genomunun biylk bir parcasinin fonksiyonel olmadigi
dusunudlen bu boélgeler “¢c6p DNA” olarak adlandinimistir. Daha sonra
gelismis teknikler kullanilarak yapilan calismalarda herhangi bir genden
kaynaklanmayan ve herhangi bir protein kodlamayan binlerce RNA
transkriptleri belirlenmistir (Carninci vd., 2005; Kapranov vd., 2007). Bu
molekiller kodlama yapmayan RNA’lar olarak adlandiniimistir. Kiguk
RNA'larin kesfedilmesiyle bu molekullerin hlcrede hedeflenen bir genin
susturulmasini saglayan ve tetikleme yoluyla calisan bir mekanizma olan
RNA interferans (RNAI), es baskilanma ve transkripsiyondan sonra gérilen
duzenlemeler gibi kavramlar ortaya cikmistir. Es-baskilanma, bir genin iki
allelinden herhangi birinin dominant olmadigi her iki allelin de esit
miktarda calistigi es baskilamadir. RNA’lar sentezlendikten sonra 5’
ucunda 7-metil guanozin sapka olusumu, poli A kuyrugunun takilmasi ve
herhangi bir protein kodlamayan intronlarin uzaklastirilmasi gibi sonradan
yapilan degisiklikler transkripsiyondan sonra gorilen dizenlenmelerdir
(Fire vd, 2005) (Sekil 2. 7).
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RNA KODLAYAN DiZiLER
DNA
PROMOTOR +  RNA POLIMERAZ 1l TARAFINDAN
TRANSKRiPSIYON
+  20-30 NUKLEOTITLIK Pre-mRNA
OLUSTUKTAN 5’ UCUNA CAP EKLENMESi
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Pre-mRNA 5 AAAAAAA...3’
5’-UTR RNA kesimi: 3'-UTR
Intron uzaklastiriimasi
\J
PROTEIN KODLAYAN Dizi
mRNA s'@ AAAAAAA...3
TRANSLASYON
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Ry ™
POLIPEPTID JJ/H}
4_,::}

Sekil 2.7 Transkripsiyon Sonrasi Gorllen Dedisim Mekanizmasi (Fire vd., 2005
literatlriinden degistirilerek alinmistir)

Klglk RNA'lar (sRNA), cift sarmal RNA’lardan (dsRNA) olusan 19-31
nidkleotid uzunlugunda, kodlama yapmayan RNA’lardir. Bazilarinin,
mRNA'larin bir pargcasi ya da genomun transkripsiyona katilmayan ancak
DNA'nin blylk bir bolimund olusturan intergenik alanlarindan oldugu
disinulmektedir. En énemli gorevleri gen aktivasyonunu degistirmek veya
azaltmak amaciyla kullanilan bir teknik olan gen susturulmasinda rol
oynamalaridir (Fire vd., 2005 ). Kodlamayan RNA’lar ginimizde uzun ve
kisa olmak Uzere iki temel gruba ayrilir. Kisa kodlamayan RNA'lar siRNA,
MiRNA, kigik  nldkleolar =~ RNA  (snoRNA) ve piRNA olarak
gruplandirilabilmektedir (Fire vd., 2005 ; Mei, Clark ve Mao, 2013). Tim
kisa kodlamayan RNA’lar hicresel seviyede olusan duzenleyici
mekanizmalarda rol oynamaktadir (Pandya vd., 2014)(Tablo 2. 2). Son
zamanlarda, sadece post-transkripsiyonel ve transkripsiyonel seviyelerde
gen ekspresyonunun dizenlenmesinde degil ayrica kromatin
modifikasyonunu ve organizasyonunu etkilenmesinde kisa kodlamayan
RNA’larin gorev aldigi yeni bir galisma alani bulunmustur (Pandya vd.,
2014).

2.3.1. Kiigciik Engelleyici RNA (Short Interfering/Small
Interference, siRNA) ve Olusumu

Hlcrelerde RNAi mekanizmasini uzun dsRNA’lar baslatirken cogu
deneysel calismada siRNA’lar kullanilmaktadir (Narry, 2005). siRNA'lar
uygun mRNA yikimi icin rehber RNA olarak goérev alirlar. Dicer enziminin
nikleaz aktivitesi ile dsRNA’lar, 5 - fosfat ve 3 - hidroksil uglara sahip ve
3’- hidroksil uglarinda 2- 3 nikleotidlik gikinti bulunan 21- 23 nikleotit
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uzunlugunda siRNA'lara parcalanirlar (Sekil 2. 8) (Ross, Carlson ve Brock,
2007). siRNA'nin bu vyapisal o6zelligi RNA indiklenmis susturma
kompleksine (RISC) baglanmasi ve RNAi mekanizmasinin sonraki
asamalan icin énemlidir. siRNA’lar bir genin ekspresyonunu; hedef genin
MRNA’sinin yikimini tetikleyerek, hedef genin mRNA’sinin translasyonunu
engelleyerek ya da transkripsiyonu baslatan bdlgede (promotérde) geni
sessizlestirici kromatin degisimlerini tetikleyerek engellerler (Narry, 2005;
Kim ve Rossi, 2007). RISC kompleksi bir siRNA tarafindan cekirdek
icindeki siRNA ile tamamlayicilik iliskisi gdsteren bdlgelere yoénlendirilir.
Kompleks o bdlgelerdeki genlerin promotdrlerinin etrafindaki kromatini
degistirecek proteinleri oraya toplar. Bu degisim o genlerde transkripsiyon
yapmamasina yani genin susturulmasina yol acar (Ross vd., 2007).
Herhangi bir siRNA 0&zel bir mesajci RNA'nin (mRNA) bir bdlgesini
hedefledigi zaman, genelde ayni mRNA’daki komsu bélgeleri hedefleyen ek
siRNA’lar Uretilir. RNA’ya bagimli RNA polimeraz original siRNA tarafindan
mMRNA’da toplandiktan sonra bu ek RNA’larin Gretiminde rol oynar (Ross
vd., 2007).

Endo-siRNA

 —al | — | ——— .
- — v -—

[T =L

| ——

4)

B — Y e F e s

Gen/Psddogen
Endo-siRNA prekiirsori
=== =) MEMELILERDE
trans-dsRNA Sag tokasi yapisi
v Ekzojen dsRNA

— }
Dicer O Dicer D

* TRBP ya da RBP ya da
PACT PACT
@ AGO1-AGO4 '

Endo-siRNA Ekzo-siRNA

Sekil 2.8 siRNA Olusumu (Siomi, 2011 literatirinden degistirilerek alinmistir)
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2.3.2. Mikro RNA (miRNA) ve Olusumu

miRNA’lar, hedef genlerin ekspresyonunu duzenleyen, gelisme,
farklilasma, hicre cogalmasi, apoptoz, stres cevaplari gibi fizyolojik ve
patolojik islemlerin gesitliliginde 6nemli rol oynayan kliglik dizenleyici RNA
molekdulleridir (Filipowicz, 1998; Elbashir, Lendeckel ve Tuschl, 2001;
Narry, 2005; Fire vd., 2005 ; Kosaka, Iguchi ve Ochiya, 2010). ilk miRNA
1993'te Victor Ambros ve meslektaslari, Caenorhabditis elegans’in
gelisimini etkileyen lin-4 genini ve bu genin bir bélimG olan protein
kodlamayan RNA oldugunu bulmuslardir (Lee, Feinbaum ve Ambros,
1993).

miRNA 19-24 nlkleotit (nt) wuzunlugunda, hedef mMRNA'nIn
ekspresyonunu hem transkripsiyonel hem de translasyonel seviyede
dizenleyen kisa kodlamayan RNA’lardir (Bartel, 2004; Denli, Tops,
Plasterk, Ketting ve Hannon, 2004). Drosha ve Dicer adi verilen
endonukleazlar tarafindan ile sa¢ tokasi seklindeki preklrsoérleriden iki
asamali bir mekanizmayla olusurlar (Elbashir vd., 2001; Calin vd., 2004;
Bagga vd., 2005; Ventura ve Jacks, 2009; Kosaka vd., 2010). miRNA'lar,
sac tokasi yapisinda (hairpin) RNA o6ncllerinden (preklrsorlarindan)
yapilir. ik olarak endojen genden (gekirdekteki cift zincirli RNA) RNA
polimeraz II (canli tlrine gbére RNA polimeraz III de bulunabilir)
yardimiyla primer miRNA (pri-miRNA) olarak transkribe edilir. Daha sonra
RNA polimeraz III enzimi olan Drosha ile kesilip prekirsor miRNA (pre-
mMiRNA) olusur. Kesim islemlerini takiben Exportin V tasiyic zar
proteinlerinin sistemiyle sitozole gegip, Dicer ile kesilip miRNA olusur. Son
olusan miRNA 21-25 nt uzunlugunda olup simetrik bir yapidir (Sekil 2. 9)
(Calin vd., 2004; Negrini ve Calin, 2008; Patel ve Sauter, 2011). miRNA
olusumu sirasinda miR ve komplementeri miR*'in olugsmaktadir. Olusan
mMiRNA zincirlerinden herhangi biri, olgun miRNA’y1 olusturmak igin RISC
kompleksine girerken (rehber zincir), diger zincir (yolcu zincir) RISC
kompleksindeki argonat 2 proteinine (Ago2) baglanir ve Ago 2'nin
endoriboniikleaz aktivitesi tarafindan yikilir. Iki zincirden herhangi biri
rehber zincir olabilir. RISC, ya hedef mRNA molekdlleri Gzerine olgun
mMiRNA yukleyerek rehberlik yapar (Harris, Yamakuchi, Ferlito, Mendell ve
Lowenstein, 2008) (Sekil 2. 9).
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Sekil 2.9 miRNA Olusum Mekanizmasi (Siomi, 2011 literatiriinden degistirilerek
alinmistir)

RISC, kisa cift zincirli RNA molekullerinden olusan RNAi'lerin (siRNA
ve miRNA) islenmesinden sorumlu olan bir multiprotein kompleksidir.
RISC kompleksi (yaklasik 500 kDa), endoribonikleaz etkisine sahip
proteinlerden olusur. RISC, Urunlerin salinmasi igin adenozin-tri-fosfata
(ATP) ihtiyag duymayan bir enzimidir. Tum nukleotid analoglari RISC
aktivitesinde artis godstermektedir. RISC aktivitesi, tuz titrasyonuyla
Olcllebilir ve 80 mM’dan 160 mM’a kadar olan potasyum klortar (KCI)
kosullarinda RISC aktivitesi degismez. Nikleotidlerin ¢oklu fosfat
parcalarinin bulunmasi RISC aktivitesini hizlandirir. RISC aktivitesi sodyum
klortir (NaCl) iceren reaksiyonlarda degismez ve dlizenleyici etkileri fosfat
parcalariyla iliskilidir (Gregory, Chendrimada, Cooch ve Shiekhattar,
2005). Argonat 2 proteinleri, trans aktive eden RNA badglayan protein
(Trans-activated RNA Binding Protein, TRBP) ve cift zincirli RNA badglayici
protein olan PKR kinazin aktivatdér proteininden (PACT) olusur (Zamore
vd., 2000). Argonat 2, RISC’in katalitik merkezinde tanimlanmistir. Bu
kompleks miRNA biyogenezi igin gereklidir. RISC, protein sentezini
saglayarak gen ekspresyonunun susturulmasini saglamaktadir. RISC, kalip
MRNA ile miRNA arasindaki komplementerlikten kaynaklanan hedef
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mesajlar tanimlar veya hedef mRNA'nin endonukleolitik yikimiyla ya da
translasyonel baskilamayla sonuglanir (Kim ve Rossi, 2007).

Kodlamayan RNA ailesinin her bir lyesi ylzlerce farkh hedeflere sahip
olabilmekle birlikte genlerin yaklasik %?30°'u tek bir miRNA tarafindan
dizenlenebilmektedir (Bartel, 2004). Cogu miRNA'nin, normal ve kanserli
dokular arasinda farkli sekilde eksprese edilmistir. Ornedin; ayni miRNA
meme ve pankreas kanserlerinde farkl ekspresyona sahip olabilmektedir.
MiRNA ekspresyonlari kanserin tani ve tedavisinde kullanilabilecek bir arag
potansiyeline sahiptir (Lee vd., 2008). miRNA’lar translasyonel baskilanma
ve mRNA parcalanmasi mekanizmalarini kullanarak hticre farklilasmasi ve
gelisiminde rol oynarlar (Elbashir vd., 2001; Calin vd., 2004; Bagga vd.,
2005; Ventura ve Jacks, 2009; Kosaka vd., 2010). miRNA’lar genellikle
mRNA'nin  dondstirilmeyen 3’ bodlgesine (3 UTR) baglanarak
translasyonun baskilarlar ya da mRNA'yl yikarlar (Bagga vd., 2005).
Bdylece miRNA’lar translasyon proteinlerine ya mRNA’lar inhibe ederek ya
da mRNA molekdllerinin yikimina sebep olarak etki ederler. miRNA’lar
translasyonun endojen inhibitorleri olarak gérev yapmasiyla immun
sistemdeki gen ekspresyonunun énemli duzenleyicileridirler (Harris vd.,
2008). miRNA’larin serum ve plazmada bir biyomarker olarak bulunusu
kandan taninin yapilabilmesi icin yeni bir kaynak olusturmustur (Mattie
vd., 2006).

Cesitli calismalar miRNA’larin ¢ogalma, hiicre dongisl, apoptoz,
farklilasma, metabolizma, néronal gelisme ve yaslanma gibi fakh biyolojik
islemlerde goérev aldigini savunmaktadir (Lee ve Ambros, 2001; Bagga
vd., 2005; Harfe, 2005; Boehm ve Slack, 2006; Calin, Garzon, Cimmino,
Fabbri ve Croce, 2006; Arisawa vd., 2007; Carleton, Cleary ve Linsley,
2007; Hu vd., 2010). Son zamanlarda, kanser hcrelerinde miRNA’larin
onemli role sahip oldugu bildirilmistir (Elbashir vd., 2001). Kanserlerde yer
alan miRNA genlerini ydneten genomik ve gen ekspresyonlari calismasinda
genetik olarak kanserli fareler kullanilmistir. Normal ve kanserli
dokulardaki miRNA ekspresyon calismasi miRNA ekspresyon kaliplarini
aciklamaktadir. Tumor hicrelerinin az miktarda farklilasmasi ya da yuksek
oranda c¢ogalmasi tiimoérgenez sirasinda miRNA seviyelerinin azaldigini
gostermektedir, bu da bazi ¢odalma ya da hayatta kalma avantajlar
saglamaktadir (Mattie vd., 2006). miRNA ekspresyonunun dizenli
kontroll, hicresel mekanizmanin korunmasi icin énemlidir. Hem plazma
hem de serumda ribonikleazlar bulunmasina ragmen, hiicre dist miRNA’lar
saglikh insanlarin ve hastalarin kaninda dolasir. Dolasan miRNA'larin gogu
apoptotik yapilar, mikroveziklller ya da eksozomlar gibi sabit yapi olan
lipid ya da lipoprotein komplekslerinin iginde bulunur (Elbashir vd., 2001).

Codu calismaya goére; miRNA’larin ya bir onkogen ya da bir timor
baskilayici olarak kullanilabilecek olmasi nedeniyle ©6nemli oldugu
distnulmektedir (Elbashir vd., 2001; Mattie vd., 2006; Harris vd., 2008;
Feng, 2010). Yapilan gen ekspresyonu galismalarinda hem mRNA hem de
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miRNA ekspresyonlarina bakildiginda, normal ve kanserli 6rneklerdeki
MmRNA ekspresyonunda herhangi bir degisim gorilmezken, miRNA
ekspresyonunda artma ve artis gorilmektedir. Bu nedenden dolayi,
miRNA’larin ekspresyon miktarlari, taninin dogrulanmasi ve
siniflandiriimasinda mRNA’lardan daha fazla kullanilmaktadir (Lee vd.,
2008).

2.3.3. PIWI-Interacting RNA’lar (piRNA) ve Olusumu

Kanser basta olmak lzere cogu hastaligin olusumunda ve gelisiminde
kodlamayan RNA’lar'in énemi her gecen gin artmakta ve arastirmalar
epigenetik dldzenleyici olarak énemini vurgulamaktadir (Zhou vd., 2010;
Esteller, 2011). Son dbénemde vyapilan c¢alismalarda kodlamayan
RNA’lardan piRNA ve PIWI proteinlerinin timoérogenezde de etkili oldugu
ileri suridlmektedir (Cheng vd., 2011). Kisa kodlamayan RNA sinifindan, de
novo metilasyonunun dizenlenmesinden sorumlu piRNA’larin da etkili
oldugu dusinulmektedir (Aravin ve Bourc'his, 2008; Aravin vd., 2008;
Watanabe vd., 2011). Genel olarak piRNA’lar; PIWI proteinleriyle iliskili,
miRNA ve siRNA’dan uzun, tekrarlayan dizilerden ya da transpozon
kaynakl ve testise 6zellesmis oldugu disinllen kisa kodlamayan RNA
dizileridir (Siddigi ve Matushansky, 2012). piRNA’lar, esey hlcrelerinde
invaziv transpozon elemanlardan genomu koruyan endojen kodlamayan
kigik RNA'lardir (Aravin vd., 2006). piRNA’lar 0&zellikle esey kok
hicrelerinde olmak lGzere DNA metilasyonu Uzerinden epigenetik olarak
transpozonlarin  susturulmasiyla genom bltinliginid saglamaktadir.
piRNA’lar erkek esey k&ék hicrelerinde, DNA metil transferaz olan
DNMT3’Un ekspresyonunu etkileyerek, DNA metilasyonu Uzerinden
transpozon susturulmasi sirasinda belirlenmistir (Cheng vd., 2011).

26-31 nt uzunlugunda ve testiste ekspresyonlarinin yliksek oldugu
bilinmektedir. piRNA’lar memelilerde ilk kez 2006'da memeli sistemindeki
PIWI proteinleri ile iliskili kliglk RNA'nin klonlanmasiyla belirlenmistir
(Aravin vd., 2006; Girard, Sachidanandam, Hannon ve Carmell, 2006;
Grivna, Beyret, Wang ve Lin, 2006). piRNA’lar PIWI proteinleri igin diziye
Ozellesmis rehber olarak gérev yapmakta olup esey kdk hicrelerindeki
PIWI proteini-piRNA yolagi DNA metilasyonu (zerinde transpozonlarin
susturulmasi igin 6nemli oldugu distnlilmektedir (Aravin, Sachidanandam,
Girard, Fejes-Toth ve Hannon, 2007; Aravin ve Bourc'his, 2008; Aravin
vd., 2008; Kuramochi-Miyagawa vd., 2008).

Argonat proteinlerinin bir Uyesi olan PIWI proteinleriyle olan
iliskilerinden dolayi piRNA’lar olarak adlandiriimaktadirlar. piRNA ve PIWi
proteinleri evrimsel olarak iyi korunan vyapilardir (Cheng vd., 2011).
Argonat proteinleri (AGO), yaklasik 100 kDa buyukliginde olan ve yiksek
oranda kisa kodlamayan RNA’larin baglanma bolgesi iceren ve RNA
susturma mekanizmasinda anahtar roli oldugu dislnilen proteinlerdir
(Bohmert vd., 1998). 2 alt sinifa aynlirlar. Bu siniflardan biri Arabidopsis
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AGO 1'e benzemekte olup Ago alt ailesi olarak adlandirilir. Digeri ise
Drosophilada’daki PIWI proteiniyle iliskili olup PIWI alt ailesi olarak
adlandinhr (Pandya vd., 2014). AGO proteinleri tarler arasinda
korunmustur ve ¢codgu organizmada eksprese olmaktadir (Tolia ve Joshua-
Tor, 2007). PIWI proteinleri esey hiicreleri ile kisithdir. Insanda kodlanan
Piwi proteinleri HIWI (PIWIL 1 olarak da adlandirilir), HILI (PIWIL 2 olarak
da adlandirihr) HIWI 3(PIWIL 3 olarak da bilinmektedir) ve HIWI 2 (PIWIL
4 olarak da bilinmektedir)'dir (Peters ve Meister, 2007). Farkh
hayvanlardaki PIWI proteinleri ve homologlarn (ve alakali olduklari piRNA
uzunlugu) ve olasi mekanizmalari Tablo 2. 1’de belirtiimektedir (Pandya
vd., 2014). Codu hayvan calismalari da PIWI proteinlerin 6zellikle esey
kok hicrelerinde eksprese oldugunu gostermektedir (Houwing vd., 2007).
PIWI proteinlerin daha cok esey kdk hucrelerinde bulunmasi piRNA’larin
kok hiicre gelisiminde gorev alabilecegi dislincesini desteklemektedir.

Tablo 2.1 piRNA'larin 1iliskili Oldugu Ortaya Konan Proteinler (Pandya vd., 2014
literatlrinden dedistirilerek alinmistir)

Argonat . .
Protein piRNA Kaynagi leNI-t Et!(' Tiir
L Uzunlugu Mekanizmasi
Allesi
L s Heterokromatin
. MILI Transpozon ve Dizenlenmesi
(INSANDA ansp 24-28 nt Homo Sapiens
piRNA Cluster (DNA
PIWIL 2) ;
Metilasyonu)
- Miwi
(INSANDA piRNA Cluster 29-31 nt Bilinmiyor Homo Sapiens
PIWIL 1)
-MiWi 2 Transpozon ve Hgéig?wlfgﬂ?ngin
(INSANDA ansp 27-29 nt Homo Sapiens
piRNA Cluster (DNA
PIWIL 4) ,
Metilasyonu)
Transpozonlar,
Tekrarlar, piRNA : Drosophila
AUB Cluster ve SU (ste) 23-27 nt RNA Yikimi Melanogaster
Lokusu
Transpozonlar,
AGO 3 Tekrarlar 24-27 nt RNA Yikimi Drosophila
(testiste Melanogaster
bilinmemekte)
Transpozonlar, . .
PIWI Tekrarlar, piRNA 24-29 nt Heterokromatin Drosophila
Cluster Dizenlenmesi Melanogaster

piRNA genleri genellikle 2, 4, 5 ve 27. kromozomlarda yer almaktadir
(Kim, 2006). Genomdaki yerine gbére 3 temel gruba ayrilirlar. Bunlar;
tekrarlamayan, tek tekrarli ve tekrarlanan iliskili (repeated-associated)
piRNA olarak adlandirlir. Tekrarlamayan grup da kendi arasinda genom
bulunduklari yerlere gére 3 gruba ayrilir. Bunlar; total DNA miktarinin
bluyuk bir kismini olusturan, fakat fonksiyonu tam olarak bilinmeyen ve
transkripsiyonu yapilmayan DNA bdlgelerinden olusan intergenik piRNA,
DNA dizisinde anlamsiz dizilere sahip bdlgede bulunan intronik piRNA ve
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DNA’da anlamli bolgelerden olusan ekzonik piRNA’dir. Codgu piRNA dizileri
(ovaryumda %?34; testiste %21) dizi haritasinda transpozon olarak
adlandiriilmaktadir. Tekrarlamayan piRNA dizilerin %80‘inden fazlasi ise
intergenik bolgelerden olusmaktadir (Houwing vd., 2007). Cogu piRNA 1
kb'dan kucik 100 kb’den buyilk olan kicuik genom lokuslarindaki kiime
(cluster) adi verilen bdlgelerden olusmaktadir. Hem tekrarlayan hem de
tekrarlamayan piRNA dizileri ayni kimeden (cluster) kdéken almaktadir
(Kim, 2006). Bu molekdlllerin temeli genomda yer alan piRNA kimesi
(piRNA cluster) adi verilen boélgelerden olusmaktadir. piRNA kimesi
(piRNA cluster), genomdaki intergenik tekrarlayan elementlerden
meydana gelmektedir (Brennecke vd., 2007). piRNA clusterlari 100.000
bazdan fazla olan ve cesitli transpozon o&zellikteki DNA dizilerinden
olusmaktadir (Saito ve Siomi, 2010). Bu RNA’larin  ¢ogu
retrotranspozonlarin (rasiRNA; repeated-associated small interfering RNA)
da bulundugu intergenik tekrarlayan bdlgelere uyumludur (Aravin vd.,
2003; Batista vd., 2008; Klattenhoff ve Theurkauf, 2008).

Baslangicta Drosophila‘da bulunan STELLATE proteinini kodlayan gen
tekrarlari Drosophila esey hlcrelerinde susturulmasi sirasinda piRNA’lar
belirlenmistir. Ancak o siralarda bulunan gen bdlgesinin piRNA oldugu
bilinmemektedir (Aravin, 2001). Tekrarlayan iligkili kugik engelleyici
RNA'lar (repeated associated small interfering RNA; rasiRNA) Drosophila
Melanogaster testisinden ve erken embriyonik déneminde belirlenmistir
(Aravin vd., 2003). Daha sonra 2006 yilinda yapilan bir arastirmada fare
testisinden izole edilmistir (Aravin vd., 2006; Girard vd., 2006; Grivna vd.,
2006; Watanabe vd., 2006). piRNA’larin spermatogenezdeki Mayoz I'de
bulunan pakiten evresinden 6nce eksprese edildigi ilk olarak Drosophila ile
yapilan galismalarda ileri strdlmustir (Aravin vd., 2006).

miRNA ve siRNA’lardan farkl olarak Dicer bagimsiz bir mekanizmayla
olusan piRNA'lar (Vagin vd., 2006; Houwing vd., 2007; Kim, Han ve Siomi
2009; Nagao vd., 2010), bir argonat protein tipi olan, Drosophila ile
memeli tlrlerinin kadin ve erkek bireylerinin godalmasinda goérev alan
PIWI proteinleriyle birlikte galismaktadir (Lin ve Spradling, 1997; Aravin
vd., 2006; Girard vd., 2006; Grivna vd., 2006; Kim, 2006; Watanabe vd.,
2006). piRNA'nin siRNA’dan farki; piRNA kimesinde (piRNA cluster) yer
alan kalip zincirin birebir aynisi olmamasi ve kendi Ustline katlanmasidir
(Siomi, 2011). miRNA’dan farkli olarak ise; preklrsér gibi ikincil yapilar
olusturmamalarndir (Tablo 2. 2) (Bartel, 2009; Siomi, 2011). Farelerde,
Drosophila’da ve Zebrafish'te yapilan genetik calismalarda, piRNA’larin
germinal gelisimde ve testiste diger kisa kodlamayan RNA’lardan daha
fazla eksprese oldugu belirtiimistir (Cook, Koppetsch, Wu ve Theurkauf,
2004; Carmell vd., 2007; Chen, Pane ve Schupbach, 2007).
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Tablo 2.2 Kisa Kodlamayan RNA'lar Arasindaki Farkhliklar (Pandya vd., 2014
literatUriinden degistirilerek alinmistir)

OZELLIKLER siRNA miRNA piRNA
Uzunluk 18-24 18-24 23-31
Biyogenez Dicer Bagiml Dicer Bagiml Dicer Bagimsiz
AGO ile alakasi AGO 2 AGO 1 PIWI Proteinleri
Kaynak Uzun Cift Zincirli Genomik DNA / Genomik
RNA miRNA Bdlgesi DNA/piRNA Boélgeleri

Lokalizasyonu Tim S_gmatik_ ve Tim S'c_Jmatik_ ve Tdim S'Qmatik_ ve

Esey Hicrelerinde Esey Hiicrelerinde Esey Hicrelerinde

piRNA’lar daha cok esey hicrelerine 6zel olarak dusinullse de, yakin
zamanlardaki calismalar piRNA’larin gonad olmayan hlicrelerde de 6énemli
rolleri oldugunu goéstermektedir (Wu vd., 2010; Cheng vd., 2011;
Hirotsugu Ishizu vd., 2012; Cui vd., 2011). Uzun sureli hafiza
fonksiyonlarinda, DNA metilasyonunda, epigenetik dlzenlemelerde,
transpozon ve transpozon olmayan elementlerin susturulmasiyla esey
hicrelerini  olusturan primer hicrelerin stabilitesinin  6énemli rol
oynamaktadirlar (Pandya vd., 2014). Buna benzer olarak, Piwi
proteinlerinin kromatin ile iliskili olmasi ve direkt olarak transkripsiyonu
dizenleyen yapisal kromozom proteini olan heterokromatin protein 1la
(HP-1a) etkilesimde olmasi da genomun epigenetik kontrolinde gdrev
alabilecegini desteklemektedir (Brower-Toland vd., 2007). Ayrica piRNA
Uretiminde rol alan proteinlerin somatik htcrelerde gen ekspresyonunun
kontrolinde (Pal-Bhadra, Bhadra ve Birchler, 2002; Pal-Bhadra vd., 2004;
Grimaud vd., 2006) ve 06drenme-hafiza mekanizmasinda yer almasi
(Ashraf, McLoon, Sclarsic ve Kunes, 2006) piRNA’larin biyolojik islemlerin
genis bir boliminde rol oynayabilecegi sonucunu distndirmektedir
(Klattenhoff ve Theurkauf, 2008). Kanser hicrelerinde de bu islemi timor
baskilayici genleri de igeren transpozonal genomik bdélgelerin susturuldugu
savunulmaktadir (Siddigi ve Matushansky, 2012; Siddigi, Terry ve
Matushansky, 2012). Insan PIWI protein homologu HIWI, cesitli kanser
tiplerinde belirgin sekilde eksprese olup ekspresyonu zayif klinik
prognozuyla badlantili oldugu belirlenmistir (Siddigi ve Matushansky,
2012).

Yapillan bir calismada transpozonlarin susturulacagi zaman
sitoplazmada olan piRNA ve onlarla iliskili PIWI proteini gekirdege tasindigi
belirtilmistir (Ishizu, Nagao ve Siomi 2011). Primer yolak ve arkasindan da
Ping-Pong ddngulsu olarak 2 basamaktan olusan biyogenez mekanizmasina
sahiptir (Sekil 2. 10) (Pandya vd., 2014). Primer yolakta endonlkleaz
aktivitesi gosteren ilk olarak Drosophila’da kodlanmis TUDOR proteininde
tanimlanan korunmus bir yapisal proteinin 50 amino asitlik bir bdlgesini
iceren Vreteno (Vret), bir eslesmis-saperon olan Shutdown (Shu)
(Zamparini, 2011 ; Ipsaro vd., 2012; D. e. a. Olivieri, 2012; Preall, 2012;
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Xiol vd., 2012) ve bir mitokondriyal protein olan Zucchini (Zuc) (Horwich
vd., 2007; Nishimasu vd., 2012) gereklidir (Sekil 2. 10). Genel olarak,
piRNA  kimesinden  (piRNA clusterdan) Uretilen olgunlasmamis
transkriptler (primer piRNA 6ncill), piRNA benzer molekdller icinde isleme
girerler. piRNA benzer molekuller daha sonra PIWI proteinlerine
baglanirlar. piRNA'nin PIWI proteinine yonelmesi ve baglanmasi piRNA'nin
5’ ucu tarafindan oldugu disinidlmektedir. piRNA'nin 3’ ucu Henl/Pimet
(PIWI proteinleriyle iligkili bir kompleks, Henl Arabidopsis'te miRNA’larin
2. karbonundaki oksijenin metilasyonundan da sorumlu olan bir enzimdir,
hayvanlarda ise Henl'in miRNA’larin metilledigi dldsuntlmektedir)
kompleksi tarafindan 2. Karbonundaki oksijen atomu (2'-O) metillenir.
piRNA'nin 3’ ucunda da fazladan birkac baz bulundugu ve bu bazlarin PIWI
proteinleriyle birlikte piRNA'nin dlizenlenmesini sagladigi distnidlmektedir
(Saito vd., 2006; Saito, 2007). Ping-pong ddéngusline primer piRNA’larin
girme nedeni, esey hicrelerindeki piRNA seviyesini arttirip yuksek
tutmaktir. Burada HILI (Drosophila’da Aub; farede Mili) primer piRNAyi
kendi endonukleaz aktivitesi sayesinde keser. Bdylece sekonder piRNA'nin
5’ ucu olusur (Gunawardane, 2007; Nishida vd., 2007; Haase vd., 2010).
Kesilen piRNA’lar daha sonra Diger HIWI Uyerlerine (Ago III; HIWI 2 gibi)
transfer edilerek cift tarafli susturma ile 3’ wucu olusturuldugu
disinulmektedir. Olusturulan piRNA en son bagl oldugu proteinle beraber
cekirdege gider ve ilgili transpozona badlanarak onun DNA (zerinde
hareket etmesini engeller (Olivieri, Sykora, Sachidanandam, Mechtler ve
Brennecke, 2010; Saito vd., 2010; Saito ve Siomi, 2010; Ishizu, Nagao ve
Siomi 2011). piRNA’lar transpozonlara baglanip onlarin hareket etmesini
ve dolayisiyla da yeni dizi olusumu ve Uurun olusumu engeller. Bu
engellemeyi kontrol noktasi kinazi 2 (checkpoint kinase 2; Chk 2) DNA
hasar noktasini aktif hale getirerek yapmaktadir. Aktif hale gelen Chk 2
genellikle kisirhga neden olan gonadal gelisim sirasindaki mikrotibdl
organizasyonundaki ve hilcrenin boyuna gelisimindeki hasarlarla
sonuglanmaktadir (Khurana ve Theurkauf, 2010; Suzuki, Honda ve Kirino
2012) (Sekil 2.10).
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| piRNA Kiimecikleri |

l., POL-II PiRNA prekiirsor | Epigenetik Diizenlenme

Cekirdek Piwi-piRNA kompleksinin

piRNA prekiirsoriniin cekirdekten iceri alinmasi
cekirdek disina cikisi

Sitoplazma

5-Ug
Olusumu

5U

piRNA Ara Uriinleri

3'-Ucun Diizenlenmesi

piRNA Baglanmasi

Sekil 2.10 piRNA Biyogenezi (R. J. Ross, Weiner ve Lin, 2014 literatiriinden
degistirilerek alinmistir)

Esey hormonlart piRNA ve PIWI proteinlerinin ekspresyonlarinin
artmasina neden olup; piRNA ve PIWI kompleksi transpozonlarin
baskilanmasina sebep olarak genetik bilginin korunmasini, spermatogenez
ve maturasyonun diizenlenmesini saglamaktadir (Kang, Moon, Lee, Han,
2014). piRNA’lar ve onlarin kofaktéri olan PIWI proteinlerinin
fonksiyonlarinin kaybedilmesi sonucu olusan mutasyonlar transpozonlarin
ekspresyonlarinin artmasina ve kendi kopyalarini olusmasina ya da
rastgele olarak genomda vyeniden dlzenlenmesine izin vermektedir
(Kalmykova,Klenov ve Gvozdev 2005). piRNA- PIWI proteini yolaklarinin
bilesenleri normal gelisimde epigenetik olarak transpozonlari susturduklari
bilinmektedir. Timor olusumu gibi patogenez mekanizmalarinda c¢ogu
belirlenemeyen piRNA’larin rol aldigi distnidlmektedir (Mei, Clark ve Mao,
2013). Kanser gelisiminde ise asirn susturma yaptigi distnlilmektedir.
Bunun ispatlanmasi  epigenetik dlzenleyici ajanlarin  timoérlere
uygulanmasiyla vyapilmasi bu konunun aciklanmasinda daha vyararl
olabilecegi dislincesini yaratmaktadir (Siddigi ve Matushansky, 2012).
piRNA’lar PIWI proteinleri igin diziye 6zellesmis rehber olarak gdrev
yapmakta olup esey kok hicrelerindeki PIWI proteini-piRNA yolagi DNA
metilasyonu Uzerinde transpozonlarin susturulmasi icin énemli oldugu
disunulmektedir (Aravin vd., 2007; Aravin ve Bourc'his, 2008; Aravin vd.,
2008; Kuramochi-Miyagawa vd., 2008).

29



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hiicrelerin yetistirilmesi

Prostat kanseri hicre dizileri LNCaP ve PC-3 (Sekil 3. 1; A ve B) ile
meme kanseri hicre dizileri MCF-7 ve MDA-MB-231 (Sekil 3. 2; A ve B)
(ATCC, Washington D.C., USA) laboratuvarimizda belirlenen rutin kultar
kosullarinda, 37°C’'de %5 CO,'li inkiibatérde, 25 ve 75 cm?lik flasklar
(Greiner, Cellstar, Almanya) icerisinde, %10 Fetal Bovin Serum (FBS;
Gibco, UK) ve %1 Penisilin/streptomisin iceren Fenol red’li Dulbecco’s
Modified Eagle's Medium (DMEM; Gibco, UK) besiyeri kullanilarak
codaltilip, yapilacak deneyler icin yeterli sayiya ulastirildi.

~ z ? (7 — , (" p»
- - ) - FNY =t o

Sekil 3.1 Calismamizda Kullanilan Prostat Kanser Huicre Dizileri. A; LNCaP, B; PC-3
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Sekil 3.2 Calismamizda Kullanilan Meme Kanser Hicre Dizileri. A; MCF-7, B; MDA-MB-
231

3.1.1. Kullanilan Besiyerilerinin Segcimi

Hicre kiltirid deneylerinde 6strojen ve androjen hormon
uygulamalarinda iki tip besiyeri kullanildi. Bunlardan ilki % 10 fetal bovin
serum (FBS) ve Fenol red iceren besiyeri olup kanser hicrelerinin belirli
bir yodgunluga gelmesi isleminde kullanildi. Bu besiyeri hormon
uygulamalarindan 24 saat dnce ortamdan uzaklastirilarak hicrelerin tipine
uygun %S5 fetal calf serum (FCS) iceren ya da FBS ve Fenol red icermeyen
besiyerleridir. FBS ve Fenol red hiicrelerde ¢ogalmayi saglamaktadir. FBS
icerisinde az miktarda hormon, enzim, hicrenin blylimesi ve ¢ogalmasini
saglayan buyime faktorleri, ylzeylere tutunabilmesini saglayan
hicrelerarasi matris proteinleri  bulunmaktadir. Hicre c¢esidi ve
uygulamalara gore besiyerindeki serum orani degisebilir. MCF-7 6strojen
duyarli meme kanser hicreleri ile yapilan ve dstrojen hormonunun cesitli
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parametrelerinin incelendigi calismalarda, besiyerindeki FBS igerigindeki
Ostrojen, disardan uygulanan dstrojen ile birlesip ilgili hlicrelerde anormal
blylumeyi sagladigini gozlenmistir. Buna ek olarak hormon calismalarinda
verileri g6z o6nuinde bulundurularak FBS ve Fenol red maddesinin
ostrojenin biyolojik 6zelliklerini taklit edebilecedi 6ne slrldlmuistir (Ernst,
Schmid ve Froesch, 1989). Furuya Y. ve arkadaslan tarafindan MCF-7
hlicrelerine dstrojen hormonu serum ve Fenol red icermeyen besiyeri ile
uygulanmis olup hicre cogalmasini ginde 2 kat arttigi belirlenmistir
(Furuya, Kohno, Fujiwara ve Saitoh, 1989). Calismamizda 6nemli olan
kriter, hicrelere 6strojen hormonu uygulandiginda kontrol grubuna gore
en fazla hicresel cogalmay! saglayacak konsatrasyonun belirlenmesidir.
Bu calismada % 5 FCS ile serum icermeyen Fenol red’siz DMEM’'in MCF-7
hicreleri tGzerinde olan ¢ogalma ve canlilik etkilerini ayri ayri gozlemledik.
MCF-7 hicrelerinde en ylksek ¢cogalma ve canllik 24. saatte Fenol red ve
serum icermeyen DMEM besiyerinde goézlemlendi. Calismada kullanilan
diger hicre dizileri icin optimizasyonu saglamak amaciyla %5 FCS igeren
Fenol red’siz besiyeri kullanildi. Optimizasyon igin besiyerleri segilirken
daha 6nce bu hicrelerde yapilan hormon calismalari referans olarak alindi
ve besiyerleri diger arastirma sonuglari dikkate alinarak secildi (BolAin ve
Huff, 1976; Katzenellenbogen vd., 1984; Gierthy vd., 1987; Ernst vd.,
1989; Furuya vd., 1989; Jordan ve Murphy, 1990; M. Gleave vd., 1991;
Henttu, Liao ve Vihko, 1992; Wiese, Kral, Dennis, Butler ve Brooks, 1992;
Lee vd., 1995; Wang ve Phang, 1995; Falany ve Falany, 1996; Gleave
vd., 1996; Momma vd., 1997; Santen vd., 1997; Sato vd., 1997 ; Kiess
ve Gallaher, 1998; Burow vd., 1999; Gao vd., 1999; Lara ve Meyers,
1999; Sciarra vd., 1999; Kinoshita vd., 2000; Henshall vd., 2001;
Huggins ve Hodges, 2002; Burdall vd., 2003; Hayashi, 2004; Cal ve
Simsir, 2005; Hayashi ve Yamaguchi, 2005; Heneweer vd., 2005; Hayashi
vd., 2009; Ni vd., 2011).

3.2. Standart Egrinin Hesaplanmasi

Hlcreler yeterli sayilya ulastiktan sonra tripsin (Gibco, UK) ile
kaldirildi. Hlcreler neubauer laminda (Marienfeld, Almanya) sayilarak her
bir kuyucukta 48x10%, 24x10°, 12x10° 6x 10°3x10° 1,5x103, 750 ve 0
hiicre 96 kuyucuklu platelere (Orange Scientific, Brainel’Alleud, Belgium)
her biri 7 tekrarl olacak sekilde dagitildi. Besiyerleri konduktan sonra 8
saat 37°C COli inkibatdrde tutuldu. 8 saat sonra XTT (Biological
Industries, Israil) testi uygulanip 450 nm’de absorbans &lciildi. Bu
sonuglar kullanilarak standart egriler cizilip absorbansa gére hiicre sayisini
belirleyen denklemler olusturuldu (Sekil 3. 3).
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Sekil 3.3 Standart EGri Hesaplanmasi Deney Dizeni

3.3. Cogalmanin (Proliferasyonun) En Yiiksek Goruldiigu
Androjen ve Ostrojen Miktarlarinin Belirlenmesi

Hucreler yeterli saylya ulastiktan sonra tripsin ile kaldirildi. Neubauer
laminda sayilarak her bir kuyucukta 7x10° hiicre olacak sekilde dagitildi.
Esit sayida hiicre kuyucuklara konulduktan sonra 24 saat 37°C CO,'li
inkibatdrde tutuldu. Bir sonraki asamada ise, uygun dozun belirlenmesi
icin konu hakkinda daha &nce vyapilan calismalar da g6z oOnlnde
bulundurularak belirli konsantrasyon araliklariyla hicrelere kanser
tirlerine godre 0&strojen (E2257, Sigma, St. Louis, USA) ve androjen
(A0887, Sigma, St. Louis, USA) hormonlar uygulandi. 24., 48. ve 72.
saatlerde XTT yontemiyle 6lcim yapilarak hilicrelerde etkin ve letal doz
belirlenip hiicresel ¢ogalmanin en ylksek oldugu doz ve saate karar
verildi. Bundan sonraki asamalarda belirlenen uygun konsantrasyonlar ve
saat olarak deneyler tasarlandi.

3.4. Canlilik Belirlemeleri

Hlcrelerde canhlik orani belirlenmesinde tripan blue yontemi
kullanildi. Hucreler tripsinlenerek flask tabanindan ayrildiktan sonra tripan
blue boyasina (Gibco, UK) maruz birakildi. 15 dk sonra boyanan cansiz ve
boyanmayan canl hcrelerin miktari thoma laminda sayilarak belirlendi.
Hormon uygulamasinin hiicre canliigina olan etkisi belirlendi (Sekil 3. 4).

re sa

e

Formiul: Canh hicre sayisi/(canli hic

O

1s1 + Ol4 hicre sayisi)x100

-

- > —
C R (5 X -

Sekil 3.4 Tripan Blue ile Canlilik Belirlenmesi Deney Diizeni
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3.5. Cogalma (Proliferasyon) ve Tutunma (Adezyon)
Belirlemeleri

Hicrelerde cogalma miktarini belirlemek icin XTT kiti kullanildi. Bu
deneyde, metabolik olarak aktif hicrelerin mitokondri enzimlerinin hicre
6liminden kisa bir sire sonra inaktive olma etkinligi tzerine kuruludur.
Tetrazolium tuzuna dayali bir kolorimetrik ydntem olan XTT ydntemi
hicrelerin canlihdinin olgtlmesi ve dederlendirilmesini kolaylastiran bir
yontemdir. Hucrelere hormon uygulandiktan sonra ©6n calismalar ile
belirlenen saatlerde XTT dlcimu yapildi. XTT 6lgimua icin 100 pl aktivasyon
solisyonu iceren 5 ml reaksiyon sollsyonu, icerisinde 100’er pl taze
besiyeri bulunan kuyucuklarin her birine 50 pl eklendi. 2 saat inklbe
edildikten sonra 6lciime alindi. Her grup icin deneyler en az 3 kez tekrar
edilip her bir tekrar igin icerisinde 7x10° hiicre bulunan 7’ser kuyucuk
kullanildi. Kit protokoliine uygun sekilde Enzim Bagli Immunosorbent
Analizi (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; ELISA) cihazinda
(Labsystems Diagnostics, Finlandiya) 450 nm dalga boyunda vyapilan
Olcim sonrasinda alinan absorbans cinsinden ham veriler standart
edgrilerden c¢ikan formilde yerine konarak hiicresel cogalmayi
(proliferasyonu) belirlemede kullanildi. Hormonlarin hicrelerin
tutunmasina (adezyonuna) olan etkilerini incelemek igin; 6n calismada
elde edilen verilere gore MCF-7 &strojen bagimli meme kanser hicreleri
icin 24. saat 10 nM o&strojen; MDA-MB-231 6strojen badimsiz meme
kanser hicreleri icin 24. saat 10 nM 0strojen; LNCaP androjen bagimh
prostat kanser hicreleri icin 24. saat 1 nM androjen, PC-3 androjen
bagimsiz prostat kanser hiicreleri icin 10 nM androjen konsantrasyonu ve
saati uygulandi. Bunun icin 6nce flask tabanindan tripsin ile kaldirilan
hiicreler sayilarak 96 kuyucuklu platelere, kuyucuk basina 7x10° hiicre
olacak sekilde ekildi. Her hicre tipi icin, biri adezyon uygulanacak digeri
kontrol olacak sekilde 7’ser kuyucuga aktarildi. 24 saat tutunmalari
saglanip daha sonra adezyon icin ayirilan kuyucuklardaki hicrelere
madde uygulanmasi isleminden sonra besiyeri ile yikandi. XTT ydntemi
uygulandi. Adezyon igin ayrilmis kuyucuklardaki hucreler besiyeri ile
yikandiktan sonra 450 nm’de ELISA cihazinda &élcimu yapildi. Sonuclar
formulde yerine konarak adezyon belirlendi (Sekil 3. 5).

Formiil: 1-[(yikanmamis kuyucuk absorbansi-yikanmis
kuyucuk)/yikanmamis kuyucuk)]
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Sekil 3.5 Cogalma (Proliferasyon) ve Tutunma (Adezyon) Deney Diizenegi

3.6. Total RNA Izolasyonu

Androjen bagimh ve bagimsiz prostat kanseri hiicreleri (LNCaP ve PC-
3) ile 6strojen bagimli ve bagimsiz meme kanseri hicreleri (MCF-7 ve
MDA-MB-231) 75 cm?lik flasklarda 37°C’de %5 CO>’li inkiibatdrde inkiibe
edilerek cogaltildi. Oncelikle kiltiire edilen hiicreler tripsin ile flask
tabandan toplandi ve sayilarak her bir kuyucukta 5 x10° hicre olacak
sekilde, 6 kuyucuklu platelere ekildi. 24 saat inklibasyondan sonra
belirlenen uygun dozlarin uygulanmasi islemi gerceklestirildi. Daha 6nce
belirlenen uygulama saati kadar inkibe edildikten sonra htcreler 500 pl
tripsin ile plate tabanindan kaldirildi. Tim asamalar total RNA izolasyon kit
(Ambion Paris Kit, AM1921, Carlsbad, USA) ydéntemine goére
gerceklestirildi. Tripsin ile kaldirilan hicreler 4 ml fetal bovin serumsuz
besiyeri ile 2500 rpm’de 5 dakika santrifij edildi. Stpernatant atilip
pelletin Gzerine es hacimde buz Uzerinde eritilen ve hicrelerin zar yapisini
bozan cell distruption buffer (yaklasik 300 pl) eklendi ve pipetlendi.
Izolasyonun bu asamasindan sonraki tim basamaklar oda sicaklifinda
yapilmistir. Cell distruption buffer Uzerine yaklasik 320 pl kit iginde
bulunan lizis tamponu eklenip hafifge alt Ust edildi. Karisimin UGzerine
yaklasik 320 pl %100 ACS grade etanol (Merck, USA) eklenip tekrar tip
alt Ust edildi. Her 6rnek igin toplama tlpine bir filtre yerlestirilip filtre igine
hazirlanan karisimdan en fazla 700 ul olacak sekilde eklendi. 1 dakika
11000 rpm’de santrifujlendi. Filtrat 700 pl” den fazla ise bu islem birden
fazla kez yapildi. Filtreden gecen sivi atilip filtre ayni toplama tidplne
yerlestirilip icine kitte bulunan yikama sollisyonu 1'den 700 pul eklendi. 30
saniye santrifUjlenip filtreden gecen sivi atilip filtre ayni toplama tidplne
yerlestirildi. Uzerine yine kitin icinde bulunan yikama soliisyonu 2/3 500 pl
eklenip santrifijlendi. Filtreden gecen sivi atilip filtre ayni toplama tlplne
yerlestirildi. Filtre icine tekrar 500 pl yikama sollisyonu 2/3 eklendi.
Santrifijden sonra filtre bos olarak tekrar santrifiijlendi. Filtre yeni bir
toplama tupline konup filtre icine 100 ul daha 6nce 95°C’ de isitilan
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elisyon sollisyonu (kit icinde bulunmaktadir) eklenip 30 saniye
santrifljlendi. Filtre atilip, izole edilen RNA nanodropta (Multiskan GO,
Thermo Scientific, USA) o&lculip RNA miktarlarn belirlendikten sonra -
80°C'de saklandi.

3.7. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile
Ekspresyonlarin Belirlenmesi

Hormonlara maruz kalan hicrelerden izole edilen RNA'lar kit
protokolliine (Bioneer AccuPOWER RT/PCR Mix, K-2055, Alameda, USA)
uygun olarak reverse transkripsiyon islemi ile cDNA’ya cevrildi. Nanodropta
(Thermo Scientific, Multiskan™ Go, USA) RNA miktarlari belirlendi. Ornekler
ornek basina 200 ng RNA icerecek sekilde hesaplanarak lzerilerine piR-651
ve piR-823 primerleri (Alpha DNA, Montreal, Quebec) kondu. Toplamda 19
Ml olacak sekilde nikleaz icermeyen su ile dille edilerek 70°C’de 10 dakika
inkUbe edildi. Her hicre tipine uygun Gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz
(GAPDH) (Alpha DNA, Montreal, Quebec)ve hig primer konulmayan kontrol
grubu (no template control, NTC) hazirlandi. Kullanilan primerler Tablo
3.1'de verilmistir (Cheng, 2011; Cui, 2011; Cheng, 2012).

Tablo 3.1 Real Time PCR'da Kullanilan Primerler (Cheng, 2011; Cui, 2011; Cheng, 2012)

Primerin Adi Forward Primer Reverse Primer

piR-651 5'-AGAGAGGGGCCCGTGCCTTG-'3 3’-CCAGTCTCAGGGTCCGAGGTATTC-'5
piR-823 5'-AGCGTTGGTGGTATAGTGGT-'3 3’-CCAGTCTCAGGGTCCGAGGTATTC-'5
GAPDH 5'-CGAGGGGGGAGCCAAAAGGG-'3 | 3'-GAAACTGCGACCCCGACCGT-'5

Inkiibasyondan sonra, ornekler icinde 1 pul revers transkripsiyon
master mix (RT buffer, dNTP, RTrandom primer, nikleaz free su ve Revers
Transkriptaz) bulunan tiplere ilave edildi. Toplam 20 pl hacimde olan
orneklerden RT-PCR cihazinda (Strategene MxPro3000) 42°C 60 daika,
94°C 5 dakika isleme tutularak komplemeter DNA (cDNA) eldesi
gerceklestirildi.

Elde edilen cDNA’lar Real Time PCR asamasinda kullanilana kadar -
20°C’de saklandi. Uygulama sirasinda cDNA’lar optik kapakli PCR tlUplerine
3 tekrarli olacak sekilde paylastirildi. Her tipe 5 pl cDNA, 5 ul PCR Grade
su ve 10 yl SYBR Green master mix (Agilent Technologies, 3X Brillant III
SYBR Green Master Mix, USA) konularak RT-PCR (Stratagene MxPro3000)
asamasl! gercgeklestirildi. RT-PCR asamasinda ilk 6nce 95°C’'de 10 dakika
tutuldu, daha sonraki asamada 95°C’de 30 saniye, 55°C'de 1 dakika ve en
son olarak 72°C'de 1 dakika, 40 dongl uygulandi. En son asamada ise
erime sicakliklarinin (melting temprature, Tm) belirlenmesi icin 95°C’de 30
saniye, 55°C’de 30 saniye ve tekrar 95°C’de 30 saniye asamalari uygulanip
deney sonlandirildi.

Elde edilen her bir 6érnek RNA’sI icin internal (endojen) kontrol ve
housekeeping gen olan Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) gen
ekspresyonu belirlendi. piR-651, piR-823 ve GAPDH gen ekspresyonlarina
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bakilarak elde edilen CT dederi, AACT dederi olarak hesaplandi. Hedef gen
ekspresyonu, house keeping gen GAPDH’e gbre normalize edildikten sonra
Real-Time PCR cihazinda (RT-PCR; Strategene MXpro3000, UK) elde
edilen Ct dederleri kullanilarak AACT formuline goére hesaplandi. Kontrol
icin GAPDH ve hi¢ primer konulmayan kontrol grubu (no template control,
NTC) kullanildi. 3 tekrarh hazirlanan &rnekler RealTime-PCR’da
(Stratagene MX3000p) cogaltildi.

3.8. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
Analizi

5x10° dstrojen bagiml ve bagimsiz meme kanseri hiicrelerine (MCF-7
ve MDA-MB-231) ve androjen bagimli meme kanseri hlicrelerine (PC-3 ve
LNCaP) uygun dozlar verildikten sonra tripsinlerek stspanse hale getirildi.
Daha sonra 2500 rpm’de 20 dakika santrifij edildi. TUpldn Gstlindeki
supernatant alindi. Ayrica, ELISA Kkitinin (YHB1142Hu, YH Biosearch
Laboratory, Cin) icinde bulunan standartlar 4000, 2000, 1000, 500 ve 250
ng/L olacak sekilde seyreltilerek standart egri hazirlandi. Kit protokoliine
uygun olarak, 96 kuyucuklu platelere her &6rnekten 40 pl ve her
standarttan 50 pl olacak sekilde eklendi. Uzerilerine sirasiyla 10 pl
androjen ve 06strojen antikoru, 50 pl streptavidin-horse radish peroksidaz
(HRP) eklenerek kuyucuklarin Gstlu kapatildi. 37°C’'de 60 dakika inkUbe
edildi. Inkiibasyon sirasinda kit icinde 30X olarak bulunan yikama
soliisyonlari distile su ile seyreltilerek 1X’e cekildi. Inkiibasyon siresi
tamamlandiktan sonra kuyucuklardaki sivilar atilarak, 30 saniye araliklarla
5 kere olmak Uzere yikama solUsyonuyla yikandi. Yikama isleminden sonra
sirasiyla 50 pyl kromojen ajani A ve B eklenerek 10 dakika 37°C karanlhkta
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra kuyucuklara 50 pl
durdurma sollisyonu eklenerek 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda
(Thermo Scientific, MultiSkan Go, USA) 6lcim yapildi (Sekil 3. 6).

Sekil 3.6 ELISA Deney Dilizenegi
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3.9. Istatistiksel Degerlendirmeler

Sirekli degiskenlerin  normal dagihima uygunlugu Kolmogorov-
Smirnov testi kullanilarak yapildi. Normal dagihm gosteren degiskenlerin
gruplar arasindaki karsilastirmalari tek yonli varyans analizi (OneWay
ANOVA) ile degerlendirildi. Coklu karsilastirmalar ise Tukey HSD testi ile
gerceklestirildi. Normal dagilima uygunluk gdstermeyen degiskenlerin
gruplar arasi karsilastirmalari Kruskal-Wallis testi ile yapildi. Coklu
karsilastirmalar Dunn test kullanilarak degerlendirildi. Normal dagihm
gosteren piRNA degerleri iki grup arasinda Student t testi ile karsilastirildi.
Tablo ve grafiklerde ortalama =+ standart sapma kullanildi. p<0.05
onemlilik dazeyi * ile, p<0.01 6nemlilik dlzeyi ** ile ve p<0.001 dnemlilik
dizeyi *** ile gosterildi. Tum analizler IBM SPSS Statistics 21.0 paket
programi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR
4.1. Standart Egri

Arastirmanin ilk asamasi olarak hiicrelerde standart egri olusturuldu.
Bunun icin gerekli dlcimler 3 kez tekrarlandi, her dl¢cim icin 8 kuyucuk
kullanildi (n=3x8) ve elde edilen sonuglara gore standart egri cizildi.
LNCaP, PC-3; MCF-7 ve MDA-MB-231 hicreleri icin standart egriler Sekil
4.1- 4.4'te gosterildi. Her bir kuyucukta 48x10°, 24x10°%, 12x103, 6x
103,3x10%, 1,5x103, 750 ve 0 hiicre konulduktan sonra kolorometrik dlgim
yontemine dayali XTT yontemiyle her grubun absorbansi 6lclldu. Elde
edilen absorbans degerleri her hlicrenin kendi standart egri grafiginden
olusturulan formulde yerine konarak cogalma (proliferasyon) ve tutunma
(adezyon) deneylerinde érneklerin absorbansina karsilik gelen hicre sayisi
hesaplandi. Hesaplamalarda;

e LNCaP hicreleri igin;

Hiicre sayisi= (Olglilen Absorbans-0.2464)/2x10° (Sekil 4.1)
e PC-3 hcreleri igin;

Hiicre sayisi= (Olgiilen Absorbans-0.2651)/107 (Sekil 4.2)

e MCF-7 hicreleri igin;

Hiicre sayisi= (Olglilen Absorbans-0.2349)/7x107° (Sekil 4.3)
e MDA-MB-231 hicreleri igin;

Hiicre sayisi= (Olglilen Absorbans-0.2279)/4x107° (Sekil 4.4)

formulleri kullanilarak hicre sayilari belirlendi.

LNCaP

0,400 y=2E-06x+0,2464
7’
RI=0.7124

0,350
- &

0,300
0,250 w—‘/
¢
0,200
0,150
0,100
0,050
0,000

ABSORBANS

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000
HUCRE SAYISI

Sekil 4.1 LNCaP Hucrelerinin Standart Egri Grafigi
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ABSORBANS
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PC-3

y = 1E-05x + 0,2651

—4 — R*=0,9994
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Sekil 4.2 PC-3 Hucrelerinin Standart Egri Grafigi
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MCEF-7

10000 20000 30000 40000 50000 60000
HUCRE SAYISI

Sekil 4.3 MCF-7 Hucrelerinin Standart Egri Grafigi
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MDA-MB-231

0,450 v=4E-06x+0,2279
0,400 —9——R*=0,9882

0,350
0,300 =
0,250 ?70/‘/

0,200

0,150
0,100

0,050
0,000

ABSORBANS

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000
HUCRE SAYISI

Sekil 4.4 MDA-MB-231 Hiicrelerinin Standart Egri Grafigi

4.2. En Yiiksek Cogalmayi (Proliferasyonu) Saglayan
Androjen ve Ostrojen Konsantrasyonlarinin
Belirlenmesi

Hlcrelere wuygulanacak hormon konsantrasyonlarini belirlemede
Onceki yapilmis arastirmalar baz alinarak konsantrasyonlar belirlendi.
Bunun icin; LNCaP hcrelerine 200 nM, 100 nM, 50 nM, 25 nM, 10 nM, 1
nM, 0.1 nM (Horoszewicz, 1983; Lee vd., 1995; Henttu vd., 1992; Zhao,
Peehl, Navone ve Feldman, 2000; Wolf, Herzinger, Hermeking, Blaschke
ve Horz, 1993), PC-3 hicrelerine 10, 1 ve 0.1 nM (Momma vd., 1997;
Trauger, 2009; Tai, 2011), MCF-7 hicrelerine 10, 1 ve 0.1 nM (Karey,
1988; Burow vd., 1999; Yamaguchi, 2014; Wang ve Phang, 1995;
Harrington, 2006) ve MDA-MB-231 hlcrelerine 10, 1 ve 0.1 nM
(Harrington, 2006; Thompson, 1989; Le Bail, 1998) konsantrasyonlarinda
hormon uygulandi.

4.2.1. LNCaP hiicrelerinin uygun konsantrasyon ve saatin
belirlenmesi

LNCaP androjen bagiml prostat kanseri hiicrelerine 200 nM, 100 nM,
50 nM, 25 nM, 10 nM, 1 nM, 0.1 nM androjen uygulandi. Androjen
hormonunu besiyerinde ¢ozindlirmek igin etanol kullanildi. Bu nedenle
ayrica bir de etanol grubu olusturuldu. Gruplar arasinda istatistiksel olarak
normal dagilim gorilmedi. Hormon uygulamasindan 24 saat sonra yapilan
O6lcimde 10 nM androjen grubunda (847229+19949)(p<0.05) ve 1 nM
androjen grubunda (915657+25069) kontrol grubuna gbre
(156729+22278) istatistiksel olarak artis gézlendi (p<0.01). Hormon
uygulamasindan 48 saat sonra vyapilan 0&lgimde 200 nM androjen
(9657+1675) (p<0.001), 100 nM androjen (30586+3197) (p<0.001), 50
nM androjen (135157+44121) (p<0.01) ve 25 nM androjen uygulanan
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(485943+45418) (p<0.05) gruplarda kontrol grubuna gore
(1011014+76545) istatistiksel olarak azalma gb6zlendi. Hormon
uygulamasindan 72 saat sonra yapilan &6lcimde kontrol grubuna goére
(996800+38999) 200 nM androjen (8086+2504) (p<0.001), 100 nM
androjen (514157+5596) (p<0.001), 50 nM androjen (20943+7771)
(p<0.001) ve 25 nM androjen uygulanan (138086+36242) gruplarda
(p<0.05) istatistiksel olarak azalma go6zlendi.

Androjen bagimli prostat kanser hicre dizisi LNCaP icin androjenin
hicre cogalmasini en c¢ok arttirdigi konsantrasyonun 24. saatteki 1 nM
oldugu belirlendi. Hormon gruplarinin 48 ve 72. saatlerindeki ¢cogalmasi
kontrol ve etanol gruplarinin hiicre sayilar géz 6ninde bulunduruldugunda
disik bulundu. Elde ettigimiz veriler géz 6ninde bulunduruldugunda 48
ve 72. saatlerdeki verilerin 24. saatteki verilere gore saglkli sonuglar
gostermedigine karar verildi. Bu nedenle bu hicrelerde 24. saat, 1 nM’lik
androjen uygulamasi yapilan grupta codalma, canlihk ve tutunma
(adezyon) deneyleri yapilarak piR-651 ve piR-823 ekspresyonlari ile hicre
ici hormon miktarlari belirlendi. 24, 48 ve 72. saatlerdeki 6lgimler Sekil 4.
5'te gOsterilmigtir.
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A LNCaP, 24.Saat
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KONTR 200nM [ 100nM | 50nM | 25nM | 10nM 1nM | 0,21nM
oL ETANOL | ANDRO | ANDRO | ANDRO | ANDRO | ANDRO | ANDRO | ANDRO
JEN JEN JEN JEN JEN JEN JEN

|E24.SAAT 156729 | 166157 | 61086 | 132157 | 326800 | 532014 | 847229 | 915657 | 134729

B
LNCaP, 48.Saat
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oL ETANOL | ANDRO | ANDRO | ANDRO | ANDRO | ANDRO | ANDRO | ANDRO
JEN JEN JEN JEN JEN JEN JEN
|E48.SAAT 1011014| 876729 | 9657 30586 | 135157 | 485943 | 818943 | 833514 | 839514
C LNCaP, 72.Saat
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1000000 I
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3
w 600000
S
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KONTR 200nM [ 100nM | 50nM | 25nM | 10nM 1nM | 0,21nM
oL ETANOL | ANDRO | ANDRO | ANDRO | ANDRO | ANDRO | ANDRO | ANDRO
JEN JEN JEN JEN JEN JEN JEN
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Sekil 4.5 Androjen Bagimli Prostat Kanseri Hicre Dizisi olan LNCaP'in 24. (A), 48. (B) ve
72. (C) Saatlerindeki Hicre Sayilari *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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4.2.2. PC-3 hiicrelerinin uygun konsantrasyon ve saatin
belirlenmesi

PC-3 hlcrelerine 10 nM, 1 nM, 0.1 nM androjen uygulandi. 24. saat
verilerinde tim gruplar normal dagim gosterdi. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark belirlendi. Kontrol grubuna (41961+907) gére 1
nM androjen (25990+5334) grubunda istatistiksel olarak azalma gdézlendi
(p<0.05).

Androjen bagimsiz prostat kanser hicre dizisi PC-3 icin androjenin
hicre cogalmasini en c¢ok arttiran konsantrasyonu 24. saatteki 10 nM
oldugu belirlendi. Hicre karakteri acisindan androjen hormonundan
etkilenmedigi icin hormon uygulanan hticrelerde 24, 48 ve 72. saatlerinde
belirlenen hiicre cogalmasi kontrol grubuna gore distk oldugu gozlendi.
Buna ek olarak hormon uygulamasindan 72 saat sonra yapilan 6lcimde
etanol grubundaki ¢ogalan hiicre sayisi 24. saatteki dederlere gore yiksek
bulundu. Daha 06nce vyapilan calismalarda da belirtildigi gibi kanser
hlicrelerinde etanol belirli bir siireden sonra siklik AMP (cAMP) seviyesini
arttirarak kanser hicrelerinin gogalmasini arttirmaktadir (Simanowski vd.,
1986; Przylipiak, Rabe, Hafner, Przylipiak ve Runnebaum, 1996; Ginsberg,
1999; Fan vd., 2000; Singletary, Frey ve Yan, 2001). Elde ettigimiz veriler
g6z oninde bulunduruldugunda 48 ve 72. saatlerdeki verilerin 24. saatteki
verilere gore saglikh sonuglar géstermedigine karar verildi. Bu nedenle bu
hicrelerde 24. saat, 10 nM’lik androjen uygulamasi yapilan grupta
cogalma (proliferasyon), canlilik ve tutunma (adezyon) deneyleri yapilarak
piR-651 ve piR-823 ekspresyonlari ile hlcre ici hormon miktarlar
belirlendi. 24, 48 ve 72. saatlerdeki dlgimler Sekil 4. 6'da gdsterilmistir.
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Sekil 4.6 Androjen Bagimsiz Prostat Kanser Hiicre Dizisi olan PC-3'lin 24. (A), 48. (B) ve

72. (C) Saatlerindeki Hiicre Sayilar *p<0.05
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4.2.3. MCF-7 hiicrelerinin uygun konsantrasyon ve saatin
belirlenmesi

MCF-7 hicrelerine 10 nM, 1 nM, 0.1 nM d&strojen uygulandi.
Ostrojenin besiyerinde ¢dzdiirmek icin etanol kullanildigi igin dstrojenden
ayri olarak bir etanol grubu hazirlandi. Tim gruplar normal dagilim
gosterdi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak fark belirlenmedi (p>0.05).
MCF-7 hucrelerinde 24, 48 ve 72. saatlerde o&lcllen hicre sayilar Tablo
4.1'de verilmigstir.

Ostrojen bagimli meme kanser hiicre dizisi MCF-7 icin &strojenin
hicre cogalmasini en c¢ok arttiran konsantrasyonu 24. saatteki 10 nM
oldugu belirlendi. Canhlik ve hlicre ¢ogalmasindan elde edilen veriler de
g6z 6nlinde bulunduruldugunda 48 ve 72. saatlerdeki verilerin 24. saatteki
verilere gore saglikli sonucglar géstermedigine karar verildi. Bu nedenle bu
hicrelerde 24. saat, 10 nM’lik 6strojen uygulamasi yapilan grupta codalma
(proliferasyon), canlihik ve tutunma (adezyon) deneyleri yapilarak piR-651
ve piR-823 ekspresyonlari ile hicre ici hormon miktarlar belirlendi. 24, 48
ve 72. saatlerdeki dlgimler Sekil 4. 7’de gdsterilmigstir.

Tablo 4.1 MCF-7 Hiicrelerinde 24, 48 ve 72.Saatlerinde Olctilen Hiicre Sayilari (p>0.05)

24.SAAT 48.SAAT 72.SAAT
KONTROL 83514+3709 95137+£5337 108096+19627
ETANOL 82252+5391 80994+3634 1090966901
10 nM OSTROJEN 97704+2881 86892+5600 131300+4551
1 nM OSTROJEN 8877614534 91953+5063 146340+6284
0.1 nM OSTROJEN 91061+4889 96137+5179 112381+4988
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MCF-7, 24.saat
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Sekil 4.7 Ostrojen Bagimli Meme Kanseri Hiicre Dizisi olan MCF-7'nin 24.

72. (C) Saatlerindeki Hiicre Sayilar
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4.2.4. MDA-MB-231 hiicrelerinin uygun konsantrasyon ve
saatin belirlenmesi

MDA-MB-231 hicrelerine 10 nM, 1 nM, 0.1 nM 0&strojen uygulandi.
Gruplar arasinda normal dagilim gorilmemekle beraber gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark belirlenmedi (p>0.05). MDA-MB-231 Hicrelerinde
24, 48 ve 72. saatlerinde 6lcllen hiicre sayilar Tablo 4.2'de verilmistir.

Ostrojen bagimsiz meme kanser hiicre dizisi MDA-MB-231 icin kontrol
grubuna gore hlicre ¢ogalmasinda en c¢ok artis hormon uygulamasindan
24.saat sonra 1 nM konsantrasyonunda oldugu belirlendi. 24.saatteki 1 nM
Ostrojen grubunun hicre sayisindaki artis miktari kontrol grubunun hcre
sayisinin %50’sinden fazladir. Bu nedenden dolay! 48 ve 72. saatlerindeki
hicre sayilarinin 24. saatteki hicre sayisina gore saglkli sonuglar
gostermedigine karar verildi. Bu hicrelerde 24.saat, 1 nM’lik Ostrojen
uygulamasi yapilan grupta cogalma (proliferasyon), canlihlk ve tutunma
(adezyon) deneyleri yapilarak piR-651 ve piR-823 ekspresyonlari ile hicre
ici hormon miktarlar belirlendi. 24., 48. ve 72.saatlerdeki 6lgimler Sekil
4. 8'de gosterilmistir.

Tablo 4.2 MDA-MB-231 Hiicrelerinde 24, 48 ve 72.Saatlerde Olgiilen Hicre Sayilari
(p>0.05)

24.SAAT 48.SAAT 72.SAAT
KONTROL 20816+2833 13953+586 23061+504
ETANOL 27525+2813 16703+£1728 29918+1343
10 nM OSTROJEN 28596+3019 20775+3435 283114527
1 nM OSTROJEN 32489+4126 16025+830 25025+1669
0.1 nM OSTROJEN 25560+1515 17739+2073 27525+2313
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Sekil 4.8 Ostrojen Bagimsiz Meme Kanser Hiicre Dizisi olan MDA-MB-231'in 24. (A), 48.

(B) ve 72. (C) Saatlerindeki Hiicre Sayilari
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4.3. Cogalma (Proliferasyon) Belirlemeleri

4.3.1. LNCaP  hiicrelerinde c¢ogalmanin (proliferasyonun)
belirlenmesi

LNCaP hicrelerinde belirlenen hlicre sayisina gore gruplar arasinda
normal dagihm goérilmedi. Kontrol grubuna (156729+22278) gore 1 nM
androjen grubunun cogalmasinda (915657+25069) 6nemli dlzeyde artis
gosterdi (Sekil 4. 9) (p<0.001).

LNCaP
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1000000 ok
Z 800000
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w 600000
[+ 4
S
2 400000

200000
ol e
KONTROL ETANOL 1 nM ANDROJEN
|24 SAAT 156729 166157 915657

Sekil 4.9 LNCaP Hicrelerinin Codgalma (Proliferasyon) Grafigi ***p<0.001

4.3.2. PC-3 hiicrelerinde cogalmanin (proliferasyonun)
belirlenmesi

PC-3 hiicrelerinde gruplar arasinda normal dagihm belirlendi. Kontrol
grubunda 41961+907, etanol grubunda 34061+3411 ve 10 nM androjen
grubunda 40561+2097 miktarinda hicre belirlendi. Ancak gruplar
arasinda istatistiksel fark gézlenmedi (Sekil 4. 10) (p>0.05).
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| M 24.saat 41961 34061 40561

Sekil 4.10 PC-3 Hucrelerinin Cogalma (Proliferasyon) Grafigi

4.3.3. MCF-7 hiicrelerinde c¢ogalmanin (proliferasyonun)
belirlenmesi

MCF-7 hicrelerinde gruplar arasinda normal dagilim belirlendi.
Istatistiksel olarak etanol grubuna (82252+5391) gdére 10 nM dstrojen
grubunun c¢ogalmasinda (97704+2881) istatistiksel olarak artis gozlendi
(Sekil 4. 11) (p<0.05).

MCF-7
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KONTROL ETANOL 10 nM OSTROJEN
| M 24.saat 83514 82252 97705

Sekil 4.11 MCF-7 Hucrelerinin Cogalma (Proliferasyon) Grafigi *p<0.05

4.3.4. MDA-MB-231 hiicrelerinde cogalmanin
(proliferasyonun) belirlenmesi

MDA-MB-231 hicrelerinde gruplar arasinda normal dadilim
gorulmedi. Kontrol grubunda 20817+2833, etanol grubunda 27525+7443
ve 1 nM d&strojen grubunda 32489+10917 miktarinda hicre belirlendi.
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Ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gdézlenmedi
(Sekil 4. 12) (p>0.05).

MDA-MB-231
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KONTROL ETANOL 1 nM OSTROJEN
|E245aat 20817 27525 32489

Sekil 4.12 MDA-MB-231 Hicrelerinin Cogalma (Proliferasyon) Grafigi
4.4. Canhhik Belirlemeleri
4.4.1. LNCaP hiicrelerinde canlhligin belirlenmesi

LNCaP hicrelerine uygulanan androjenin hicresel canliha olan
etkisinin belirlenmesinde tim gruplar normal dagihm gdstermekle beraber
gruplar arasinda fark belirlendi (p<0.001). Kontrol grubuna (80.87+3.51)
gbre etanol grubunun % canli hlcre sayisinda (68+3.26) istatistiksel
olarak azalma goézlendi (p<0.05). Ayrica etanol grubuna (68+3.26) gbre 1
nM androjen grubunun % canli hiicre sayisinda (86.75+£2.42) istatistiksel
olarak artis gézlendi (Sekil 4. 13) (p<0.001).
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Sekil 4.13 LNCaP Hucrelerinin Canhlik Grafigi *p<0.05, ***p<0.001
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4.4.2. PC-3 hiicrelerinde canliligin belirlenmesi

PC-3 hicrelerine uygulanan androjenin canliliga olan etkisinde gruplar
arasinda normal dagilim goérilmedi. Kontrol grubunda 86.13+5.45, etanol
grubunda 73.88+6.89 ve 10 nM androjen grubunda 78.75%+7.37
miktarinda % canh hicre sayisi belirlendi. Ancak gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark belirlenmedi (Sekil 4. 14) (p>0.05).
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Sekil 4.14 PC-3 Hiicrelerinin Canhlik Grafigi
4.4.3. MCF-7 hiicrelerinde canliligin belirlenmesi

MCF-7 hicrelerine uygulanan 0&strojenin hiicresel canliiga olan
etkisinde tim gruplar normal dagilim goésterdi. Etanol grubuna
(71.87£2.92) gére 10 nM 6strojen grubunun (86.75+3.37) % canh hlcre
sayisinda istatistiksel olarak artis gézlendi (Sekil 4. 15) (p<0.05).
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Sekil 4.15 MCF-7 Hcrelerinin Canhlik Grafigi *p<0.05
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4.4.4. MDA-MB-231 hiicrelerinde canliigin belirlenmesi

MDA-MB-231 hicrelerine uygulanan 6strojenin hiicresel canlihda olan
etkisinde gruplar arasinda normal dagilm belirlenmedi. Kontrol grubunda
72.92+4.9, etanol grubunda 76.88+4.81 ve 1 nM d&strojen grubunda
86.04+5.24 miktarinda % canli hiicre sayisi belirlendi. Ancak Istatistiksel
olarak gruplar arasinda fark gézlenmedi (Sekil 4. 16) (p>0.05).

MDA-MB-231
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Sekil 4.16 MDA-MB-231 Hicrelerinin Canlilk Grafigi

Canlilik acgisindan tim hicreler dedelendirildiginde LNCaP ve MCF-7
hicrelerindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu.

4.5. Tutunma (Adezyon) Belirlemeleri

4.5.1. LNCaP hiicrelerinde tutunmanin (adezyonun)
belirlenmesi

LNCaP hicrelerinde gruplar arasinda normal dadilm goérilmedi.
Istatistiksel olarak kontrol grubuna (0.925+0.93) gére 1nM androjen
grubunun tutunmasinda (0.787+0.116) azalma gézlendi (Sekil 4. 17)
(p<0.05).
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Sekil 4.17 LNCaP Hucrelerinin Tutunma (Adezyon) Grafigi *p<0.05

4.5.2. PC-3 hiicrelerinde tutunmanin (adezyonun) belirlenmesi

PC-3 hilcrelerinde gruplar arasinda normal

dagihm belirlendi.

Kontrol grubuna (0.738+0.02) goére etanol grubunun (0.863+£0.022) ve
10 nM androjen grubunun tutunmasinda (0.841+0.022) istatistiksel

olarak artis belirlendi (Sekil 4. 18) (p<0.01).
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Sekil 4.18 PC-3 Hicrelerinin Tutunma (Adezyon) Grafigi **p<0.01
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4.5.3. MCF-7 hiicrelerinde tutunmanin (adezyonun)
belirlenmesi

MCF-7 hicrelerinde gruplar arasinda normal dagdilim gortlmedi.
Kontrol grubunda 0.689+0.063, etanol grubunda 0.664+0.046 ve 10 nM
Ostrojen grubunda 1.175+0.21 miktarinda tutunma (adezyon) &lguldu.
Ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak fark belirlenmedi (Sekil 4.19)
(p>0.05).
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Sekil 4.19 MCF-7 Hucrelerinin Tutunma (Adezyon) Grafigi

4.5.4. MDA-MB-231 hiicrelerinde tutunmanin (adezyonun)
belirlenmesi

MDA-MB-231 hiicrelerinde tim gruplar normal dagihm goésterdi. Kontrol
grubunda 0.738+0.021, etanol grubunda 0.702+0.011 ve 1 nM o6strojen
grubunda 0.694+0.01 miktarinda tutunma (adezyon) &lglldi. Istatistiksel
olarak gruplar arasinda fark belirlenmedi (Sekil 4. 20) (p>0.05).
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Sekil 4.20 MDA-MB-231 Hdcrelerinin Tutunma (Adezyon) Grafigi

Hormon uygulamasindan sonra sadece prostat kanseri
hicrelerindeki sonuglar istatistiksel olarak anlamhdir. Bu sonuca goére
androjen uygulanan LNCaP hicrelerinde tutunmanin (adezyonun) azaldigi,
PC-3 hicrelerinde ise arttigi belirlendi.

4.6. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile
Ekspresyonlarin Belirlenmesi

4.6.1. LNCaP hiicrelerinde PiR-651 ve PIiR-823
ekspresyonunun belirlenmesi

LNCaP hucrelerine uygulanan 1 nM konsantrasyonundaki androjenin
24. saatinde belirlenen piR-651 ve piR-823 ekspresyonlarinda tim
gruplar arasinda normal dadilm belirlendi. Istatistiksel olarak gruplar
arasinda fark belirlendi. 1 nM androjen grubunun piR-651 ekspresyonunda
(0.015+0.00008) kontrol grubuna (0.003+0.00008) goére istatistiksel
olarak artis gdézlendi (p<0.001). 1 nM androjen grubunun piR-823
ekspresyonunda (0.018+0.00008) kontrol grubuna (0.005+0.00008) goére
istatistiksel olarak artis gbzlendi (Sekil 4. 21) (p<0.001).
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Sekil 4.21 LNCaP Hticrelerinde Belirlenen piR-651 (A) ve piR-823 (B) Ekspresyonlari
***xp<0.001

4.6.2. PC-3 hiicrelerinde piR-651 ve piR-823 ekspresyonunun
belirlenmesi

PC-3 hucrelerine uygulanan 10 nM konsantrasyonundaki androjenin
24. saatinde belirlenen piR-651 ve piR-823 ekspresyonlarinda tim
gruplar normal dagilim gdsterdi. Istatistiksel olarak gruplar arasinda fark
belirlendi. 10 nM androjen grubunun piR-651 ekspresyonunda
(1.77£0.00008) kontrol grubuna (0.24+0.00001) goére istatistiksel olarak
artis goézlendi (p<0.001). 10 nM androjen grubunun piR-823
ekspresyonunda (1.24+0.00008) kontrol grubuna (0.56+0.00008) gdre
istatistiksel olarak artis gézlendi (Sekil 4. 22) (p<0.001).
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Sekil 4.22 PC-3 Hicrelerinde Belirlenen piR-651 (A) ve piR-823 (B) Ekspresyonlari
***xp<0.001

4.6.3. MCF-7 hiicrelerinde pPiR-651 ve pPiR-823
ekspresyonunun belirlenmesi

MCF-7 hicrelerine uygulanan 10 nM konsantrasyonundaki dstrojenin
24. saatinde belirlenen piR-651 ve piR-823 ekspresyonlarinda tim
gruplar normal dagilim gdsterdi. Istatistiksel olarak gruplar arasinda fark
belirlendi. 10 nM 6&strojen grubunun piR-651 ekspresyonunda
(0.7£0.00008) kontrol grubuna (0.5+0.00008) gore istatistiksel olarak
artis goézlendi (p<0.001). 10 nM oOstrojen grubunun piR-823
ekspresyonunda (0.27+0.00008) kontrol grubuna (0.54+0.00008) gére
istatistiksel olarak ©6nemli derecede dlsls go6zlendi (Sekil 4. 23)
(p<0.001).
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Sekil 4.23 MCF-7 Hlcrelerinde Belirlenen piR-651 (A) ve piR-823 (B) Ekspresyonlari
***xp<0.001

4.6.4. MDA-MB-231  hiicrelerinde piR-651 ve piR-823
ekspresyonunun belirlenmesi

MDA-MB-231 hlcrelerine uygulanan 1 nM konsantrasyonundaki
Ostrojenin 24. saatinde belirlenen piR-651 ve piR-823 ekspresyonlarinda
tim gruplar normal dagilim gésterdi. Istatistiksel olarak gruplar arasinda
fark belirlendi. 1 nM o&6strojen grubunun piR-651 ekspresyonunda
(12.47+0.00008) kontrol grubuna (0.61+0.00008) goére istatistiksel olarak
artis goézlendi (p<0.001). 1 nM o6strojen grubunun piR-823
ekspresyonunda (9.51+0.00008) kontrol grubuna (2.04+0.00008) goére
istatistiksel olarak artis gézlendi (Sekil 4. 24) (p<0.001).
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Sekil 4.24 MDA-MB-231 Hlcrelerinde Belirlenen piR-651 (A) ve piR-823 (B)

Ekspresyonlar ***p<0.001

4.7. ELISA

4.7.1. Prostat kanser hiicre dizilerinde androjen miktarinin

belirlenmesi

Androjen bagimh prostat kanser hiicre dizisi olan LNCaP ve androjen
badimsiz prostat kanser hiicre dizisi olan PC-3 hiicrelerine androjen
uygulamasindan sonra hicre icindeki androjen miktari ELISA ydntemi
kullanilarak belirlendi. Her iki hiicre dizisinin tim gruplari normal dagilim
gbsterdi. Hucre ici androjen miktarlarinda LNCaP ve PC-3 hicrelerinde
gruplar arasinda istatistiksel olarak fark belirlenmedi (Sekil 4. 25, A ve B)

(p>0.05).
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Sekil 4.25 LNCaP (A) ve PC-3 (B) Hicrelerinde Androjen Miktari

4.7.2. Meme kanser hiicre dizilerinde Ostrojen miktarinin
belirlenmesi

Ostrojen bagimh meme kanser hiicresi MCF-7 ve 8strojen badimsiz
meme kanser hlicresi MDA-MB-231 hilcrelerine 6strojen uygulamasindan
sonra hucre icgi dstrojen miktari ELISA ydntemi kullanilarak belirlendi. Her
iki hicre dizisinin de tim gruplari normal dagilm gdésterdi. MCF-7 ve
MDA-MB-231 hlcrelerindeki hicre ici dstrojen miktari bakimindan gruplar
arasinda fark belirlendi (p<0.001). Hlcre ici 6strojen miktarlari, MCF-7
hicrelerinde kontrol grubuna (857+£29.1 ng/L) gdére etanol grubu
(1194+£54.96 ng/L); kontrol (857%+29.1 ng/L) ve etanol grubuna
(1194+54.96 ng/L) goére 10 nM d&strojen grubunda (1377+32,26 ng/L)
istatistiksel olarak artti (p<0.001) (Sekil 4. 26, A). MDA-MB-231
hicrelerinde kontrol (1148+33.32 ng/L) ve etanol grubuna (1213+57.22
ng/L) gbére 1 nM &6strojen grubunda (1673+40.25 ng/L) istatistiksel olarak
hicre ici 6strojen miktarinda artis belirlendi (p<0.001) (Sekil 4. 26, B).
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Sekil 4.26 MCF-7 (A) ve MDA-MB-231 (B) Hiicrelerinde Ostrojen Miktar ***p<0.001

Kanser hlcrelerine hormon uygulanmasindan sonra hiicre igi
Ostrojen ve androjen miktarlarinin belirlenmesinde; hormon bagimh ve
badimsiz kanser hicrelerinde hiicre ici seviyelerde artis oldugu goézlendi.
Prostat kanser hlcrelerindeki hlcre igi hormon seviyelerinde artis
belirlenmesine ragmen bu sonug istatistiksel olarak anlamh bulunmadi.
Hlcrelerin hormon bagimh ya da badimsiz olmalar ile uygulanan
hormonlardan sonra hicre ici hormon miktarlarindaki farkhliklar arasinda
herhangi bir iliski bulunmadi.
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5. TARTISMA

Calismamizda kanser hicrelerinin bulundugu ortamdaki hormonlarin
piRNA’lar Uzerine olan etkileri belirlenmistir. Calismada kullanilan kanser
hicrelerine uygulanacak hormon konsantrasyonlarini belirlemek amaciyla
yapilan literatir taramasi sonucunda cesitli bilgilere ulasiimistir.
Horoszewicz J. S. ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada, LNCaP
hicrelerine 1nM, 10 nM, 100 nM ve 1 mM miktarinda androjen uygulanmis
ve androjenin etkin konsantrasyonunun 1 nM ile 10 nM arasinda oldugu
belirlenmistir (Horoszewicz, 1983). Yapilan baska bir calismada, Lee C. ve
arkadaslari 1nM konsantrasyonundaki androjenin uygulanmasi, LNCaP
hicrelerinin sayisinin artmasina ve hicresel bldyldmenin en ylksek
seviyeye cikmasina neden oldugunu go6zlemlemislerdir (Lee vd., 1995).
Henttu P. ve arkadaslar tarafindan androjenin prostat kanserinde goérilen
mRNA’lara olan etkisini arastirmak icin yapilan c¢alismada en uygun
androjen konsantrasyonu 40 nM olarak belirlenmistir (Henttu vd., 1992).
Androjenin uygun konsantrasyonunun bulunmasi igin Zhao X. ve
arkadaglan  tarafindan  kurgulanan deneyde kullanilan androjen
konsantrasyonlari 1, 10 ve 100 nM olarak karar verilmistir (Zhao, Peehl,
Navone ve Feldman, 2000). Wolf D. A. ve arkadaslan tarafindan yapilan
bir baska calismada ise, mMRNA ve protein ekspresyonunu belirlemek igin
120 saatlik tasarlanan bir deney icin uygun androjen konsantrasyonunu
3,3 nM olarak belirlenmistir (Wolf, Herzinger, Hermeking, Blaschke ve
Horz, 1993). Calismalardan elde edilen veriler g6z édninde bulundurularak
LNCaP androjen bagimli prostat kanser hiicre dizilerine 200, 100, 50, 25,
10, 1 ve 0,1 nM konsantrasyonlarindaki androjen hormonu uygulandi.
Uygulama sonrasinda elde edilen verilere gére 24. saatte uygulanan 1 nM
konsantrasyonundaki androjenin kontrol grubuna gbére hicrelerin
sayisinda en yuksek artisi gosterdigi bulundu.

PC-3 androjen badimsiz prostat kanser hicrelerine uygulanacak
androjen konsantrasyonlari daha d6nce yapilan calismalarda ortaya ¢ikan
sonuglar g6z o6nlnde bulundurularak belirlenmistir. Momma T. ve
arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada 107 ile 10 M
konsantrasyonlari araliginda androjen hormonu uygulanmistir. Yalniz PC-3
hicreleri androjen bagimsiz prostat kanser hiicreleri oldugu icin uygulanan
androjen konsantrasyonlarindan higbiri hicre c¢ogalmasi acgisindan
istatistiksel olarak anlamli gikmamistir (Momma vd., 1997). Yapilan baska
bir calismada ise, ortamda aktif androjen reseptdru ile etkilesip hucre
cogalmasini engelleyen bir maddenin c¢esitli prostat kanser hiicre
dizilerindeki etkileri arastinlmistir. Bu c¢alismada LNCaP ve PC-3
hicrelerine 1, 10 ve 50 nM konsantrasyonlarinda androjen uygulandiktan
sonra hicrelerin codalmasini engelleyen madde verilmistir. Hlcrelerin
cogalmasini engelleyen bu madde androjen reseptorini inhibe ederek
LNCaP hicrelerinin ¢godalmasini engellemistir. Ancak, androjen reseptori
olmayan PC-3 hicrelerinin gogalmasina herhangi bir etki yaratmamistir
(Trauger, 2009). Tai S. Ve arkadaslan tarafindan yapilan baska bir
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calismada ise PC-3 hlcrelerinin androjen reseptdérinlt ve prostat spesifik
antijeni Gretmediklerini ve hiicre cogalmalarinda androjen hormonunun
miktariyla iliskili olmadigini savunmaktadirlar (Tai, 2011). Daha 0Onceki
calismalardaki bulgular ve LNCaP hiicre dizisinde gézlemledigimiz sonuglar
bir arada dederlendirildiginde PC-3 hicrelerine 10 nM, 1 nM ve 0.1 nM
konsantrasyonundaki androjen hormonu uygulandi. Hilcre karakteri
acisindan androjen hormonundan etkilenmedidi icin hormon uygulanan
hicrelerde 24, 48 ve 72. saatlerinde belirlenen hiicre ¢cogalmasi kontrol
grubuna gore diusik oldugu gozlendi. Buna ek olarak hormon
uygulamasindan 72. saat sonra yapilan 0&lcimde etanol grubundaki
cogalan hicre sayisi 24. saatteki dederlere gore yiksek bulundu. Daha
once yapilan calismalarda da belirtildigi gibi kanser hicrelerinde etanol
belirli bir streden sonra siklik AMP (cAMP) seviyesini arttirarak kanser
hicrelerinin ¢cogalmasini arttirmaktadir (Simanowski vd., 1986; Przylipiak,
Rabe, Hafner, Przylipiak ve Runnebaum, 1996; Ginsberg, 1999; Fan vd.,
2000; Singletary, Frey ve Yan, 2001). Elde ettigimiz veriler goz 6nlinde
bulunduruldugunda 48. ve 72. saatlerdeki verilerin 24. saatteki verilere
gore saglkl sonuglar gostermedigine karar verildi. Bu nedenden dolayi 24.
saatte uygulanan 10 nM konsantrasyonundaki androjenin kontrol grubuna
gore hicrelerin sayisinda en ylksek artisi gosterdigi bulundu.

MCF-7 hducreleri ile vyapillan ve Ostrojen hormonunun cesitli
parametrelerine bakildigi calismalarda, arastirmacilar normal blyltme
besiyeri olan %10 FBS iceren Fenol red’li besiyerinin dstrojen aktivitesini
etkileyip anormal blyldmeyi sagladigini savunmaktadir. Bu belirsizligi
ortadan kaldirmak icin arastirmacilar farkli uygulamalar denemislerdir. Bir
grup arastirmaci FBS'nin sagladigi dstrojen miktarini en aza indirmek icin
dextran chorcal ile filtre edilmis FBS (DC-FBS) kullanmistir (Teixeira,
1995b; Le Bail, 1998; Tsai, 2001 ; Yamaguchi, 2014). Bazi arastirmacilar
hicre kiltird deneylerinde kullanilan baska bir serum tirt olan fetal calf
serum (FCS) kullanmiglardir. Wiese T. E. ve arkadaslarinin serum
iceriklerine gbre hangi besiyerinin daha etkili oldugunu arastirdiklari bir
calismada, FCS iceren besiyerlerinin disaridan verilen 6strojenin etkilerini
saptirmadigini desteklemektedir (Wiese vd., 1992). Hormon
calismalarinda uygulanan farkli yontemlerden biri, serum ve Fenol red’in
dstrojenik etkisini en aza indirmek igin hormon uygulanmasindan 24 saat
once %10 FBS iceren Fenol red’li besiyerini ortamdan uzaklastirip, serum
ve Fenol red icermeyen besiyeri ile degistirmektir. Furuya Y. ve
arkadaslan tarafindan yapilan bir calismada, MCF-7 hicrelerine dstrojeni
serum ve Fenol red icermeyen besiyeri ile uygulamiglardir. Bu
uygulamayla hiicre cogalmasini glinde 2 kat arttirmislardir. Sadece FBS ya
da DC-FBS iceren besiyeri ile hormon uygulandidinda hiicresel gogalmanin
inhibe oldugunu ve serum tiplerinin deneylerde kullaniimasinin zorunlu
olmadigini savunmuslardir (Furuya vd., 1989). Yapilan baska bir calismada
Ostrojenin hicreler tarafindan kullanilabilmesi icin serum olmayan DMEM
besiyerinde &strojen uygulamasi yapilmistir (Falany ve Falany, 1996).
Gierthy J. ve arkadaslar Ostrojenin plasminojen aktivatéri Gzerinde olan
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etkisini arastirmak icin MCF-7 hucrelerine dstrojen hormonunu serumsuz
besiyeri ile uygulanmistir (Gierthy vd., 1987). Calismamizda énemli olan
kriter, hicrelere hormonu uygulandiginda kontrol grubuna goére en fazla
cogalma gostermesidir. Calismamiz sirasinda % 5 FCS iceren, Fenol red’siz
DMEM ile serum ve Fenol red icermeyen DMEM’in MCF-7 hicrelerindeki
cogalma ve canhlik etkilerini gozlemledik. Sonuglar karsilastirildiginda
MCF-7 hicrelerinde en yiksek hiicresel cogalma ve canliigin 24. saatte
Fenol red’siz ve serum icermeyen DMEM’de gdzlemlendi. Calismamizda
daha o©nceden vyapilan calismalarin sonuglari da dederlendirilerek,
kullanilan tim kanser hicreleri deneyden énde %10 FBS iceren Fenol
red’li besiyerinde cogaltildi. Deneylerden 24 saat dnce MCF-7 hicrelerine
fenol red ve serum icermeyen besiyeri (verilen dstrojenin aktivitesini tam
belirleyebilmek icin), diger hicrelere ise deneylerde optimizasyon
saglanabilmesi icin %5 FCS iceren Fenol red’siz besiyeri uygulanmistir.

MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanser hicrelerinde &strojenin
hiicrelere olan etkisini arastiran calismalarda, gesitli konsantrasyonlarda
ostrojen hormonu hicrelere uygulanip hiicre cogalmasina olan etkileri
incelenmistir. Karey P. ve Sirbasku D. tarafindan yapilan bir galismada 10"
® ile 10> M konsantrasyonlari arasinda 6strojen hormonu MCF-7
hicrelerine uygulanmistir ve en fazla cogalmanin 1 ile 10 nM arasinda
oldugunu belirlemislerdir (Karey, 1988). Ostrojenin meme kanser
hicrelerine olan etkisinin arastirildigi baska calismalarda ise, 1 nM
konsantrasyonundaki ostrojenin hlcre cogalmasini arttirdigini
savunmuslardir (Burow vd., 1999; Yamaguchi, 2014). Yapilan bir baska
calismada, MCF-7 hicrelerine 0.01 nM ile 1 nM arasinda Ostrojen
konsantrasyonlarinin uygulanmasi daha anlaml bulunmustur (Wang ve
Phang, 1995). Harrington W. R. ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada, 10 ile 10> M konsantrasyonlarindaki &strojen MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanmis ve MCF-7 hicrelerinin codalmasi en
yiksek 107!° M konsantrasyonunda belirlemislerdir (Harrington, 2006).
MDA-MB-231 hicreleri icin ise uygulanan tim konsantrasyonlarda
hiicresel gogalmanin esit seviyelerde oldugunu ve dstrojenin bu hiicrelerde
etkisinin olmadigini goézlemlemislerdir. Bu ylizden 6strojen bagimsiz MDA-
MB-231 hiicrelerine 10® M konsantrasyonundaki 6strojenin ideal oldugunu
distnulmdadstir (Harrington, 2006). MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanser
hiicrelerinde yapilan baska bir galismasinda, 10° ile 10° M
konsantrasyonlari arasinda Ostrojen uygulanmistir. MDA-MB-231 dstrojen
bagimsiz hiicrelerinde dstrojen asiri bir fark gdstermemekle birlikte 1078-
10”7 M konsantrasyonlari arasinda hiicre sayisinda diger gruplara gére az
miktarda artis gozlenmistir. MCF-7 0Ostrojen badimli meme kanseri
hiicrelerinde ise en yiksek hiicre sayisi 10° M konsantrasyonunda
belirlenmistir (Thompson, 1989). Ostrojen uygulanan MCF-7 ve MDA-MB-
231 hucrelerinin Genistein gibi flavanoidlere verdikleri tepkileri incelemek
icin tasarlanan bir calismada, MCF-7 ve MDA-MB-231 hicrelerine 0,1 ile
10 nM konsantrasyonlarinda o6strojen uygulanmis, daha sonra bu
hicrelerde hlicre sayisinda ¢cogalma ve hicresel canlilik incelenmistir (Le
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Bail, 1998). Calismamizda, daha 6nce yapilan calismalar da g6z 6nlinde
bulundurularak MCF-7 ve MDA-MB-231 hlcrelerine 0,1 nM, 1 nM ve 10
nM konsantrasyonlarinda &strojen hormonu uygulandi. 24.saat 10 nM
konsantrasyonunda uygulanan o6strojen hormonu MCF-7 hicrelerinde en
yliksek hicresel c¢ogalmaylr gostermesinden dolayr uygun bulundu.
Ostrojen bagimsiz MDA-MB-231 hiicrelerinde ise 24.saat 1 nM
konsantrasyonundaki o6strojen, hicresel codalmada en ylksek seviyeyi
gbéstermis olmasindan dolayi uygun bulundu.

Bircok hastaliga karsi tani ya da tedavi calismalarinda hiicrelere
uygulanan maddelerin ve/veya kimyasallarin hlicre sayisina olan etkilerini
belirlemek icin hlicresel cogalma (proliferasyon) deneyleri yapilmaktadir.
Bu deneyin temeli tetrazolium tuzuna dayali bir kolorimetrik yéntem olan
XTT yontemine dayanmaktadir. Androjen badimli prostat kanser
hicrelerinin  sayisi ortamdaki androjen hormonu ile androjen
reseptdrlerinin birlikte calismasiyla artmaktadir. Tai S. ve arkadaslan
LNCaP hicrelerinde androjen reseptdrinin ve prostat spesifik antijenin
stirekli calistigini ve hiicre blylimesinin androjen miktarinin azalmasi ile
azaldigi belirlenmistir (Tai, 2011). Yapilan baska bir calismada, androjenin
varligi LNCaP hicrelerinde c¢ogalmayi arttirdigi bulunmustur (Lee vd.,
1995). Zhu M. ve arkadaslan yaptiklari galismada, androjenlerin prostat
bezinin normal blylUmesi icin gerekli oldugunu savunmaktadirlar. Ancak
ayni sekilde androjenler prostat timorlerinin gelisimi ve sagkaliminda da
etkili oldugunu savunmuslardir (Zhu, 2010). Prostat kanserinde goérilen
adeziv ve anti adeziv ajanlarin hicreler lzerindeki etkilerinin arastirildigi
bir calismada, androjenlerin kanser gelisimi ve g¢ogalmasinin artmasinda
etkili oldugunu belirtmistir. Ayni calismada androjenlerin prostat kanser
hicrelerinin sagkaliminda da etkili oldugunu savunulmaktadir (Evangelou,
2002). LNCaP prostat kanser hiicre dizisinin Ozelliklerinin incelendigi bir
calismada, timoér gelisiminin serum androjen seviyeleri ile iligkili oldugu
savunulmaktadir. Buna ek olarak, hlicresel cogalmanin androjen miktarina
bagli oldugunu bildirilmistir. Bazi durumlarda ortamda bulunan androjenin,
transkripsiyon faktéri olan asit fosfataz salinimini arttirarak in vitro
hicresel codalmayr da arttirdidi belirlenmistir (Horoszewicz, 1983).
Calismamizda 24 saat, 1 nM androjenin LNCaP hicrelerinde hicresel
cogalmayi arttirdigi belirlendi. LNCaP hicrelerine 6strojen uygulandiginda
hicre canhliginda artis goézlendi.

PC-3 prostat kanser hulcreleri androjene tepki vermeyen hucrelerdir
(Tai, 2011). Momma T. ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada 10"
‘ile 10"** M konsantrasyonlari araliinda androjen hormonu uygulanmistir.
Yalniz PC-3 hicreleri androjen bagimsiz prostat kanser hicreleri oldugu
icin uygulanan androjen konsantrasyonlarindan higbiri hiicre g¢ogalmasi
acisindan istatistiksel olarak anlamh ¢ikmamistir (Momma vd., 1997).
Baska bir calismada ise PC-3 hicrelerinin androjenlere, glukokortikoidlere
ya da epidermal veya fibroblast blyime faktorlerine cevap vermedigi
belirtilmistir (Kaighn vd., 1979). Bizim calismamizda da benzer sekilde PC-
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3 hicrelerine uygulanan androjen, kanser hicrelerinin codalmasi ve
canliliginda herhangi bir etkisi olmadigi belirlendi.

Meme kanseri hicrelerinin codalmasi, gelisimi, transkripsiyonel ve
translasyonel mekanizmalari, birgok sinyal molekull ve hlcre déngusda ile
dizenlenmektedir. Heneweer M. ve arkadaslar, MCF-7 hicrelerinin
Ostrojen ve/veya Ostrojene benzer 06zellikteki bilesenlere maruz kalmasi
sonucu hlicre ¢ogalmasinin arttigini bulmuslardir (Heneweer vd., 2005).
Yapilan baska bir calismada, 0&strojenin MCF-7 hicrelerinin blylime
oranini arttirdigi belirlenmistir (Gierthy vd., 1987). Furuya Y. ve
arkadaslarn yaptiklari calismada 10 nM dstrojen konsantrasyonunun MCF-7
hicrelerinin blylUmeleri icin en ideal konsantrasyon oldugunu ileri
sardlmuastar (Furuya vd., 1989). MCF-7 hicrelerine 6 gun boyunca
Ostrojen uygulanan bir calismada kontrole gdére hilicre sayisinda 2,8 kat
artis oldugu bulunmustur (Wiese vd., 1992). Yapilan baska bir calismada
ise, 1 nM 6strojen uygulanan MCF-7 hicrelerinde kontrole gbre hicre
cogalma oraninin arttigi belirlenmistir (Yamaguchi, 2014). Daha o6nce
yapilan calismalardan Wang T. T. Y. ve arkadaslarinin yaptigi calismada
ostrojenin  MCF-7  hicrelerini  apoptoza girmesini  engelledigini
savunmuslardir (Wang ve Phang, 1995). Ayrica Burow M. E. ve arkadaslari
tarafindan yapilmis baska bir calismada ise disaridan verilen dstrojenin
MCF-7 hicrelerinin apoptozdan kacabilmesine yardimci olabildigi ileri
surdlmustar (Burow vd., 1999). Elde edilen veriler g6z &nlnde
bulunduruldugunda uygulanan konsantrasyondaki &strojenin MCF-7
hiicrelerinin gogalmasinda ve canliidinda etkili oldugu gézlendi.

MDA-MB-231 hiicreleri 0Ostrojen badimsiz hicreleridir. Hicrelerin
cogalmasi 6strojen hormonunun varligindan etkilenmez. MDA-MB-231
hiicrelerinin 6strojenden (10 M) etkilenmeme nedeninin arastirildigi bir
calismada, Ostrojen varlidinda apoptozun kontrolinde 6nemli bir rol
oynayan Bcl-2 protein ekspresyonunda dedisim gézlenmemistir. Degisimin
olmamasinin  nedenini ise, ilag (hormon) direncinin apoptoz
mekanizmasindan farkli baska bir mekanizma (zerinde etkisinin
olabilecegini savunmusgslardir (Teixeira, 1995b). Bu durum g6z o6nlinde
bulundurularak yapilan bir calismada, ortamdaki &strojen miktari MDA-
MB-231 hicreleri gibi 06strojen bagimsiz hilicrelerde AKT aktivitesini
dliizenleyerek Scr onkoproteininin fosforilasyonu igin gerekli oldugunu ileri
surmektedir (Tsai, 2001 ). Yapilan bir bagka calismada ise, 24 ve 48 saat
boyunca 10® ile 10° M &strojen uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde
kontrole gére 24.saat 10°° M 6strojen hiicre canlilidi igin ideal bulunmustur
(Rajah, 2012). Calismada elde edilen verilere gére MDA-MB-231
hicrelerine uygulanan d&strojen konsantrasyonlari kanser hicrelerinde
cogalmayi ve canhligi arttirmis olsa da istatistiksel olarak gézlenen artis
anlamh bulunmadi.

Kanser ve inflamatuar hastaliklarda tutunma (adezyon) hem patolojik
hem de fizyolojik olarak énemlidir. Hlcre-hiicre ve hlicre-matriks baglanti

68



molekdllerinin fonksiyonu ve ekspresyonundaki dedisimler kanser olusumu
ve gelismesiyle iliskilidir. Tumoér dokusuna uygulanan anti-kanser ilaglarin
etkisi hicresel tutunma (adezyon) ve timor hicrelerinin yogunlugundan
etkilenir (Palmer vd., 2008). Hicre baglanti molekilleri metastaz
gelisiminde 6nemli dizenleyiciler olarak bilinmektedir. LNCaP hucreleri
adeziv 0Ozellikteki hicrelerdir. Bu hicrelere uygulanan 1 nM androjen
hicrelerin yapisma Ozelliklerini azalttigi belirlendi. Yapilan bir calismada
normalde androjen bagimsiz ve metastatik kaynaklh PC-3 prostat kanser
hlicrelerine androjen reseptérinin cDNA’si transfekte edilmistir. Daha
sonra transfekte olan PC-3 hicre dizisine androjen uygulanmistir.
Androjen uygulandiktan 24 ve 48 saat sonra bu huicrelerde tutunmayi
engelleyen molekdl olan misinin (MUC-1'in) ekspresyonunun arttidi
bulunmustur (Evangelou, 2002). Baska bir calismada, androjenlerin epitel
hicrelerinin mezensim huicrelerine doéndsiminde ve prostat kanser
hicrelerinin saghkli dokuya saldirmasindaki rolt arastiriimistir. Epitel-
mezensim degisimi (EMT), embriyonik gelisim sirasinda morfogenik
hareketi saglamaktadir. Ayrica EMT kanserde metastaz olgusunda da
onemli yer almaktadir. E-kaderin ve B-kaderin epitel hicrelerde bulunup
hicrenin adeziv oldugunun belirtecidir. N-kaderin ve vimentin ise
mezensim hicrelerinin invaziv 6zelligini ortaya koyan belirteg olarak
dusunulmektedir. Androjenler prostat tumorindeki e-kaderin ve J-
kaderini, n-kaderin ve vimentine déndstirmesini baslatarak invaziv
potansiyelde artisa neden olmustur. Ortama androjen verilmesi metastatik
karakterlerin cogalmasini, tutunmanin azalmasini saglamistir (LNCaP,
LNCaP TBRII ve PC-3)(Zhu, 2010). Cooper ve arkadaslar tarafindan
yapillan bir calismada insan kemik iligi endotel hicrelerinin bulundugu
ortamda PC-3 hucrelerinin hucresel islevlerini, androjen ve sitokinlerin
etkiledigi dastnllmastir. Cooper ve arkadaslarinin elde ettikleri verilere
gore ortamda bulunan insan kemik iligi endotel hiicreleri tarafindan
salgilanan tumor blylume faktérid beta (TGF-B) ile PC-3 hicrelerine
uygulanan  androjenin  konsantrasyonu, bu hiicrelerin  ortama
tutunmasinda (adezyonunda) azalmaya neden oldugunu belirlemislerdir
(Cooper vd., 2002). Zhu ve Kyprianou tarafindan yapilan bir calismada
androjenlerin ekstraselltler matriksete TGF-f ile birlikte metastatik prostat
kanser hicrelerinin karakterini degistirebilecegini savunmaktadir (Zhu ve
Kyprianou, 2010). Calismamizda PC-3 hucrelerine uygulanan androjenin
kanser hicrelerinde tutunmanin (adezyonun) artmasina neden oldugu
gbzlendi. Ostrojenin meme kanser hiicrelerine olan etkisinin arastirildigi
bir calismada d&strojen hormonunun MCF-7 hicrelerinde tutunmayi
arttirdigini savunmuslardir (Burow vd., 1999). Sapino A. ve arkadaslari
dstrojene maruz birakilan MCF-7 hicrelerinin yapisma plaklarinda artma
ve tutunmaya (adezyona) 6zel yapilarin sayisinin arttigini bulmuslardir
(Sapino, 1986). MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanser hicrelerinde
yapilan bir calismada, 6strojen uygulanan MDA-MB-231 6strojen bagimsiz
hicrelerinde tutunmada (adezyonda) bir fark gostermemekle diger
gruplara gbére az miktarda artis go6zlenmistir (Thompson, 1989). Elde
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ettigimiz verilere goére istatistiksel olarak meme kanser hicrelerinin her
ikisine de uygulanan 06strojen hicrelerin bulundugu ortama tutunma
karakterlerinde belirgin bir etki yaratmamistir.

Kisa kodlamayan RNA’larin yeni bir sinifi olan piRNA’lar timor
olusumunda goérev aldigi gesitli calismalarla ileri strtilmustir (Cheng vd.,
2011; Cheng vd., 2012; Law vd., 2013; Zhang vd., 2013; Cui vd., 2011).
Kanser-piRNA arasindaki iliski cesitli arastirmalarla calisiimaktadir. Yakin
zamanlarda vyapilan c¢alismalar piRNA’larin  kanser gelisiminde rol
oynayabilecegini géstermektedir (Lu, 2010; Cheng, 2011; Huang, 2012).
piRNA’lar ve PIWI proteinlerinin timdr olusumunda potansiyel role sahip
oldugu diusltnldlmektedir (Handler vd., 2011). HelLa hicrelerinde piRNA
tanimlanmasi, kanser gelisiminde piRNA’larin etkisinin arastiriilmasinda
blylk 6nem tasimakla beraber piRNA arastirmalarinin ¢ogunun Hela
hicrelerinde yapilmasina tesvik etmistir. HeLa hucrelerinde piRNA ile PIWI
proteinlerinin etkilesimine bakiimistir (Yang vd., 2013). HelLa hcrelerinde
yapilan bir calismada, HILI proteininin asirn ekspresyonu sonucu
transpozon olan LINE 1 gen bodlgesinin ekspresyonunda azalma
goérulmustir. Bu azalma LINE 1'in tekrarlayan dizilerinden olusan
piRNA’larin ekspresyonunda da azalmaya neden oldugu savunulmaktadir.
Ancak HILI proteini baskilandiginda piRNA ekspresyonunda artis
gb6zlenmemistir (Lu vd., 2010). Lu Y. Ve arkadaslarinin elde ettikleri veriler
piRNA ekspresyonunun PIWI proteinlerinin ekspresyonuna cevap olarak
dizenlenebilecegi fikrini desteklemektedir (Cheng, 2011; Siddigi ve
Matushansky, 2012). Drosophila melanogaster’da yapilan bir calismada,
PIWI proteinlerini ve piRNA mekanizmasinda gorev alan diger bilesenleri
kodlayan genlerin ekspresyonu malign beyin timoérinin blydmesine yol
actigi belirlenmistir (Janic, Mendizabal, Llamazares, Rossell ve Gonzalez,
2010).

piRNA’lar hem normal esey k&ék hicrelerinde hem de kanser
hlicrelerinde ylksek seviyededir. Yang Q. ve arkadaslar tarafindan yapilan
bir calismada, saglikli insan testislerinde bilinen 770 ve 5 tane de yeni
mMiRNA dizisi ile 20121 adet piRNA dizisi belirlemiglerdir. Yapilan bu
calismada ileri dizey dizileme (Next Generation Sequencing; NGS)
yontemiyle piRNA ile miRNA dizilerinde ortak dizi eslesmeleri
belirlenmistir. Yang ve arkadaslarinin yaptigi bu calisma, miRNA ve
piRNA’larin spermatogenezde dizenleyici rollerinin oldugunu gésterip, bu
alanda yapilan calismalar igin yararli bir kaynak olmaktadir (Yang vd.,
2013). Sican beyninde yapilan bir calismada, gecici fokal iskemiden sonra
piRNA ekspresyonunda degisim belirlenmistir (Dharap, Nakka ve
Vemuganti, 2011). Yapilan bir baska calismada, Aplysia néronlarinda cAMP
responsive element-binding 2 (CREB2) bdélgesinin piRNA’lar tarafindan
metilasyonu ile uzun dénem hafizanin korunmasini sagladigi belirlenmistir
(Rajasethupathy vd., 2012). Yapilan bir calismada, piRNA ekspresyonunun
embriyonik ve neonatal donemde belirlenmemesine ragmen, ergenlik ve
olgunluk doneminde arttigi belirlenmistir (Tang F, 2008). Kang ve
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arkadaslari yaptiklari bir calismada, saglikli erkek sicanlarin testisine,
testosteron hormonu verilmis olup belirli zaman araliklarinda piRNA
ekspresyonlarina bakmislardir. Sonug¢ olarak testosteronun testiste PIWI
proteininin ve piRNA ekspresyonunu arttirdigini belirlemislerdir (Kang,
Moon, Lee, Han, 2014).

Chu H. ve arkadaslan yaptiklarn bir calismada kolorektal kanserinin
gelisiminde piRNA kimeleri (piRNA clusterlari) iceren bdlgelerin tek
nukleotit polimorfizmini (single nucleotide polymorphisim/SNP)
arastirmiglardir. Yaptiklari calisma sonucunda piR-015551 ve uzun
kodlamayan RNA bdlgesi olan Inc00964-3 bdlgesinin polimorfizmine sahip
bireylerin kolorektal kanserine yakalanma riskinin ylksek oldugunu
belirlemisglerdir (Chu, Xia, vd., 2015). Hepatoseliler karsinomanin
mikroarray ve diger fonksiyonel deney sonuclarina goére piR-Hepl gen
bbélgesinin ekspresyonu sadlikli dokulara gbére hepatoselller karsinom
dokusunda % 46,6 arttigi belirlenmistir. Ayni calismada piR-Hepl gen
bélgesinin susturulmasi sonucunda kanser hicrelerinin ¢ogalmasina,
gocline ve saglkli dokulara saldirmasina engel oldugu ileri strGlmustir
(Law vd., 2013). Mesane kanserinde yapilan baska bir calismada ise
piRNA’larin timoér olusumunda rolleri oldugu gosterilmistir (Chu, Hui, vd.,
2015).

Calismamizda arastirilan piR-651 ve piR-823'Un gastrik kanser basta
olmak (zere cgesitli kanserlerin gelismesinde goérev aldigi distnidlmektedir
(Cheng vd., 2011; Cheng vd., 2012; Ipsaro vd., 2012; Cui vd., 2011).
Yan H. ve arkadaslari, multiple myelomali hastalarin doku érneklerinde ve
hiicre dizilerinde piR-823 ekspresyonunda artma belirlemislerdir. Ayni
calismada multiple myeloma hucre dizilerinde, piR-823'Un susturulmasi
sonucu apoptozla iligkili protein ekspresyonlari ve hicre ddénglsinin
dizenlenmesinde rol oynayan elemanlarin iglevlerinin bozulmasina neden
oldugu gozlenmistir. Buna ek olarak, piR-823, DNMT3A ve 3B de novo
DNA metiltransferazlar ile dogrudan iliskili oldugu belirlenmistir (Yan vd.,
2015). Yan H. ve arkadaslarinin multiple myelomada elde ettikleri
verilerdeki gibi teropdtik xenograft modellerinde piR-823'lUn susturulmasi
timor bayumesinde etkili olarak inhibe etmektedir (Yan vd., 2015). Ancak
yapilan bir baska calismada ise gastrik kanserde piR-823 ekspresyonunun
azaldigi ve in vivo ve in vitroda timor baskilayic 6zellik gosterdigi
bildirilmistir (Cheng vd., 2012). Farkli kanser tiplerinde farkli &6zellik
(heterojenik; timoér baskilayici ya da onkogenik 6zellik) gosteren piR-
823'lin ekspresyonu timor olusumunda ikili rol oynadigi disintlmektedir.

Calismamizda elde edilen verilere goére androjen LNCaP ve PC-3
prostat kanser hlcrelerinde piR-823 ekspresyonunu arttirmaktadir. MDA-
MB-231 hlcrelerine uygulanan d&strojen piR-823 ekspresyonunu
arttirmaktadir. Kanser hicrelerine disaridan hormon uygulanarak hormon
seviyesini arttirmak piR-823 ekspresyonunu prostat kanser hicre
dizilerinde ve kotl huylu dstrojen bagimsiz meme kanser hiicrelerinde piR-
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823’lUin onkogenik o6zellige sahip oldugu ve hormon miktarinin artmasi ile
bu 6zelligin arttigi gézlendi. MCF-7 meme kanser hicrelerine uygulanan
Ostrojen ile piR-823 ekspresyonu azalmaktadir. Elde edilen bu sonug ise
hormon uygulanan iyi huylu 6strojen bagimli meme kanser hicresinde
piR-823’Un farkli ekspresyon gosterebilecegini ortaya koymaktadir.
Disaridan dstrojen hormonu verilerek yapilan tedavinin (hormonal tedavi)
MCF-7 iyi huylu oOstrojen bagimli kanser hlcrelerinde normalde ylksek
olan piR-823 ekspresyonunda azalmaya neden oldugu gozlendi.

Calismamizda piR-651 kanser gelisiminde etkisi oldugu disuntlen
piRNA boélgesidir. Daha Onceden yapilan calismalarda, saglikli dokulara
gore mide, kolon, akciger ve meme tlimorlerinin de bulundugu cesitli
timorlerde saglikh dokulara gore piR-651 ekspresyonu artmaktadir (Liu X,
2006; Cheng vd., 2011). Buna ek olarak mide, pankreas ve 6zofagus
kanserlerini iceren daha birgok kanser turinde, kanser gelisimi sirasinda
artan piR-651 ile PIWI protein ekspresyonunun etkisi olabilecegini
destekleyen klinik veriler bulunmaktadir (Grochola vd., 2008; He, Wang,
Wang, Fan, Shou, Wang vd., 2009; Wang vd., 2012). Yakin zamanda
yapilan bir galismada, piR-651 gastrik timoér hicrelerinin lenf noduna
metastaz yapmasinda gorev alabilecegi ileri sirmustir (Cheng vd., 2011).
Mide kanserinde piR-651 susturuldugunda, kanser hicrelerinin
blylmesinin azaldigi gozlenmistir (Cui vd., 2011). Liu ve arkadaslari
yaptiklari calismada kanserli dokularda piR-651'in ekspresyonunun saglikh
dokulara gore ylksek oldugunu savunmuslardir (Liu, 2006). Bu calismalar
kanserdeki piRNA ekspresyon seviyelerini belirlemmede yapilan calismalar
arasinda yer almaktadir (Siddigi ve Matushansky, 2012). Ayrica piR-651
ekspresyonunun mezotelyoma, hepatoseliler ve serviks kanserinde de
arttigi arastirilmistir (Cheng vd., 2011).

Disaridan uygulanan hormonlarin hicrelerde cogalmayl en fazla
arttiran konsantrasyonlari belirlendikten sonra, bu hicrelerde piRNA
ekspresyonlari dederlendirildi. Cesitli konsantrasyonlarda uygulanan
hormonlarin en fazla gogalmayi saglayan konsantrasyonlarinda canlliginda
en ylUksek oldugu, tutunmanin ise azaldigi gozlendi. Farkli olarak MDA-MB-
231 hicrelerinde tutunmada azalis oldugu saptandi. Uygulama sonrasi
hicrelerde piR-651 ve piR-823 ekspresyonlarinin arttigi gozlenirken,
sadece piR-823 ekspresyonunun Ostrojen bagimli meme kanser hicresi
olan MCF-7'de azaldidi gozlendi.
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6. SONUG VE ONERILER

Bu calismada, guUnuimizde giderek o6nemi artan piRNA'larin
hormonlardan etkilenebilecegi gosterilmistir.

Genel olarak degerlendirildiginde;

Hicre codalmasi ve canliliginin androjen veya 0Ostrojen
uygulandiginda arttigi, hiicre tutunmasinda PC-3 hicreleri haric diger
hicrelerde azaldigi gézlendi.

Androjen hormonu uygulanan LNCaP ve PC-3 prostat kanser
hlicreleriyle; dstrojen hormonu uygulanan MCF-7 ve MDA-MB-231 meme
kanser hicrelerinde piR-651 ekspresyonunun arttigi belirlendi.

Androjen hormonu uygulanan LNCaP ve PC-3 prostat kanser
hicrelerinde ve MDA-MB-231 meme kanser hicrelerinde piR-823
ekspresyonunun arttigi; MCF-7 meme kanser hicrelerinde ise piR-823
ekspresyonunun azaldigi belirlendi.

Bu galismanin sonuglari,

1.Gonad gelisimi sirasinda ve kanserde piR-651 ve piR-823
ekspresyonlarinda goérlilen artisin bazi kanser hicrelerinde
hormonal dizenlenmeyle iliskili olabilecegini,

2.Bu piRNA ekspresyonlarinin kanserin mikrogevresindeki hormon
miktari  ve kanser hicrelerinin tlriine gbre degistigini
gbstermektedir.

Arastirmamizin piRNA’lar hakkinda yapilacak olan calismalara énemli
katki saglayacagini ve bazi kanser tirlerinde uygulanan hormon
tedavilerinde bu d6zelliklerin g6z édnlnde bulundurulmasi acisindan kaynak
olusturabilecegini distnmekteyiz. piRNA’larin kanserdeki mekanizmalari
hakkinda ayrintili bilgi ve kesin sonuglar icin molekiler alanda yapilacak
olan daha fazla galismaya ihtiyag duyulmaktadir.
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