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OZET

Yiksek Lisans Tezi

PROSTAT KANSERI HUCRELERINDE BOR BILESIKLERININ ENDOPLAZMIK
RETIKULUM (ER) STRESINE OLAN ETKISININ ARASTIRILMASI

Irem COKSEVER

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

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Burcu ERBAYKENT TEPEDELEN

Hicrenin en biyik organeli olan endoplazmik retikulum; protein sentezi ve transportu,
protein katlanmasi, lipid ve steroid sentezi, karbonhidrat metabolizmasi ve kalsiyum
depolanmas1 gibi ¢ok cesitli roller tstlenmistir. Hatali formdaki proteinlerin ER
Iimeninde birikimi ise, serbest saperon seviyelerini diigiirerek “ER stresi” adi verilen
stireci tetiklemektedir. Hiicrelerin bu stres ile basa ¢ikabilmeleri ancak ER’nin protein
katlama kapasitesini arttirmasi ve hatali katlanan proteinlerin protein yikim siirecine
yonlendirilerek etkisiz hale getirilmesini saglayan UPR adiyla bilinen yolagin devreye
girmesiyle saglanir. UPR yolagi, ER membraninda BiP proteinine bagl inaktif formda
tutulan ve IRE1, ATF6 ve PERK olarak adlandirilan lokalize 3 adet transmembran
ozellikteki ER sensor proteini araciligiyla kontrol edilmektedir. elF2a fosforilasyonu ise
hiicrelerin strese nasil yanit verecegine karar vermektedir. Orta seviyelerdeki
fosforilasyon translasyonu kisa bir siireligine durdurarak hatali proteinlerin yeniden
duzenlenmesine yol acarken, gucli seviyedeki fosforilasyon apoptozu tetiklemektedir.
Literatiirde bor ile ilgili yapilmis olan ¢aligmalara bakildiginda bor bilesiklerinin prostat
kanseri tedavisinde umut vaat eden bilesikler oldugu ancak gerek borik asit gerekse 6zel
sentez bor bilesiklerinin prostat kanseri hiicrelerindeki etkisine dair daha fazla ¢aligmanin
yapilmasi gerekliligi oldugu goriilmektedir. Bu tez ¢alismasinda, LNCaP prostat kanseri
hiicrelerinde ER stres ajanlart kullanilarak, yeni sentez bor bilesigi M7’nin ER stresi-UPR
sinyal yolagina olan etkileri ve molekiiler hedefleri arastirildi. Bu ¢alisma kapsaminda
M7’nin anti-proliferatif etkileri belirlendikten sonra, QRT-PCR ve Western Blot ile M7
varliginda ve yoklugunda belirlenen sinyal yolagindaki BiP, CHOP, elF2a ve PERK gibi
hedef genlerin ekspresyon degisiklikleri transkripsiyonel ve translasyonel olarak
incelendi. Elde edilen veriler ile M7’nin ER stresini tetikledigi ve ayrica ER stresi ajanlari
Tunikamisin ve Tapsigargin ile birlikte sinerjik etki gosterdigi belirlendi. Sonug¢ olarak
M7 ile ER stresinin tetiklenerek proliferasyonun inhibe edilmesinin ve ayni zamanda
prostat kanseri gelisiminde kritik rol oynayan AR sinyalinin bloke edilmesinin dnemli bir
terapi segenegi sunabilecegi diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler: ATF6, Bor Bilesikleri, ER stresi, IRE1, LNCaP, PERK, UPR

2021, xi +108 sayfa



ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATING THE EFFECT OF BORON COMPOUNDS ON ENDOPLASMIC
RETICULUM STRESS (ER) IN THE PROSTATE CANCER LNCaP CELL LINE

Irem COKSEVER

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Burcu ERBAYKENT TEPEDELEN

The endoplasmic reticulum, the largest organelle of the cell; It has played a wide variety
of roles such as protein synthesis and transport, protein folding, lipid and steroid
synthesis, carbohydrate metabolism and calcium storage. Accumulation of proteins in the
wrong form in the ER lumen triggers the process called “ER stress” by lowering free
chaperone levels.The cells' ability to cope with this stress can only be achieved by
increasing the protein folding capacity of the ER and by activating the pathway known as
the UPR, which ensures that the misfolded proteins are directed to the protein degradation
process and inactivated. The UPR pathway is controlled by 3 transmembrane ER sensor
proteins called IRE1, ATF6 and PERK, which are kept in an inactive form bound to the
BiP protein in the ER membrane. elF2a phosphorylation decides how cells respond to
stress. Moderate levels of phosphorylation stop translation for a short time, leading to
rearrangement of faulty proteins, while strong levels of phosphorylation trigger apoptosis.
When the studies on boron in the literature are examined, it is seen that boron compounds
are promising compounds in the treatment of prostate cancer, but there is a need for more
studies on the effects of boric acid and special synthesis boron compounds on prostate
cancer cells. In this thesis, the effects of the new synthesized boron compound M7 on the
ER stress-UPR signaling pathway and its molecular targets were investigated by using
ER stress agents in LNCaP prostate cancer cells. Within the scope of this study, after
determining the anti-proliferative effects of M7, the expression changes of target genes
such as BiP, CHOP, elF2a and PERK in the signal pathway determined in the presence
and absence of M7 by QRT-PCR and Western blot were examined transcriptional and
translational. With the obtained data, it was determined that M7 triggered ER stress and
also showed a synergistic effect with ER stress agents Tunikamycin and Tapsigargin. As
a result, it was thought that inhibiting proliferation by triggering ER stress with M7 and
at the same time blocking the AR signal, which plays a critical role in the development
of prostate cancer, may offer an important therapy option.

Key words: ATF6, Boron Compounds, ER stress, IRE1, LNCaP, PERK, UPR
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1. GIRIS

Kanser, dis ve/veya i¢ faktorler sebebiyle kontrolsiiz boliinen hiicrelerin asir1 gogalmasi
ve hicre 6lim programinin bozulmasindan kaynaklanan multifaktoriyel hastaliktir
(Erbaykent Tepedelen ve Korkmaz 2020). Kanser, diinya c¢apmnda Oliimiin ana
nedenlerinden biri haline gelmesi nedeniyle giiniimiizde ciddi bir sorun olusturmaktadir.
Muhtemelen tiimor mikrogevresi oksidatif stresten etkilendigi i¢in kanser hiicrelerinin
metabolizmasina bagl olarak kotl klinik prognoz durumu ortaya ¢ikmaktadir. Bu olay
fazla sayida hiicresel yanit1 tetiklemekte ve bdylece kanserin daha fazla ilerlemesi igin
uygun kosullar1 yaratmaktadir (Storm ve ark. 2016). Prostat kanseri (PCa), cilt
kanserinden sonra en sik teshis edilen kanser ve bati diinyasindaki erkekler arasinda
kanser oliimlerinin ikinci 6nde gelen nedeni olarak diinya capinda 6nemli bir saglik
sorunudur. Yedi erkekten yaklasik birinin yagsamlari boyunca PCa teshisi konacagi

tahmin edilmektedir (Storm ve ark. 2016).

Hicrenin en biyik organeli olan endoplazmik retikulum; protein sentezi ve transportu,
protein katlanmasi, lipid ve steroid sentezi, karbonhidrat metabolizmasi ve kalsiyum
depolanmasi1 gibi ¢ok ¢esitli roller {istlenmistir (Schwarz ve Blower 2016). Sekretor
yolaga giris i¢in portal gorevi listlenen ER’de hiicrenin toplam protein sentezinin %30’ luk
bolimii gergeklesmektedir (Bastiaansen ve ark. 2015). Katlanma siireci hatasiz bir siireg
degildir. Yeni sentezlenen proteinlerin {igte birlik bolimiiniin hatali katlandigi
bilinmektedir. Proteinler uygun sekilde katlanmis olsalar da, 1s1 ve ER stresi gibi hiicresel
streslere siirekli olarak maruz kaldiklarindan, hiicre igerisinde siklikla asinmaya
ugramaktadirlar (Nishikawa ve ark. 2005). Hatali katlanan ya da agrege olan proteinler
hiicre i¢in son derece sitotoksiktir. Hatali formdaki proteinlerin ER liimeninde birikimi,
serbest saperon seviyelerini diislirerek “ER stresi” adi verilen siireci tetiklemektedir.
Hiicrelerin bu stres ile basa ¢ikabilmeleri ancak ER’nin protein katlama kapasitesini
arttirmas1 ve hatali katlanan proteinlerin protein yikim siirecine yonlendirilerek etkisiz
hale getirilmesi ile miimkiindiir. Bu amagla hiicrelerde Katlanmamis Protein Cevabi
(UPR, unfolded protein response) ad1 ile bilinen yolak devreye girmektedir. Endoplazmik
retikulum (ER) stresi, toplu olarak katlanmamis protein yanit1 (UPR) olarak adlandirilan

bir dizi sinyal yolunu aktive eder (Lin ve ark. 2007). ER stresi, ER'nin proteinleri katlama



ve aktarma kabiliyeti ile yanlis katlananlarin bozulmasi arasindaki denge bozuldugunda
ortaya ¢ikar. ER, oksidatif hasara nispeten duyarli bir organel oldugundan, yukarida
bahsedilen kosullar hizla katlanmamais protein yanit1 (UPR) sinyal yolunun aktivasyonuna
neden olur. UPR’nin sonucu, ¢ok sayida faktore bagli olarak, pro-survival ve pro-
apoptotik dal arasinda degisebilir ve bunlar arasinda gecis yapabilir. Bu nedenle kanser
hiicresinin kaderine karar vermede karsit etkiler gosterir (Siwecka ve ark. 2019). UPR,
ER'nin metabolik ve protein katlama verimliligini eski haline getiren ER stresini
hafifletmek i¢in gelistirilmis adaptif bir mekanizmadir. UPR'nin aktivasyonu, ER zarinda
bulunan {i¢ stres sensoriiniin uyarilmasiyla baslatilir: PKR-benzeri endoplazmik
retikulum kinaz (PERK), Inozitol gerektiren enzim 1 (IRE1) ve aktive edici
transkripsiyon faktorii (ATF6) (Santamaria ve ark. 2019). Bu ii¢ UPR dali (IRE1, PERK
ve ATF6), katlanmamis protein seviyelerini azaltarak hiicre sagkalimini arttirir. UPR

sinyali, ER stresi azaltilmazsa apoptotik hiicre 6liimiinii de destekler (Lin ve ark. 2007).

Stres algilama esas olarak BiP olarak da bilinen ER yerlesik saperon olan GRP78’e
(HSPAS5) baglidir (Santamaria ve ark. 2019). ER stresinin indiiksiyonu sonrasi represor
olarak gorev yapan BIiP’in sensorlerden uzaklagsmasi, ER sensor proteinlerinin
aktivasyonuna neden olmaktadir (Nishikawa ve ark. 2005). Normal fizyolojik kosullar
altinda, bu 3 transmembran proteini BiP tarafindan inaktif bir konfigiirasyonda tutulur.
Yanlis katlanmis proteinlerin ya da UPR’yi aktive edebilen diger uyaranlarin birikmesi
uzerine BiP, ER sensorlerinden ayrilir ve bunun yerine ER limenindeki katlanmamig
proteinlere baglanir (Storm ve ark. 2016). Her 3 ER stres sensoru de hayatta kalma veya
Oliim kararlarin1 kontrol eden sinyal yolaklarini tetikler. Katlanmamis proteinlerin
birikmesi, GRP78’1 sekestre ederek UPR’den sorumlu 3 adet ER yerlesik sensoriiniin
aktivasyonunu tetikler. IRE1, fonksiyonel transkripsiyon faktorii XBP1’leri olusturan
XBP’1 (XBP1u) kodlayan mRNA’nin alisiimadik bir sekilde birlestirilmesine aracilik
eder ve NF«B sinyallemesini aktive edebilir. IRE1 Rnaz, ER ile iligkili RNA’lar1 RIDD
(regiile edilmis IRE1-bagimli bozunma) yoluyla bozar. PERK, elF2a’y1, transkripsiyon
faktorii ATF4’lin translasyonunu tesvik ederken global translasyonu inhibe etmek i¢in
fosforile eder. PERK ayrica, NRF2’yi fosforile edebilir. SP1 ve SP2 proteazlari, bZIP
alaninin (ATF6bZIP) salinmasina aracilik ettigi icin ATF6, ER’den Golgi’ye tasinir.
Cekirdegin XBP1’lerinde, ATF4 ve ATF6bZIP transkripsiyon faktorleri, hiicrelerin ER



stresini hafifletmesine yardimci olmak icin ¢ok sayida genin ekspresyonunu tetikler.
Kalic1 ER stresi iizerine, UPR apoptozu tercih eder. Kanser hiicreleri, tiimorle iligkili stres
durumlarinda hayatta kalmay1 desteklemek i¢in UPR sinyalinden yararlanir (Santamaria

ve ark. 2019).

UPR sinyali, salgi yolunun hemen hemen her yoniinde yer alan proteinlerin
ekspresyonunu indiikleyerek homeostazi geri kazanmayir amaglamaktadir. Gen
ekspresyon verileri, UPR'nin ER'ye protein girisi, katlanma, glikozilasyon, ER ile iligkili
degradasyon (ERAD), protein kalite kontrolii, redoks metabolizmasi, otofaji, lipit
biyogenezi ve vezikiiler kacak¢iligr ile iliskili oldugunu gostermistir. Son zamanlarda
yapilan bir dizi ¢calisma prostat kanserinde (PCa) UPR'yi etkilemistir ve bu anahtar stres
sinyal yolu ve PCa'daki regiilasyonu hakkindaki anlayisimizi1 biiytik dlclide genisletmistir
(Storm ve ark. 2016).

Insanlar i¢in iz elementi olarak kabul edilen bor elementi, organizmada birgok 6nemli
goreve sahiptir (Bradke ve ark. 2008, Nielsen ve Meacham 2011). Borun insan
viicudunda enzim aktivitesini diizenledigi, bagisiklik sistemi ve insiilin metabolizmasinda
gorev aldigt bilinirken; kalsiyum, magnezyum ve vitamin D ile iliskili olan bor, kemik
metabolizmasinda da onemli gorevler Ustlenmektedir (Korkmaz 2011, Duydu ve ark.
2011). Yapilan ¢alismalar sonucu ylksek miktarda bor bilesigine maruz kalan erkeklerde
prostat kanseri riskinin azaldig1 bulgulanmistir. Sudaki bor diizeyinin artmasinin prostat
kanseri riskinin ve 6lim oranlarinin azalmasiyla dogru orantili oldugu literatiirde ortaya
konulmustur. 2011 yilinda Miiezzinoglu ve arkadaslar tarafindan giinliik yiiksek bor
maruziyeti yoluyla prostatik hiicresel prosese bagli hiperplazinin olusumunun
azalabilecegi yoniinde bulgular literatiire eklenmistir (Miiezzinoglu ve ark. 2011).
Barranco ve Eckhert’in ¢alismalarinda, borik asitin DU145 ve LNCaP prostat kanseri
hiicre hatlarinin biiyiimesini inhibe ettigini gostermislerdir (Barranco ve Eckhert 2004).
Kandaki yiiksek BA miktarinin intraselliiler Ca*? sinyalini ve depolanmasini azaltarak
prostat kanseri riskini diigiirdiigii diisiiniilmektedir (Henderson ve ark. 2009). DU-145
prostat kanseri hicrelerinin fizyolojik BA konsantrasyonlar1 ile tedavisinin, ER
genislemesi, sitoplazmik stres graniillerinin olusumu ve elF2a, GRP78/BiP ve ATF4’iin

hafif aktivasyonu ile ER stresine neden oldugu rapor edilmistir (Henderson ve ark. 2014).
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Son olarak borik asit ve boraksin siganlarda sisplatin toksisitine olan etkisinin
degerlendirildigi bir caligmada, artan ER stresi nedeniyle apoptotik etkiler goriilebilecegi
bildirilmistir (Hazman ve ark. 2018).

Bu baglamda arastirmada androjen bagimli prostat kanseri hicre hatti LNCaP
kullanilarak yeni sentez bor bilesigi M7’nin ER stresi- UPR- ERAD sinyal yolagina olan
etkileri sorgulanmaya ve molekuler hedefleri belirlenmeye ¢alisildi. Ayni zamanda bu tez
caligmas1 kapsaminda M7°nin androjen sinyaline olan etkisi de AR ve PSA gen ve
proteinleri iizerinden degerlendirildi. Bu amag¢ dogrultusunda M7 varliginda ve
yoklugunda Tunikamisin ve Tapsigargin gibi ER stresi yaratan ajanlar kullanilarak ER
stresi tetiklendi ve M7°nin etkinliginin sorgulanmas i¢in BiP, CHOP, elF2a ve PERK
gibi hedef genlerin transkripsiyonel ve translasyonel regiilasyonlar: sirasiyla QRT-PCR
ve western-blot metodolojileri ile incelendi. Bununla birlikte normal ve hormon
deprivasyon kosullarinda hiicrelere uygulamalar yapilarak (sentetik androjen R1881 gibi)
sinyal yolaklarinin regiilasyonlarinda ve alinan yanitlarda farklilik olup olmadigi da

arastirildi.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Prostat Kanseri

2.1.1. Prostat nedir?

Anatomik kesigsme bolgesinin merkezinde bulunan ve bir salgi bezi olan prostat,
mesanenin altinda yer alarak {iretray1 ¢evrelemekte ve rektumun 6niinde bulunmaktadir
(Basu ve Tindall 2010). Prostat bezi (prostat), sekli ve boyutu yenilebilir bir kestaneye
benzeyen eslesmemis bir parankimal-glandiler organdir. Erkek genital sistemine aittir
- meninin bir bileseni ve sivilasmasindan sorumlu olan glikoproteini (prostata 6zgu
antijen, PSA) Uretir. Prostatin ayrica endokrin Ozellikleri vardir: E, F ve A
prostaglandinleri, spermidin ve spermini dretir. Ayrica testosteronun 5-o-rediktaz
enziminin etkisi altinda dihidrotestosterona doniistiiriildiigii yerdir (Tyloch ve Wieczorek
2017). Geng yetiskin prostat1 yaklagik 20 g agirhigindadir ve erkek yardimci {ireme
organlarinin en biiytiglidiir. Mesanenin arkasinda bulunan, prostatik iiretra ve ejakiilatOr

kanallar1 tamamen igine alan bir yapidir (White ve ark. 2013)

Prostat, sadece memelilerde bulunan ve seminal sivinin bilesenlerini tiretme iglevi géren
erkek yardimci bir ekzokrin bezidir. Prostatin indiiksiyonu ve gelisimi ile yetigskin bezinin
homeostazi, testisten tiiretilen erkek hormonlar1 olan androjenler tarafindan kontrol edilir

(Francis ve Swain 2018).

Prostat bezi gelisiminin, 8-12. haftalarda insan koryonik gonadotropinin uyarimi sonucu
salgilanan testosteron tarafindan saglandigi bilinmektedir. Prostat epiteli {iretral
tomurcugun endodermal epitelinden koken alirken ¢evre mezensim prostat stroma ve kas
kismini olusturmaktadir. Dogum aninda prostat bezi kicuktir ve puberteye kadar bir
dinlenme asamasindadir. Puberteyle birlikte biiylimeye baslamaktadir (Toivanen 2017).
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Sekil 2.1. Normal prostat anatomisi (Kufe ve ark. 2003)

Prostat bezi idrar kesesinin alt kisminda bulunur ve iiretray1 gevreler. Ust sinirlari, mesane
ve seminal vezikulleri icerir ve iirogenital diyafram, alt sinirin1 ¢izer. Bez, 6nde pelvisin
iki pubis kemigi arasindaki eklem ve arkadan rektumla sinirlanmustir (Sekil 2.1.). Prostat

kolayca rektal muayene ile dokunarak muayene edilebilir (Palmeri ve ark. 2016).

Prostat bezi iginde gelisen hastaliklar ii¢ gruba ayrilabilir:
e lyi huylu prostat hiperplazisi (BPH),
e Prostatit ve
e Prostat kanseri (PCa) (Tyloch ve Wieczorek 2017).

Kanser, diinya c¢apinda Oliimiin ana nedenlerinden biri haline gelmesi nedeniyle
ginimizde ciddi bir sorun olusturmaktadir. TUmOr mikrogevresi oksidatif stresten
etkilendiginden dolay1 prostat kanseri igin kotl klinik prognoz, kanser hiicrelerinin
metabolizmasina baghdir. Bu olay yeterli hiicresel yaniti tetikler ve boylece kanser
ilerlemesi i¢in uygun kosullar1 yaratir (Siwecka ve ark. 2019). PCa, cilt kanserinden sonra
en sik teshis edilen kanser ve bati diinyasindaki erkekler arasinda kanser 6liimlerinin
ikinci 6nde gelen nedeni olarak diinya ¢apinda 6nemli bir saglik sorunudur. Yedi erkekten
yaklagik birine yasamlar1 boyunca PCa teshisi konacagi tahmin edilmektedir (Storm ve
ark. 2016). Amerika Birlesik Devletleri'ndeki erkekler arasinda ise, prostat kanseri en

yaygin kutandz olmayan malignitedir. Ortalama tan1 yas1 67 iken, her 8 erkekten yaklasik
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1'i yasamlar1 boyunca PCa gelistirmektedir. PCa ayn1 zamanda kansere baglh 6liimlerin
ikinci 6nde gelen nedenidir ve 41 erkekten 1'i hastaliktan 6lmektedir (Palmeri ve ark.
2016).

2.1.2. Prostat bezinin zonal anatomisi

Prostatin bilinen en eski anatomik simniflandirmasi Lowsley tarafindan 1912 yilinda
gerceklestirilmistir. Lowsley tarafindan, posterior, iki lateral, bir On ve bir orta lob olarak
toplam 5 lob tanimlanmistir. Daha sonralar1, 1968 yilinda, John E. McNeal tarafindan
mikroskopik olarak bez ve kanal yapilarina dayanarak bolgesel anatomi siniflamasi
yapilmistir (Sekil 2.2) ve giiniimiizde bu siniflandirma kabul gérmektedir (Toivanen
2017).

Seminal vesicles

\

Anterior
fibromuscula
stroma

Urethra

Ejaculatory
ducts

Verumontanum

(a). Coronal view (b). Sagittal view

Sekil 2.2. McNeal’in insan prostatinin bolgesel anatomisinin diyagramlari (Palmeri ve
ark. 2016).

Sekil 2.3°de gosterildigi gibi bir insan prostati, glandiler olmayan bir bélgeye (anterior
fibromaskiler stroma) ve 3 glandiler bolgeye ayrilmaktadir; CZ (santral zon), PZ

(periferik zon) ve TZ (transisyonel zon) (Palmeri ve ark. 2016).

TUm prostat dokusunun %30 unu anterior fibromuskuler stroma olusturmakta ve

prostatin anteriorunda konumlanmaktadir. Glandiiler yap1 bulundurmaz. Prostatin 6n



yuzuni tamamen kaplamaktadir. Periferal zon ise, prostatin palpe edilebilen tek bolimii
olup apeksten tabana dogru posterolateral olarak uzanmaktadir. Santral zon koni
goérinimindedir ve taban kismi mesane boynunda, apeksi ise prostatik utrikul
seviyesinde yer almaktadir. Bu salgi1 bezi yapisal ve histolojik olarak geri kalan prostat
bezlerinden farklilik gostermektedir ve bu bezlerin Wolf kanallarindan kaynaklandigi 6ne
striilmiigtiir. Prostat adenokarsinomlarinin %1-51 santral zondan kaynaklandigi
bilinmektedir. Prostat hacmi yasla beraber artmakta ve benign prostat hiperplazisine bagl
artmis transizyonel ve periiiretral bez hacmiyle iliskili oldugu kabul edilmektedir. Genel
olarak periferal zon prostat bezinin yaklasik % 70’ini, santral zon % 25’ini, transizyonel
zon 9%5-10’unu, periiiretral zon ise <%1’lik kismini olusturmaktadir. Prostat
adenokarsinomlarinin yaklasik % 20’si transizyonel zondan koken almaktadir. Periferal
zon prostatik glandiiler dokunun ¢ogunu olusturmakla birlikte bezin posterior ve lateral
boliimlerini  sarmaktadir.  Adenokarsinomlar %70 oraninda periferal zonda
gerceklesmektedir. Ayrica bu zon kronik prostatit tarafindan en sik etkilenen zon olarak
bilinir (Toivanen 2017).

Sekil 2.3. Prostatin bolgesel anatomisi: prostatin 3 glandular zonu ve anterior
fibromuskdler stroma (Kufe ve ark. 2003)



2.1.3. Prostat fizyolojisi

Erkek yardimc1 iireme bezlerinin en biiyiigii prostat bezidir. Mesane boynu ve tiretranin
ilk parcasini sarar. Fibrinolizin, sitrik asit ve asit fosfataz sentezlemektedir. Prostat icinde
sayilar1 30-50’yi bulan tubiiloalveolar yapida bez bulunmakla birlikte, bunlar bosaltim
kanallar1 araciligiyla {iiretranin prostatik kismina acilmaktadir. Prostatik kapsiil
fibroelastik bag dokusu yapisinda olup bol miktarda diiz kas lifi igermektedir. Prostat
loblar1 prostata kapsiilden iceriye giren septumlar tarafindan olusturulur. Stromal doku
glandiillerin etraflarin1 sarar ve bu doku, diiz kas lifi iceren elastik bag dokudan ibaret
olup periferde kapsiil ile devam etmektedir. Bu kaslarin kontraksiyonlari ile ejakiilasyon

sirasinda prostat salgisinin atilimini sagladigi bilinmektedir (Toivanen 2017).

Prostat s1visi ince ve alkalin pH’a sahip st gériniminde bir sivi olmakla birlikte alkali
Ozelligi ovumun bagarili olarak dollenmesini saglamaktadir. Clinkii kadinlarda vajina
salgist asidik karakterdedir. Prostat salgisinin alkali olmasi spermlerin kadin genital
traktusunda canli kalabilmeleri igin gereklidir. Prostat sivisinin iginde su, asit fosfataz,
kolesterol, sitrik asit, amilaz, tamponlayici tuzlar, ¢inko, prostaglandinler, fosfolipidler,
PSA, kalsiyum sitrat, seminalplazmin, fosfat iyonlari, plazminojen ve pihtilasma
saglayict enzim gibi maddeler bulunmaktadir. Dolayisiyla pihtiy1 eritici enzimler pihti
olusturucu enzimler ile birlikte mevcuttur. Prostat sivisi semen sivisinin %30 unu
olusturmaktadir. Ejakiilasyondan hemen sonra semenin pihtilagmasi, onun koitus
sonrasinda vajinanin derin kisimlarina tutunmasini saglamaktadir. Pthtilagsma isleminde
kalsiyum iyonlar1 gorevlidir. Ejakiilasyondan ortalama 15-30 dakika iginde prostat
salgisinda bulunan profibrinolizin, fibrinolizine dontisir ve pihtiyr eritir. Bu islem

likefaksiyon olarak adlandirilir (Toivanen 2017).

2.1.4. Prostat kanserinin etiyolojisi

Temel olarak prostat kanseri ile iligkili dort 6ncelikli epidemiyolojik bulgu saptanmastir.
Bu bulgular yas, irksal farkliliklar, ailesel kalitim ve beslenmedir. Bunlarin disinda

genetik yatkinlik, sosyal aligkanliklar, kilo, giines 15181 ve agir metallere maruz kalma gibi



cevresel etkenler, sigara tlketimi de prostat kanseri riskinin artmasina yol agmaktadir
(Kufe ve ark. 2003).

Prostat kanseri genel olarak ileri yas erkeklerin hastaligidir ve yeni tan1 konmus hastalarin
%75’ inden fazlas1 65 yas lizerindedir. 85 yasinda, prostat kanseri riski tim dinyada
%0,5-20 arasinda degisim gosterir. Yapilan otopsi ¢alismalart sonuglarina gore; 30 yas
erkeklerin %30’u, 50 yas erkeklerin %50’si ve 85 yas iistiindeki erkeklerin biiyiik
cogunlugunun histolojik (latent) prostat kanserine sahip oldugu goézlemlenmistir. 50
yasindan kii¢iik erkeklerde prostat kanseri teshisi %1’ in altinda seyreder (Celen ve ark.
2011).

Prostat kanseri insidansinda etnik populasyonlar ve iilkeler arasinda farklilik gézlenir.
Asya bolgesinde, 6zellikle Japon ve Cinlilerde (yillik olarak 1.9/100.000) diisiik oranda
seyrederken; Iskandinav ve Kuzey Amerika iilkelerinde yiiksek oranda saptanmaktadir
(yillik olarak 137/100.000 ). Beyazlara oranla siyah 1rkta prostat kanseri goriilme orant
yaklasik bir buguk kat artar. Hastaligin gelismesi i¢in en gucli risk faktori aile igerisinde

prostat kanseri 0ykisi bulunmasi, yani genetik yatkinliktir (Celen ve ark. 2011).

Androjenler prostat kanserinin gelisimi ve ilerlemesinde etkilidir. Testesteron, cerrahi
kastrasyon ya da medikal tedavi ile durduruldugunda tiimér azalir. Insiilin benzeri
blytme faktort (IGF-1), timdr hicrelerinin proliferasyon, diferansiyasyon (farklilasma)
ve apoptozunu diizenlemekte gorevlidir. Yiuksek plazma IGF-1 diizeyi ile prostat kanseri
riski, dogru oranti gosterir. Bocek ilaglarina maruz kalan ciftgilerde ve petrol
endiistrisinde ¢aliganlarda prostat kanseri riski artis gosteririrken yiiksek elektromanyetik
alanlarda ¢alisan elektrik saglayici is¢iler arasinda da artmis prostat kanser mortalitesi

gozlemlenmistir (Celen ve ark. 2011).

2.1.5. Prostat kanserinin tanisi
Prostat kanserinin erken teshisi biiyiik 6l¢iide yaygin olarak kullanilan bir prostat spesifik

antijen (PSA) kan testi ile belirlenir ve kesin tan1 i¢in biyopsi yapilir (Kohaar ve ark.

2019). PSA, prostat bezi tarafindan salgilanan bir glikoproteindir ve kan serumundaki
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PSA seviyesinin artig1 prostat kanseri i¢in karakteristiktir. Prostat kanseri stiphesi, PSA
konsantrasyonunun 4 ng/mL'nin iizerine ¢ikmasiyla ortaya ¢ikmaktadir, ancak bu sinir

deger hastanin yasi ile birlikte yiikselmektedir (Tyloch ve Wieczorek 2017).

Prostat kanseri, hastaligin erken evresinde asemptomatiktir, ¢esitli klinik ve patolojik
ilerleme oOzelliklerinden olusur ve agrisiz kanser tipinin biiyliik bir alt kiimesiyle
karakterize edilir. Bu nedenle, prostat kanseri i¢in erken teshis, hastaligin siniflandirmasi
(agriya kars1 agresif) ve tedavi yanitinin tahmini ic¢in kisisellestirilmis bir yaklasim
gelistirmek ¢cok onemlidir. Ancak sUrekli olarak yiiksek PSA seviyelerine sahip bireyler
sonunda biyopsi gegirse bile, bu kanser riski igin kesin olmayan bir belirtectir. Clinki
yuksek serum PSA seviyeleri her zaman kanser varligina karsilik gelmez. Prostatit ve iyi
huylu prostat hiperplazisi (BPH) gibi kanserli olmayan patolojik durumlar da serum PSA
seviyesinin yikselmesini tetikleyerek gereksiz biyopsilere yol agabilir (Kohaar ve ark.
2019).

PCa teshisi genellikle PSA testi ve dijital rektal muayene (DRE) ile taranarak
baslar. Daha kesin tani, daha sonra klinisyene uygun Gleason skorunu saglamak i¢in
kullanilan rastgele transrektal ultrason (TRUS) kilavuzlugunda biyopsilerle
yapilabilir. Bu faktorlerin kombinasyonu ve evreleme, uygun tedavi ve prognozu belirler
(Palmeri ve ark. 2016).

Prostat bezi kanseri, ABD'de erkekler arasinda en sik goriilen neoplazmdir. Polonya'da,
akciger kanserinden (% 20) sonra ve kolon kanserinden (% 12) dnce goriilme siklig1 (%
13) acisindan ikinci sirada yer almaktadir. Son yillarda prostat kanserinin morbidite ve
saptanabilirliginde artis goriilebilmektedir. 75 yasin {izerinde prostat kanseri disindaki
nedenlerle 6len erkek grubunda, otopsi materyallerinde prostat kanseri orant % 50 ile
%75 arasinda degismektedir. Artan tespit edilebilirlik, kan serumundaki PSA seviyesini
belirleyen testlerin yayilmasi ve 6zellikle TRUS olmak iizere ultrason muayenelerinin

gerceklestirilmesi ile iligkilidir (Tyloch ve Wieczorek 2017).

Yasa bagli normal PSA degerleri:
e 40-49 yas: PSA <2.5 ng/mL
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e 50-59 yas: PSA <3.5 ng/mL
e 60-69 yas: PSA <4.5 ng/mL
e 70 ve Ustu: PSA <5.5 ng/mL

2.1.6. Belirtiler

Prostat kanseri gogunlukla hastaligin erken evrelerinde herhangi bir belirti vermez. Bu
donem hastalarinda genellikle goriilebilecek sikayetler:

o Ogzellikle geceleri olan sik sik idrar yapma ihtiyaci

e Idrar yapmaya baslamada gecikme ve bitiminde idrarin damla damla akmayi

strdurmesi

e idrar yapamama

e Ince, zayif ya da kesik kesik idrar yapma

e Idrar yapmada yanma ya da agr1 hissedilmesi

e Cinsel iliski esnasinda agrili ejakiilasyon (bosalma)

e Idrar ya da menide kan goriilmesi

Ge¢ donem prostat kanseri hastalarinda ise kalga, sirt ya da bacak agrilar1 6n plandadir.
Yukaridaki sikayetlerden herhangi biri kanser ya da ciddi olmayan baska saglik
probleminin de belirtisi olabilmektedir. Yani bunlardan birinin bulunmasi bireyin
kesinlikle prostat kanseri oldugu anlami tasimaz. Bu sikayetlerden bir veya daha fazlasini
yasayan Kisilerin, sikayetin sebebini 6grenmek amaciyla mutlaka bir iirologa muayene

olmast tavsiye edilmektedir (Uroonkoloji Dernegi 2016).

2.1.7. Evreleme

Prostat kanserinde uygulanacak tedaviye, hastaligin viicuttaki yayilimi1 dogrultusunda
karar verilir. Bu sebeple prostatta kanser saptanirsa doktorun hastaligin evresini yani
yayginhigin1 6grenmesi gerekecektir. Evreleme yapilirken kanserin sadece prostat
bezinde smirli olup olmadigi; prostat dist yayilim saptandiginda nerelerde oldugu

arastirilmalidir. Bu amag dogrultusunda her hastada gerekmemekle birlikte bilgisayarl
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tomografi, akciger grafisi, manyetik rezonans gorlntileme ve kemik sintigrafisi gibi

goruntileme tekniklerinden yardim almabilir (Uroonkoloji Dernegi 2016).

1. Evre: Prostatta konumlanan timoér, muayene sirasinda el ile hissedilmeyecek
kadar kucuktir ve genellikle prostatin i¢ bdlgelerinde konumlanmig olabilir.
Dolayisiyla rektal muayene ile tan1 konulamaz. Bu durumda PSA yiiksekligi
sebebiyle yapilan biyopside veya idrar yolu tikanikligin1 agmak amaciyla yapilan
TURP operasyonuyla tespit edilebilir.

2. Evre: Bu evrede tumor boyutu parmakla hissedilebilecek blyiiklige ulagsmustir.
Ama heniiz prostat disina yayilmamaistir.

3. Evre: TUmor prostat kapsuliniin digina tasmis veya meni keselerine yayilim
gostermistir.

4. Evre: Bu evre metastatik evredir. Timorin cevre dokulara ya da kemik,
karaciger ve akciger gibi uzak organlara metastazi gerceklesmistir (Uroonkoloji
Dernegi 2016).

2.1.8. Androjen-bagimh prostat kanseri

Androjen sinyali prostat bezinin normal gelisimi, cogalmasi ve farklilasmasinda kritik rol

oynamaktadir ve ligand-bagimli bir transkripsiyon faktorii olan androjen reseptorii

araciligi ile ger¢eklesmektedir (Alimirah ve ark. 2006, Simmons 2006). Prostatik blytime

ve farklilagsma i¢in androjen sinyali her ac¢idan esansiyeldir, ¢linkil prostat andojenler

yoklugunda olusmamaktadir (Abate-Shen ve ark. 2008). Androjenler peptit biyime

faktorleri ile birlikte prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu aktive etmektedir. AR

inaktivasyonu ise prostat kanseri hiucrelerinde DNA replikasyonunu ve S fazina gegisi

engellemekte ve hiicre 6limuni tetiklemektedir. Dolayisiyla Sekil 2.4.’te goriildiigi gibi

azalan AR aktivitesi yasamsal mekanizmalar1 zayiflatirken artan AR aktivitesi

proliferasyona yol agmaktadir (Reddy ve ark. 2006).
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Sekil 2.4. Prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonu ve yasayabilirliginin
regililasyonunda AR’nin hiicre dongiisii bagimli aktivitesi (Reddy ve ark. 2006).

Bugun androjenler blylk o6lgide flutamid ve bikalutamid gibi farmasdétik ajanlar ile
inhibe edilmesine ragmen androjen-yoklugu (androjen ablasyonu) prostat kanseri ile
mucadelede en etkili terapotik arag olarak kalmistir (Simmons 2006). Androjen ablasyon
terapisine yanit olarak baslangicta bir gerileme gozlense de hastalik genellikle zaman
icerisinde geleneksel tedaviye yanit vermeyen ve yiiksek derecede agresif androjen-
bagimsiz (hormon-refraktuvar veya kastrasyon direncli) metastatik prostat kanserine
gecis gostermektedir (Reddy ve ark. 2006, Simmons 2006).

2.1.9. Androjen-bagimsiz prostat kanseri

Prostat kanserinin ikinci evresi olarak tanimlanan androjen-bagimsiz prostat kanserinin
gelisimi i¢in AR aktivitesinin regiilasyonunun bozulmasi ile iligkili olarak bir¢ok model
gelistirilmistir (Bennett ve ark. 2010, Nelson ve ark. 2003). Bu modeller AR gen
amplifikasyonunu, AR ekspresyon seviyesinin degisimini, ko-regulatorlerin
mutasyonlarini, bliylime faktorii sinyalinin degisimi sonucu AR ’nin kinaz aktivasyonunu,
AR somatik mutasyonlarin1 ve AR’yi aktive eden anti-apoptotik Bcl-2 ve diger
onkogenlerin asir1 ekspresyonlarini igermektedir (Basu ve Tindall 2010, Bennett ve ark.
2010). Sonuc olarak her bir mekanizma prostat kanseri hticrelerinin androjenlere cevap

verme yetenegini bagimsizlik veya asir1 duyarlilik seklinde degistirmektedir (Schulz ve
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ark. 2003). Butlin bu mekanizmalarin AR sinyal yolaginin aktivasyonunu degistirmesi
nedeniyle androjen ablasyon terapisinde basari elde edilememektedir (Nelson ve ark.
2003).

2.1.10. Prostat kanseri hiicre hatlari

Hicre hatlari, siklikla laboratuvar ¢alismalarinda ve in vitro kanser arastirmalarinda
model olarak kullanilir. Hiicre hatti kullanimmin birgok avantaji mevcuttur. Sinirh
kosullarda bile sinirsiz lireyebilme yetenegine sahiptirler ve muamele edilmeleri kolaydir.
Bunlara ek olarak, yiiksek derecede homojenite gosterip donmus stoklardan kolaylikla
kullanilir hale getirilebilirler. Biitiin bu avantajlarina karsin dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. Hiicre hatlar1 genellikle kiltlirde fenotipik ve genotipik sapmalara egilim
gosterirler. Ayrica, alt kiiltiirler olusabilir ve zamanla poplilasyonda bulunan daha hizli
biiyliyen ve Ozellikli klonlarin segimiyle fenotipik degisikliklere neden olabilirler

(Horoszewicz 1983).

e [NCaP

LNCaP hucreleri, onkoloji alaninda yaygin olarak kullanilan insan hiicrelerinin bir hiicre
dizisidir. 1977'de JS Horoszewicz ve arkadaslar1 tarafindan, metastatik prostat kanseri
tanist konmus 50 yasindaki bir Kafkas erkekte (kan tiirii B +) sol supraklavikiiler lenf
diiglimiiniin igne aspirasyon biyopsisinden izole edilmistir (Sekil 2.5.). Yapisik, tek
hiicreler ve gevsek bagli kiimeler seklinde bulunabilen epitelyal LNCaP hiicreleri

hormon-duyarl insan prostat adenokarsinom hcreleridir. (ATCC 2021).
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ATCC Number: CRL-1740
Designation: LNCaP clone FGC
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Sekil 2.5. LNCaP Hiicre Hatlarinin Mikroskopik Goériintiisii (ATCC 2021).

2.1.11. Prostat kanseri tedavisi

Hormon-bagimli olarak gelisim gosteren prostat kanserinin g¢esitli evreleri i¢in farkl
tedavi secenekleri gelistirilmeye c¢alisilmaktadir. Erkek hormonlart (androjenler)
prostatin biiylimesini saglar. Bugiin androjenler biiylik 6l¢iide flutamid gibi farmasotik
ajanlar ile inhibe edilmesine ragmen androjen yoklugu prostat kanseri ile miicadelede en
etkili terapotik yaklagim olarak kullanilmaktadir. Baslangigta androjen yokluk terapisi
timor hiicre proliferasyonunun azalmasina ve timor boyutunun kii¢lilmesine neden
olmakta (Huggins 1967), daha sonra 2-3 yil igerisinde yiliksek derecede agresif ve
androjen-bagimsiz metastatik prostat kanserinin yeniden olugmasina yol agmaktadir. Bu

asamadan sonra herhangi bir tedavi yontemi bulunmamaktadir (Simmons 2006).

Giiniimiiz klinik bagarilar1 genel sagkalim siiresini uzatabilmesine ragmen, prostat kanseri
nedeniyle her y1l ortalama 30.000 erkegin hayatin1 kaybettigi bilinmektedir. Metastatik
olgularda, androjen reseptor sinyal yolaklar1 6nemlidir ve androjen deprivasyon
(baskilama) tedavisi (ADT) standart tedavi sayilir. Ancak AR’lerinin genetik
aberasyonlar1 sonucunda tedavide basarili olmak oldukca gii¢ hale gelmektedir. Clinkd,
genellikle 12-36 ay icinde prostat kanseri hastalar1 androjen ablasyonuna direng
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gelistirirler ve kastre diizeydeki testosterona ragmen androjen bagimli/bagimsiz sinyaller,

kanser hicrelerinin proliferasyonuna neden olur (Konag and S6zen 2014).

Anti-androjen tedavisi olan veya olmayan bireylerde radyasyon tedavisi ve cerrahi,
prostat karsinomu i¢in anahtar tedavilerdir. Tiimdoriin evresine ve uygulanan i1sinlamanin
tiiriine bagl olarak, prostat kanseri hastalarinin % 90 kadar1 radyoterapi ile kalic1 olarak
tedavi edilebilir. Bununla birlikte, normal doku toksisitesi, bir tlimdriin iyilestirici
radyasyon dozunun verilmesini smirlayabilir ve bu nedenle, etkili eksternal 1sin
radyoterapisinin onundeki en biylk engellerden birisidir. Radyoterapi sonrasi prostat
kanserinin lokal niiksii, kanser hiicrelerinin radyorezistansina baglanabilir. Prostat
kanserinin radyorezistansina katkida bulunan molekiiler mekanizmalar ve hiicresel
oOzellikler arasinda, PI3K/Akt ve mTOR gibi sinyal yollarinin aktivasyonlar, DNA
onarim yollarindaki degisiklikler, otofaji, epitelyal-mezenkimal gecis ve kanser kok
hiicrelerinin potansiyel varlig1 yer almaktadir. Prostat kanserinde rol oynayan diger bir
onemli faktor timor mikrocevresidir. Timor ilerlemesi ve tedavi yaniti, radyasyon
tedavisinin bir sonucu olarak timér mikro ortamindaki degisikliklerden
etkilenebilir. Yeni tedavi segenekleri i¢in olanaklar sunan radyasyon terapileri tarafindan
tetiklenen immiinomodiilator degisiklikler bununla yakindan iliskilidir. Radyoterapi
sonrast kanser hiicrelerinin metabolizmasindaki degisiklikler de hiicrelerin
radyosensitivitesini degistirebilir. Yine de, radyorezistansin ortaya c¢ikmasi, prostat
kanserinin lokal olarak yenilenmesini ve metastazin1 destekleyen, bir¢ok hasta icin daha
az etkili tedavilere yol agacak sekilde oldukg¢a tahmin edilemezdir. Radyasyon
tedavilerinin etkinligini daha da artirmak icin yardimci tedavilere acilen ihtiyag

duyulmaktadir (Seifert ve ark. 2009).
2.1.12. Tedavide kullanilan ilaclar
e LHRH (Luteinlestirici hormon salgilatici hormon agonistleri): Testislerden
testosteron yapimi engellenir (Leuprolid ve Goserelin gibi).

e Antiandrojenler:  Erkeklik hormonlarmin etkileri baskilanir  (Flutamid,
Bikalutamid, Nilutamid gibi).
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e Diger Ilaglar: Bobrek tstl bezinden androjen tiretimi engellenir (Ketokanazol ve

Aminoglutetimid gibi) (Uroonkoloji Dernegi 2016).

2.1.13. Prostat kanseri ile iliskili molekiiler degisiklikler

Prostat kanseri gelisiminin molekiiler belirteglerinin daha iyi anlasilmasi, bu hastaligin
timorlesme potansiyelinin agiklanabilmesi igin gereklidir (Kufe ve ark. 2003). Aslinda
prostat patogenezinden sorumlu olan tek bir tiimor baskilayici geni yoktur ve rapor edilen
genetik degisimlerin siklig1 oldukca degiskendir. Bu durum olasilikla prostat kanserinin
heterojenik ve cok odakli o6zelligini temsil etmektedir (Hallstrom 2007). Androjen
reseptorii, PTEN ve RNaseL. mutasyonlart, TMPRSS2 ve ETS transkripsiyon faktorleri
arasindaki kromozomal translokasyonlar ileri faz prostat kanserinde tanimlanmaistir.
Bununla birlikte tiimoriin baglangici ve erken intraepitel neoplastik biiylimeden sorumlu
0zgiil genler ve molekiiler yolaklar hakkinda sinirh bilgiler mevcuttur (Abdulkadir ve ark.
2002, Song ve ark. 2009).

Normal prostate

epithelium
¢ Germ:-line mutations
RNASEL, ELACZ, MSR1
Proliferative inflammatory
atrophy
GSTPI CpG isl.and — Chromosome &q gain
hypermethylation a
- Chromosome 8p loss
Decrease in p27 " PR
S > Prostatic intraepithelial
Decrease in NKX3.1 — neoplasia
‘ - Loss of sequences
B 10q, 13q, 16q
Decrease in PTEN —» Localized prostate
cancer g— Gains of sequences at
l 7p, 79, Xq
AR gene L <ol pre
mutation or — e

amplification l

Sekil 2.6. Prostat kanserinin molekiler patogenezi (Nelson ve ark. 2003).
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e HPC1/RNASEL

Ilk rapor edilen prostat kanseri duyarlilik lokusu HPC1 kromozom 1q24-25 (izerinde yer
almaktadir. HPC1 lokusu hiicre proliferasyonunu ve apoptozu regiile eden bir enzimi
kodlayan RNaseL genini icermektedir. RNaselL mutasyonlar1 prostat kanseri i¢in artan
risk ve erken baslangi¢ (65 yasindan once) ile iliskilidir ve HPC1 kaybi daha agresif
prostat kanserine yatkinliga yol agmaktadir. Tek niikleotid polimorfizmi RNaseL
enzimatik aktivitesini dogasal tip enzime gore ii¢ kat azaltmaktadir (Shand ve Gelmann
2006, Simmons 2006).

e HPC2/ELAC2

[k klonlanan prostat kanseri duyarlilik geni ELAC2, HPC?2 lokusundan izole edilmistir.
ELAC2 kromozom 17pl12 iizerinde lokalize olmustur ve DNA onarimu ile ilgili bir
proteini kodlamaktadir. iki yanlis anlamli varyanti, Ser217Leu ve Ala541Thr, ELAC2
aktivitesini degistirmemektedir ancak artan prostat kanseri riski ile iliskilidir (Simmons

2006).

e RBI1

Prostat kanserinde ikinci siklikta kaybedilen bolge (%50) 13g°dur. 13q14 kayb1 i¢in en
giliclii timor baskilayict aday retinoblastoma, RB1, genidir ve RB1 mutasyonlari lokalize
ve invasif prostat kanserlerinde bulunmaktadir. Retinoblastoma gen tirlinii, pRB, S-fazina
gecisi engelleyerek hiicre dongiisiinii regiile etmektedir. Ayrica pRB’nin prostat

hiicrelerinde o6zellikle androjen yokluguna yanit olarak apoptozu regiile ettigi de

diistiniilmektedir (Abate-Shen ve Shen 2000, Simmons 2006).

e PTEN/MMAC1
Ileri evre prostat kanserlerinin cogunlugunda kaybedilen 1023 kromozomal bolgesinde
haritalanan PTEN tiimor baskilayict geni potansiyel regiilator genlerden birisidir (Abate-

Shen ve ark. 2003, Kim ve ark. 2002). PTEN, hedefi fosfotidilinozitol 3,4,5-trifosfat
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(PIP3) olan bir lipid fosfatazi kodlamaktadir (Abate-Shen ve ark. 2003, Shand ve
Gelmann 2006). PTEN kaybi mutasyonla veya metilasyon yoluyla gen susturulmasi
nedeniyle ger¢eklesmektedir (Hallstrom 2007). PTEN fonksiyon kayb1 PIP3 birikimi ile
sonuglanmakta ve AKT gibi efektor molekiillerin aktivasyonuna yol agmaktadir. AKT ise
anahtar sinyal molekiillerini fosforilleyerek hiicre yasamini, mitozu ve anjiogenezi
uyarmakta ve apoptozu inhibe etmektedir. Dolayisiyla PTEN ekspresyonunun yoklugu

anormal hiicre ¢ogalmasi ile sonug¢lanmaktadir (Lei ve ark. 2006, Simmons 2006).

e CDKNI1B (p27/kipl)

12p12-13 kromozomundaki kayiplar genellikle ileri prostat kanserlerinde
gerceklesmektedir. CDKNI1B, pRb fosforilasyonunu engelleyerek hiicre dongiisiiniin
ilerlemesini durduran bir siklin-bagimli kinaz (CDK) inhibitorii 15p27°yi kodlamaktadir
(Shand ve Gelmann 2006, Simmons 2006). p27 inaktivasyonu, ekpresyonunun kaybi
veya normal olmayan bir fosforilasyon ya da ubikitinasyon nedeniyle hiicresel
lokalizasyonunun degismesi sonucu ger¢eklesmektedir (Abate-Shen ve Shen 2000,
Simmons 2006). Ek olarak PTEN, PI3K-AKT yolagimi inhibe ederek p27 protein
seviyesini artirmaktadir. Dolayisiyla PTEN fonksiyonunun kayb1 diisiik p27 seviyeleri ile
sonuclanmakta ve dolayisiyla prostat kanserinde azalan veya yok olan p27 ekspresyonu
timor derecesi ile iliskilendirilmektedir (Nelson ve ark. 2002, Shand ve Gelmann 2006).

e P53

p53 lokusunu iceren kromozom 17pl3°de allelik kayip %50 oraninda ileri prostat
kanserinde ve metastazda gergeklesmektedir (Jiang ve ark. 2006, Simmons 2006). p53,
G1/G2 ve G2/M gegislerinin anahtar diizenleyicisini kodlamakta ve DNA onarim
genlerinin uyarilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. p53 ya biiytimenin durdurulmasin
ve DNA onarimim1 uyarmakta ya da stresin uzunluguna bagli olarak apoptozun
baglamasina yol ac¢maktadir. Sonu¢ olarak p53 inaktivasyonu DNA onarim
mekanizmasindaki azalmayla sonug¢lanmaktadir (Abate-Shen ve Shen 2000, Hallstrom
2007, Simmons 2006).
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e C-MYC

Hormon-duyarsiz ve metastatik prostat kanserinde en yaygin goriilen (%90) kromozomal
degisikliklerden biri de 8 kromozomunun kazanilmasidir (Schulz ve ark. 2003, Simmons
2006). C-MYC bircok insan kanserinde aktive olan bir transkripsiyon faktérudir ve hiicre
dongiisiiniin ilerlemesi ile DNA replikasyonunu tetiklemektedir. En ¢ok kullanilan iki
prostat tiimor hiicre hattt LNCaP ve PC-3 6nemli derecede C-MYC amplifikasyonuna ve
artmig ekspresyonuna sahiptir (Simmons 2006).

e GSTP1

Prostat kanserinde en fazla degisen genlerden biri glutatyon S-transferaz smif pi
(GSTP1)’dir. Glutatyon S-transferaz, glutatyonun reaktif oksijen tirleri (ROS) ile
birlesmesini katalizleyerek hiicreleri DNA hasar1 ajanlarindan korumaktadir. Metilasyon
yoluyla GSTP1 promotdriiniin susturulmasi yaklasik %95 oraninda prostat kanserinde ve
%70 oraninda PIN lezyonunda belirlenmistir ki bu durum GSTP1 susturulmasinin prostat
timorlesmesinde erken bir olay oldugunu gostermektedir (Hallstrom 2007, Simmons
2006). GSTP1 fonksiyonunun kaybi prostat hiicrelerini karsinojenlere karsi savunmasiz
birakarak liiminal hiicrelerin neoplastik transformasyonuna ve tiimorlesmeye Yol
acmaktadir (Hallstrom 2007, Nelson ve ark. 2002, Simmons 2006). Prostat hticrelerinde
GSTPI1 bir onkogen veya bir tiimor baskilayict gen olarak degil, prostat hiicrelerini
genomik hasara karsi koruyan koruyucu (caretaker) gen olarak rol oynamaktadir (Nelson

ve ark. 2003, Nelson ve ark. 2002).

e NKX3.1

NKX3.1 prostatta eksprese edildigi bilinen az sayidaki regiilatdr proteinlerden birini
temsil etmektedir (Bhatia-Gaur ve ark. 1999). PIN lezyonlarinin ve prostat tiimorlerinin
biiyiik bir ¢ogunlugu ile iligkili olan heterozigotlugun kaybedilmesi genellikle NKX3.1
geninin lokalize oldugu 8p21 kromozomunda gerceklesmektedir. PIN lezyonlarinin
%50’sinde ve metastatik tiimorlerin %80’ ninde NKX3.1 ekspresyonu azalmakta veya

yok olmaktadir. (Song ve ark. 2009). NKX3.1’in tek bir allelinin kaybedilmesi epitel
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hiperplazi olusumu igin yeterli olmaktadir (Abdulkadir ve ark. 2002). insan prostat
kanseri dokularinda mutasyon analizleri sonucunda NKX3.1’in kalan allelinde herhangi
bir somatik mutasyon olgusuna rastlanilmamis, ancak prostat kanserinde tiimor gelisimi
ile birlikte NKX3.1 ekspresyonunun tamamen kaybi gozlenmistir (Bethel ve ark. 2006,
Bowen ve ark. 2000, Shand ve Gelmann 2006, Voeller ve ark. 1997, Xu ve ark. 2000).
Ek olarak prostat kanseri hicrelerinde metilasyonun ve histon deasetilasyonunun
inhibisyonu sonucu NKX3.1 ekspresyonunun aktive olmadigi ve CpG adaciklarinin
metilasyonunun yiiksek oranda gézlenmedigi bulgulanmistir (Asatiani ve ark. 2005).
Bununla birlikte NKX3.1’in homeodomain yapisini ve DNA-baglanma aktivitesini
degistiren esey hiicresi (germ line) mutasyonunun (homeodomain icerisindeki T164A
mutasyonu) kalitimsal prostat kanseri yatkinligina yol agtig1 ve dolayistyla NKX3.1’in
prostat dokusunda tiimorlesmeye neden olan diger genetik degisiklikleri engelleyen bir
gorevli (gatekeeper) gen olarak rol oynadigi diisiiniilmektedir (Song ve ark. 2009, Zheng
ve ark. 2006). Sonug olarak prostat kanserinin gelisimi ve ilerlemesi, sozii gecen spesifik
kromozom bdlgelerinin ve aday timor baskilayici genlerin kaybi ile iligkili olarak
gerceklesmektedir (Sekil 2.7.) (Abate-Shen ve Shen 2000).

Prostatic
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> . _) < - 5 __» . —’ .
epithelium :;g;f::;halmn\}) carcinoma MEERLEL:
Loss of basal cells Loss of basal lamina Androgen-independence
Loss of 8p21 Loss of 10g Loss of 13q Loss of 17p
NKX3.1 PTEN Rb p53

Sekil 2.7. Insan prostat kanseri ilerlemesi. ilerleme asamalar1 spesifik kromozom
bolgelerinin ve aday timor baskilayici genlerin kaybi ile iligkilidir (Abate-Shen ve Shen
2000).

Prostat kanseri hiicre fenotipinin kritik belirleyici faktorleri olan karsinojen savunmasi
(GSTP1), biiylime faktorii sinyal yolaklar1 (NKX3.1, PTEN ve p27) ve androjenler (AR)
prostat kanseri gelisiminde anahtar molekiiler degisiklikler olarak tanimlanmaktadir.

Normal prostatta NKX3.1, PTEN ve p27 prostat hiicrelerinin biiylimesini ve yasamasini
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regiile etmektedir. PTEN’in ve NKX3.1’in yetersiz miktarlar1 ¢esitli mekanizmalar
araciligryla p27 seviyesinin azalmasina dolayisiyla proliferasyonun artmasi ve apoptozun
azalmasina yol agmaktadir (Sekil 2.7). Tiim bu molekiiler degisiklikler prostat kanserinin

tan1 ve tedavisi i¢in 6zgiil hedefleri tanimlamaktadir (Nelson ve ark. 2003).

Sekil 2.8. Prostat kanseri patogenezindeki molekiiler degisiklikler. Kirmiz1 X isaretleri
bloke edilen prosesleri ve liretilmeyen molekiilleri, noktali ana hatlar seviyesi azalan
molekiilleri, A harfi mRNA’nin poliA kuyrugunu temsil etmektedir. NKX3.1-AKT
etkilesimi heniiz kanitlanmadigi icin soru isareti ve noktali ok ile gosterilmistir (Nelson
ve ark. 2003).

2.2. ER Stresi

2.2.1. Endoplazmik Retikulum nedir?

Endoplazmik retikulum (ER), hiicresel homeostaz, gelisme ve stres tepkisi i¢in gerekli
¢ok sayida islevi olan dinamik bir hiicre i¢i organeldir (Bravo ve ark. 2013). Hicrenin en
biylk organeli olan endoplazmik retikulum; protein sentezi ve transportu, protein

katlanmasi, lipid ve steroid sentezi, karbonhidrat metabolizmas1 ve kalsiyum depolanmasi
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gibi ¢ok cesitli roller tistlenmistir (Schwarz ve Blower 2016). Sekretor yolaga giris igin
portal gorevi listlenen ER’de hiicrenin toplam protein sentezinin %30’luk bolimi

gerceklesmektedir (Bastiaansen ve ark. 2015).
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Sekil 2.9. ER yapisi ve genel fonksiyonlar (Bravo ve ark. 2013).

ER, siklikla hiicresel ekso-endositik yolla iliskili olmasina ragmen hem yapisit hem de
islevi agisindan karmasik bir organeldir (Sekil 2.9.) (Bravo ve ark. 2013). 1945 yilinda
Keith R. Porter, Albert Claude ve Ernest F. Fullam tarafindan elektron mikroskobu ile
yapilan c¢alismalarda, hiicre sitoplazmasmin dantel seklinde bir ag manzarasi
goriiniimiinde oldugu bulgulanmistir. Bu ag yapi1 hiicrenin ektositoplazmasinda
goriilmediginden bu arastirmacilar buna endoplazmik retikulum (plazma ig¢i ag1) ismini
vermiglerdir. Yapilan daha derin ¢alismalarda ER’nin sitoplazmada bulunan bir koful
sistemi oldugu ve bu sistemin bir zarla ¢evrili oldugu sonucuna varilmistir. ER, sekretuar,
liiminal ve membran proteinlerinin katlanmasi, translasyon sonras1 modifikasyonlar1 ve

tasinmasindan sorumlu olan temel bir organeldir ve bu nedenle, hiicresel homeostazin
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korunmasinda 6nemli bir rol oynar. Yeni sentezlenen ve salgilanan zar proteinleri,

modifikasyon i¢in endoplazmik retikuluma aktarilir (Liu ve ark. 2016).

2.2.2. ER stresi nedir?

ER homeostazini ve uygun ER isleyisini degistiren kosullar ER stresi olarak bilinen bir
durum olusturur. ER stresi, ER'nin proteinleri katlama ve aktarma kabiliyeti ile yanls
katlananlarin bozulmasi arasindaki denge bozuldugunda ortaya ¢ikar (Siwecka ve ark.
2019). ER lumeninde toksik, katlanmamis proteinlerin birikmesi nedeniyle hiicre
biitiinligline ¢ok zararli olabilecek bu duruma bircok farkli faktdr yol acabilir. Bu
nedenle, ER homeostazinin eski haline getirilmesi, hiicrenin hayatta kalmasi i¢in ¢ok
onemlidir. ER stresine maruz kalan hicreler, stresi azaltmak i¢in yetersiz kalirsa hiicre
6liimiine yol agan bir dizi islemi aktive eder. Hiicresel strese yanit olarak, iyi kurulmus
bir sinyal kaskadi, katlanmamis protein yaniti (UPR) aktive edilir. Bu karmagsik
mekanizma, hiicresel homeostazi yeniden kurmanin ve tetikleyici stresi hafifletmenin
6nemli bir yoludur. Ortaya ¢ikan kanitlar, UPR'nin kalsiyum ve lipid transferi dahil olmak
tizere ¢esitli mekanizmalar yoluyla hiicresel metabolizmay etkiledigini ve bu siireglerin
norodejenerasyon, kanser, diabetes mellitus ve kardiyovaskiiler hastalik dahil olmak
lizere hastalik patogenezine dahil olma olasiligini artirdigin1 gostermistir (Bravo ve ark.

2013).

ER stresine hiicresel yanit, UPR olarak bilinir. Prensip olarak UPR, paralel ve seri olarak
hareket eden coklu stratejiler kullanarak ER'nin normal isleyisini eski haline getirmeye
calisir. Ornegin, ER saperon proteinlerinin ekspresyonu, protein agregasyonunu énlemek
ve dogru protein katlanmasini kolaylastirmak i¢in artar. Ayrica, ER'den gegen protein
miktari, protein translasyonunun gegici olarak engellenmesi ile azaltilir. Bunun yani sira,
membran lipidlerinin sentezini uyararak ER hacmi artar. Son olarak, katlanmamig
proteinlerin bozulmasi, endoplazmik retikulum ile iliskili protein yikimi (ERAD) siirecini
aktive ederek artar (Bravo ve ark. 2013).

Buyik miktarlarda yanlis katlanan proteinlerin tiretilmesi, yiiksek 1s1 sebebiyle katlanan

proteinlerin yeniden agilmasi, mutant proteinlerin Gretilmesi, artan protein trafigi,
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glukozun azalmasi ve viral enfeksiyonlarin timii ER igin ciddi stres kaynaklaridir
(Yoshida 2007). Endoplazmik retikulum stresi, toplu olarak UPR olarak adlandirilan bir
dizi sinyal yolunu aktive eder (Lin ve ark. 2007). ER, oksidatif hasara nispeten duyarli
bir organel oldugundan, strese karsi UPR sinyal yolunun aktivasyonuna neden
olur. UPR’nin sonucu, ¢ok sayida faktore bagli olarak, pro-survival ve pro-apoptotik dal
arasinda degisebilir ve bunlar arasinda gegis yapabilir. Bu nedenle kanser hiicresinin

kaderine karar vermede karsit etkiler gosterir (Siwecka ve ark. 2019).
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Sekil 2.10. Memeli ER stres tepkisi. ER’de katlanmamig proteinlerin birikmesi ER
stresini indiikler ve hiicreler bununla basa ¢ikabilmek icin ER stres tepkisini uyarir.
Memeli ER stres tepkisi 4 mekanizmadan olusur: 1) translasyon zayiflamasi; 2) ER
saperonlarinin ifadesi; 3) gelistirilmis ERAD; 4) apoptoz (Yoshida 2007).

ER'de katlanmamis proteinlerin birikmesi ER stresini indiikler ve hiicreler basa ¢ikmak
icin ER stres tepkisini uyarir (Sekil 2.10.). Memeli ER stres tepkisi dort mekanizmadan
olusur. Birincisi, katlanmamis proteinlerin daha fazla birikmesini Onleyen protein
sentezinin zayiflatilmasidir. Ikincisi, katlama kapasitesini artirmak igin ER saperon
genlerinin transkripsiyonel indiiksiyonudur ve {igiinciisii, ERAD yetenegini artirmak igin

ERAD bilesen genlerinin transkripsiyonel indiiksiyonudur. Dérdiinciisii, organizmanin
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hayatta kalmasini saglamak i¢in ER stresinin zarar verdigi hiicrelerin giivenli bir sekilde

yok edilmesi icin apoptozun indiksiyonudur (Yoshida 2007).

2.2.3. Protein katlanmasi ve hiicrelerin yanhs katlanmaya tepkisi

Protein katlanma sireci hatasiz bir siire¢ degildir. Yeni sentezlenen proteinlerin tigte
birlik boliimiiniin hatali katlandigi bilinmektedir. Proteinler uygun sekilde katlanmis
olsalar da, 1s1 ve ER stresi gibi hiicresel streslere siirekli olarak maruz kaldiklarindan,
hicre igerisinde siklikla aginmaya ugramaktadirlar (Nishikawa ve ark. 2005). Hatali
katlanan ya da agrege olan proteinler, hiicre i¢in son derece sitotoksiktir. Hatali formdaki
proteinlerin ER liimeninde birikimi, serbest saperon seviyelerini diigiirerek “ER stresi”
adi verilen siireci tetiklemektedir. Hiicrelerin bu stres ile basa ¢ikabilmeleri ancak ER nin
protein katlama kapasitesini arttirmasi ve hatali katlanan proteinlerin protein yikim
stirecine yonlendirilerek etkisiz hale getirilmesi ile mimkindir. Bu amacla hiicrelerde
Katlanmamis Protein Cevab1 (UPR, unfolded protein response) adi ile bilinen yolak
devreye girmektedir (Nishikawa ve ark. 2005). UPR, ER'nin metabolik ve protein katlama
verimliligini eski haline getiren ER stresini hafifletmek i¢in gelistirilmis adaptif bir
mekanizmadir. UPR'nin aktivasyonu, ER zarinda bulunan {ii¢ stres sensoriiniin
uyarilmasiyla baslatilir: PKR-benzeri endoplazmik retikulum kinaz (PERK), Inozitol
gerektiren enzim 1 (IRE1) ve aktive edici transkripsiyon faktori (ATF6) (Santamaria ve
ark. 2019). Bu ii¢ UPR dali, katlanmamis protein seviyelerini azaltarak hiicre sagkalimini
arttirir. UPR sinyali, ER stresi azaltilmazsa apoptotik hiicre 61imuni de destekler (Lin ve
ark. 2007). UPR yolagi, ER membraninda BiP proteinine bagl inaktif formda tutulan ve
IRE1, ATF6 ve PERK olarak adlandirilan lokalize 3 adet transmembran 6zellikteki ER
sensor proteini araciligiyla kontrol edilmektedir. ER stresinin indiiksiyonu sonrasi
represor olarak gorev yapan BiP’in sensorlerden uzaklagmasi, ER sensor proteinlerinin
aktivasyonuna neden olmaktadir (Nishikawa ve ark. 2005). Hatal1 katlanmis proteinler ile
hlcrenin mucadele etme yollarindan bir digeri ise Endoplazmik Retikulum iligkili protein
yikimi (Endoplasmic reticulum-associated degradation; ERAD) adi verilen bir
mekanizmayla taninmasi ve proteazomal yikima sevk edilmesidir (Friedlander ve ark.

2000).
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Endoplazmik retikulumda sentezlenen proteinler, ER saperonlarinin yardimiyla uygun
sekilde katlanir. Yanlis katlanmis proteinler, ERAD ile atilir. Katlanmamis protein
miktar1 ER'nin katlanma kapasitesini astiginda, insan hiicreleri ER saperonlarinin ve
ERAD bilesenlerinin ifadesini indlkleyen ve ER Uzerindeki yikl azaltmak icin gecici
olarak protein sentezini zayiflatan UPR adi verilen bir savunma mekanizmasini
etkinlestirir. Ug  bagimsiz yanit yolunun; saperonlarn ve ERAD bilesenlerinin
ekspresyonunun indiiksiyonu ile translasyonel zayiflamanin ayr1 ayr1 diizenledigi ortaya
cikmustir (Yoshida 2007).

Proteinler saperonlara baglanir ve ilk olarak kendi i¢lerinde distlfiir kopriileri olusturur.
Daha sonrasinda o proteini olusturan amino asitlerin hidroksil, amin gibi peptit baglarina
katilmayan serbest polar gruplar, hidrojen baglari ve Van Der Vaals kuvvetleri ile
birbirlerini ¢ekip, iterek proteinin katlanip son seklini almasini saglar. Katlanma
sonrasinda glukozidaz Il, katlanan proteinin ucunda kalan son glukozu koparir. Ugtaki
son glukoz koptugunda saperon tuttugu katlanmis proteini birakir. Eger katlanma
dogruysa bu proteinin ER’dan disar1 ¢ikmasma yol agar. Normalde seker gruplari
katlanmis proteinin hidrofobik kisimlarini ortecek sekilde 6yle kritik noktalara takilmistir
Ki, eger protein yanlis katlanirsa sekerler i¢, hidrofobik kisimlar dis tarafta kalir. Bu tarz
durumda 2 sey gerceklesmektedir;

e llk olarak sekerler, icte kalan yanlis katlanmis proteinlere baglandigi icin, EDEM
(ER degradation-enhancing 1,2-mannosidase-like protein) adli bir enzim hatali
katlanan bu proteinleri tanir ve ardindan onlar1 parcalanmaya gonderir. Bu
pargalanma ERAD adi verilen, hatali katlannis proteinlerin bikitinle
etiketlenerek, proteazomda par¢alanmasina iligkin bir streci kapsar (Sekil 2.11.).

e Ikinci olarak, dogru katlanmayan proteinlerin dis tarafinda kalan hidrofobik
kisimlara Grp78 (glucose regulated protein 78) baglanir. Grp78, normalde ER’un
membraninda bulunan 3 farkli proteinin i¢ tarafa bakan uglarina yapisir ve bu

proteinlerin inaktif sekilde beklemelerini saglar (Yoshida 2007).

28


https://febs.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Yoshida%2C+Hiderou

Man@GicMAc2-folded protein

idasea I, 1l

GlesManaGichac-unfolded protsin Gle1ManBGichAc2-unfolded protein Man2GleNAc2-unfolded protein

K MangGlcNAc2 folded prUJ

Glot MangGlkeMAcZ-untolded protein ManBGlcMAc2-unfolded protein

| v

| » ERAD # Golgi apparatus

Sekil 2.11. Glikoproteinin katlanmasi ve bozulmasi. ER'de sentezlenen yeni olusan
glikoproteinlerin seker zincirleri, glukozidaz I veya II tarafindan kesilir ve bir glikoz
kalintis1 igeren polipeptitler, kalneksin dongiisii ile katlanir. Kalneksin dongusu
tarafindan katlanamayan bir polipeptit kalintisi, mannosidaz I tarafindan ¢ikarilir ve daha
sonra polipeptitler, EDEM tarafindan taninir ve ERAD tarafindan bozulur (Yoshida
2007).

2.2.4. GRP78

Grp78, glukozun azalmasina bir yanit olarak daha fazla tretilen bir proteindir. Diger ad1
BiP’tir. HSPAS adli bir gen tarafindan kodlanir ve “Heat shock protein 70kDa” protein
ailesine mensup bir saperondur (Yoshida 2007). Grp78, “glukozun diizenledigi protein”
anlamia gelen “Glucose regulated protein” sozciiklerinin bas harflerinden tiiretilmistir.
Mol agirliginin 78kDa olmasi sebebiyle bu ismi almigtir. Grp78 immunoglobulinlerin
agir zincirlerine baglanir. Bu sebeple bazi bilimsel eserlerde Grp78 yerine
“Binding immunoglobulin protein” sozciiklerinin bas harflerinden tiiretilmis olan BiP
kisaltmasi kullanilmaktadir (Yoshida 2007).

29

mannosidase |



https://febs.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Yoshida%2C+Hiderou

Hiicresel stresi algilama esas olarak BiP olarak da bilinen ER yerlesik bir saperon olan
GRP78'e (HSPAS) baglidir (Santamaria ve ark. 2019). ER stresinin indiiksiyonu sonrasi
represor olarak gorev yapan BiP’in sensorlerden (IREL1, PERK ve ATF6) uzaklasmasi,
ER sensor proteinlerinin aktivasyonuna neden olmaktadir (Nishikawa ve ark. 2005).
Normal fizyolojik kosullar altinda, bu 3 transmembran proteini BiP tarafindan inaktif bir
konfigiirasyonda tutulur. Yanlis katlanmis proteinlerin veya UPR’yi aktive edebilen diger
uyaranlarin birikmesi lizerine BiP, ER sensorlerinden ayrilir ve bunun yerine ER
limenindeki katlanmamis proteinlere baglanir (Storm ve ark. 2016). Her u¢ ER stres
sensorii de hayatta kalma veya 6liim kararlarini kontrol eden sinyal yolaklarini tetikler.
Katlanmamis proteinlerin birikmesi, GRP78’1 sekestre ederek UPR’den sorumlu 3 ER

yerlesik sensoriiniin aktivasyonunu tetikler (Sekil 2.12.) (Santamaria ve ark. 2019).
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Sekil 2.12. ER stresinin sinyal yollar1 (Liu ve ark. 2016).
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2.2.5. ERAD

Yanlis katlanmis proteinler hiicresel homeostazi tehlikeye atar. Bu durum, yiksek
kapasiteli protein katlama bdlmesi olan ve islevi siki protein kalite kontrol sistemleri
gerektiren endoplazmik retikulumda 0zellikle sorunludur (Needham ve ark. 2019). Hatali
katlanmig proteinler ile hiicrenin miicadele etme yollarindan bir digeri ise Endoplazmik
Retikulum iligkili protein yikimi (ERAD) adi verilen bir mekanizmayla taninmasi ve
proteazomal yikima sevk edilmesidir (Friedlander ve ark. 2000). ER'deki multiprotein
kompleksleri, sitozoldeki bozunma igin yanlis katlanmig proteinleri 26S proteazomuna
tanimlayabilir, ¢ikarabilir, ubikitine edebilir ve iletebilir. Bu olaylar topluca ER ile iligkili
bozunma veya ERAD olarak adlandirilir. ERAD yolagindaki birka¢ adim molekiiler
saperon aglar tarafindan kolaylastirilir ve ERAD'!n 6nemi, bu yolun c¢esitli protein
konformasyonel hastaliklarla baglantili olmasi gergegiyle vurgulanmaktadir (Needham

ve ark. 2019).

ERAD fonksiyonunda gozlenen bozukluklarin, kistik fibroz, al-antitripsin (AAT)
yetmezligi, diyabet, norodejeneratif hastaliklar (Parkinson, Alzheimer, Huntington
hastaliklar1), viral enfeksiyon ve albinizm gibi yetmise yakin hastaligin patolojisinde rol
oynadig1 gosterilmistir (Guerriero ve Brodsky 2012). UPR'nin aktivasyonu, ER asir1
yiklenmesini azaltmak i¢in protein gevirisinin azaltilmasi, ERAD sistemi yoluyla yanlis
katlanmis proteinlerin bozulmasinda artis da dahil olmak {izere bir¢ok sag kalim énleme
mekanizmasi yoluyla katlanmamis protein yiikiinii azaltir. Dolayisiyla UPR, uyarlanabilir
pro-sagkalimi ve ayn1 zamanda pro-apoptotik yanitlari igeren karmasik bir mekanizmadir

(Santamaria ve ark. 2019).

ER'de biriken katlanmamig/yanlis katlanmis proteinlerin bollugu, 6zellikle katlanmamis
proteinlerin birikmesi nedeniyle, yeni protein sentezi engellenir. Birikmis proteinleri
temizlemek icin, birgok saperon geni, transkripsiyonel seviyede indiiklenir ve hatali
katlanmis proteinleri proteazomal bozunma yoluyla yer degistirip ¢ikarabilen ERAD
sistemini aktive eder. Bu siiregler, katlanmamis protein tepkisi olarak tanimlanir (Liu ve
ark. 2016).
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Sekil 2.13. Memeli ERAD mekanizmasi. Kalneksin dongiisiinden salinan katlanmamis
proteinler, EDEM ve OS9 iceren bir tanima kompleksi tarafindan yakalanir,
retrotranslokasyon makinesi yoluyla sitozole tasinir, E1-E2-E3 sistemi tarafindan poli-
ubikitinlestirilir ve proteazom tarafindan bozulur (Yoshida 2007).

Yanlis katlanmis proteinlerin agikta kalan hidrofobik kisimlari, PERK, ATF6 ve IRE1’e
yapisarak onlart inaktif halde tutan Grp78’i kendine dogru ceker. Boylece yanlis
katlanmaya yanit veren PERK, ATF6 ve IRE1’in aktiflesmesini saglar. PERK,
translasyonu yavaglatirken, IRE1 ve ATF6 daha fazla saperon yapilmasini saglar ve
boylelikle ER stresini azaltmaya ¢alisir. ERAD, son mannozu koparilmis ve hatali bir
protein olarak kabul gormiis proteinlerin sitoplazmaya taginmasini saglayarak orada
ubikitinle etiketlenip, proteazomda pargalanmasina iliskin bir siiregtir. ERAD sireci
yanlis katlanmis proteinlerin pargalanmasina yol actigindan ER stresini azaltmaktadir.
Sitoplazmaya ¢ikan yanlis katlanmis bu proteinler de sitoplazmada tbikitinasyon sistemi
ile karsilasmaktadir. Ubikitinasyon sistemi araciligiyla, proteozomlarda parcalanarak yok
edilmesi istenen proteinler, Gbikitin ad1 verilen kiigiik bir peptit yapistirilarak etiketlenir.
Bu etiketleme sistemi 3 enzimden olusur; E1, E2 ve E3. Hatali proteinler E1 ve E2
enzimleri ile taninir ve E3 enzimiyle, etiketlenmeye hazir hale getirilmis proteinlere
tbikitin yapistirilir (Sekil 2.13). Ubikitinle isaretlenmis bu proteinler proteazomda
parcalanarak yok edilir (Yoshida 2007).
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2.2.6. UPR sinyal yolaklar1

Endoplazmik Retikulum, protein kalite kontroliiniin yani sira sekretuar proteinlerin
cogunun katlanmasi ve birlestirilmesinden sorumlu olan baslica membran trafigi
sistemini olusturur. Fizyolojik veya patolojik uyaranlar, yanlis katlanmis proteinlerin
birikmesi yoluyla ER'de stres yaratir. Bu kosullar altinda, ER homeostazin1 yeniden
dengelemek i¢in UPR olarak adlandirilan bir sinyal ag1 aktive olur (Siwecka ve ark.
2021).

Endoplasmic
PERK Reticulum
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XBP1 mRNA l
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/

Apoptosis | |Chaperones (BiP) Anaiots face| CHOR
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Lipid synthesis XBP1 Amino acid transport
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Sekil 2.14. UPR sinyal yolunun 3 ana dali ve bunlarin ara baglantilar1 (Smith 2018).

ER stres kosullar1 altinda, hasarli proteinler ER liimeni i¢inde birikir ve baglayict
immunoglobulin proteinlerine (BiP'ler) baglanir, bu da proteinleri yeniden katlamak igin
ATF6, IREla ve PERK ile transmembran komplekslerinden ayrilir. Sonug olarak,
UPR'nin ii¢ dali aktive olur ve yeterli stres tepkilerini tetikler (Siwecka ve ark. 2019).
UPR, ER'nin metabolik ve protein katlama verimliligini eski haline getiren ER stresini
hafifletmek i¢in gelistirilmis adaptif bir mekanizmadir. UPR'nin aktivasyonu (Sekil 2.14),
ER zarinda bulunan ii¢ stres sensoriiniin uyarilmastyla baslatilir: PERK, IRE1 ve ATF6
(Santamaria ve ark. 2019). Bu ti¢ UPR dali, katlanmamis protein seviyelerini azaltarak
hiicre sagkalimini arttirir. UPR sinyali, ER stresi azaltilmazsa apoptotik hiicre 6limiinii

de destekler (Lin ve ark. 2007). Tiim bu proteinler, ER stres kosullar1 (izerine aktive olur
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ve UPR'nin molekiiler bekgileri olarak gorev yapar. Ug stres sensorii arasinda once
PERK, ardindan IRE1 ve ATF6 etkinlestirilir. Bunlardan her biri, UPR sinyal iletim

yollarinin farkli dallarin1 bagimsiz olarak yonetir (Siwecka ve ark. 2021).
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XBP1u XBP1s mRNA elF2a
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Sekil 2.15. Katlanmamig Protein Tepkisi (UPR) bagimli sinyal dallarinin yapisi ve
aralarindaki karigma (Siwecka ve ark. 2021).

Sekil 2.15°te gosterildigi gibi ER stresi iizerine ATF6, Golgi aygitinda proteolitik
boliinmeye ugrar, burada transkripsiyonel olarak aktif formu (ATF6n) iiretilir. IRE1a'nin
cesitli aktiviteleri vardir: Spesifik mRNA'larin diizenlenmis IRE1-Bagimli Bozulmasin
(RIDD), XBP1 mRNA'nin geleneksel olmayan sekilde eklenmesini indiikler ve ayrica
JNK sinyal kaskadim baslatmak i¢in TNF Reseptor lliskili Faktér 2 (TRAF2) ile
etkilesime girer. Aktive edilmis PERK, genel translasyon baslangicini bloke eden ve ayni
zamanda ATF4 dahil olmak iizere belirli mRNA'larin translasyonunu segici olarak

indikleyen elF2a'y1 fosforile eder (Siwecka ve ark. 2021).

2.2.7. PERK’in etkinlesmesi ve islevi

PERK, “Protein kinase-like Endoplasmic Reticulum Kinase” sozciiklerinin  bas

harflerinden tiiretilmistir. Bu protein ER zarina lokalizedir ve tirozin kinaz enzim
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aktivitesi gosteren ylizeyi sitoplazma tarafinda bulunur. Grp78’i baglayan kismi ise ER
bosluguna bakmaktadir. Grp78, PERK ten ayrildiginda, normalde birbirinden ayr1 duran
PERK molekiilleri birbirine yaklasir ve ardindan ti¢ tane PERK molekili birlikte
calismaya baslar. Birbirine yaklasan PERK molekiilleri, uglarindaki tirozin Kkinaz
enzimlerini kullanip birbirlerinin uglarina fosfat gruplar takar, yani otofosforile olur. Bu
olay PERK’in aktivasyonudur (Yoshida 2007).

PERK, ER stresine yanit olarak translasyonu azaltan bir ER transmembran1 Ser/Thr
kinazdir. ER liimeninde katlanmamig proteinlerin birikmesiyle PERK, dkaryotik ceviri
baslatma faktorii 2 (elF2) a-alt biriminde dimerize olur, otofosforile olur ve daha sonra
global translasyonun zayiflamasina neden olan Ser51°i fosforile eder. Global
translasyondaki azalma, ER’ye giren yeni sentezlenen proteinlerin miktarini hizla azaltir
ve iyilesmesini saglar. Ceviri durmasma ragmen, 5’-UTR’de kisa ac¢ik okuma
cercevelerine (UORF) sahip birka¢ secilmis mRNA bu translasyon inhibisyonundan
kacar. Bunun memelilerde en iyi karakterize edilen 6rnegi, redoks dengesi, aminoasit
metabolizmasi, protein katlanmasi, otofaji ve hiicre sagkalimi ile ilgili genlerin
ekspresyonunu duzenleyen transkripsiyon faktorii 4’ii (ATF4) aktive etmektir. ATF4
hedef genleri arasinda apoptozun diizenlenmesinde yer alan bir transkripsiyon faktoriinii
kodlayan CHOP vardir. CHOP’un, ER stresorleri ile tedavi edildiginde vahsi tip hiicrelere
kiyasla CHOP -/- MEF’lerin gelismis hiicre sagkalimi sergiledigi, apoptozu destekledigi
gosterilmistir. CHOP, muhtemelen proapoptotik BIM’in transkripsiyonel indiiksiyonu ve
apoptoza yol acan antiapoptotik BCL-2 ekspresyonunun down-regulasyonu yoluyla
apoptozu tetiklemektedir (Storm ve ark. 2016). Bir transmembran kinaz olan PERK,
translasyonu azaltmak ve ATF4 ekspresyonunu up-regiile etmek igin elF2a 'y1 fosforile
eder (Sekil 2.16) ve CHOP gibi hedef genlerin transkripsiyonunun artmasina yol agar
(Yoshida 2007).
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Sekil 2.16. PERK yolunun aktivasyonu. (A) PERK, IRE1 ve ATF6'nin aktivasyonu. ER
stresi olmadiginda BiP, bu sensorlere baglanarak PERK, IRE1 ve ATF6'nin aktif hale
gelmesini engeller. BiP, IRE1 ve PERK aktivasyonunu oligomerize olmalarina izin
vermeyerek engellerken, ATF6'nin translokasyonunu Golgi-lokalizasyon sinyalini (GLS)
maskeleyerek engeller. BiP, katlanmamis proteinler tarafindan sensorlerden ayrildiginda,
bu sensor molekdlleri aktive olur. (B) ATF4 ifadesinin dizenlenmesi. ER stresinin
yoklugunda, elF2a'nin ¢cogu aktiftir (fosforile degildir) ve geviri kiigiik ORF'lerde baglar
ve ATF4 ORF'ye ulasmadan once ribozomlarin salinmasina yol agar. ER stresi uzerine,
elF2a'nin cogu inaktif hale gelir (fosforile olur) ve ¢eviri nadiren kiiciik ORF'lerde baslar
(Yoshida 2007).

PERK sinyallemesi, fosfataz PP1 ile birlesen ve elF2a’nin fosforilasyonunu destekleyen,
boylece translasyonel inhibisyonu hafifleten, CHOP hedef gen biiylime durmasi ve DNA
hasaria neden olabilen GADD34 tarafindan ayarlanir. PERK sinyali, uyarlanabilir yanit

faz1 ve apoptoza yol acan kronik ER stresi arasindaki gegiste merkezi bir konumdadir. Ek
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olarak CHOP, ER oksidoredlktin-1a. (ER1a) ekspresyonunun indiksiyonu yoluyla
ER’de oksidatif protein katlanmasini tesvik eder. Bununla birlikte, distilfit bagi
olusumunda ortaya ¢ikan artig, reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturur. Bu, kronik ER
stresi kosullar1 altinda, GADD34 yoluyla ER’ye protein akisindaki CHOP aracil1 artisin
ve daha sonra ROS olusumundaki artisin da apoptoza yol acan artmis bir strese yol

acabilecegini diisiindiirmektedir (Storm ve ark. 2016).
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Sekil 2.17. Normal epitel hiicreleri ve kanser hiicrelerinde ER stres kosullarina PERK-
bagimli UPR sinyal yolu aktivasyonuyla ikili yanit. (Siwecka ve ark. 2019).
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Ilgingtir ki, elF20. nin fosforilasyonu, global olarak translasyonu azaltir ancak ATF-4 gibi
bazi belirli mRNA’larin translasyonunu da tam tersi uyarir. Ayrica bu siire¢ sirasinda
UPR’de rol oynayan aminoasit metabolizmasi, aminoasit transportu, ERAD ve
endoplazmik retikulumun genislemesinde rol oynayan bircok genin transkripsiyonu da
indiklenir. Aktive edilmis PERK, Sekil 2.17°de gosterildigi gibi, protein sentezini azaltan
ancak paradoksal olarak ATF4'linki gibi mRNA'larin translasyonunu artiran elF2a alt

birimini fosforile eder. ATF4, sirayla, transkripsiyon faktorii C/EBP homolog proteininin
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(CHOP) up-regiilasyonunu igeren bir transkripsiyonel programi baglatir. ATF4 ve CHOP,
protein sentezindeki fonksiyonlar1 kodlayan genlerin ekspresyonunu is birligi iginde
uyarir ve yeniden aktive edilmis ¢eviri orani, apoptozu indiikleyen 6nemli miktarlarda
ROS uretir (Sarcinelli ve ark. 2020).
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Sekil 2.18. Serbest radikallerin biyolojik kdkeni ve hiicre canliligi tizerindeki etkileri
(Siwecka ve ark. 2019).

Sekil 2.18’de resmedildigi gibi Reaktif Oksijen Turleri (ROS) genellikle hem igsel
faktorlerden (hiicre alt1 organellerde fizyolojik olarak yiiriitiilen enzimatik reaksiyonlar)
hem de cok sayida digsal olanlardan tiiretilir. ROS, bagisiklik tepkisi veya redoks
sinyalleri de dahil olmak {iizere hiicrenin normal isleyisi icin agik¢a gerekli olmasina
ragmen, asir1 yiiklenmeleri zararli olabilir ve 6nemli hasara neden olabilir. Nihayetinde,
apoptotik veya nekrotik hiicre 6limandn yurutilmesine yol acabilir veya hatta tumor
biiylimesini saglayabilir. UPR sinyal yolu, ROS kaynakli oksidatif stres ile yakindan
baglantilidir ve hiicresel redoks dengesizligini ele almak i¢in aktive olur (Siwecka ve ark.
2019).
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2.2.8. IRE-1’in etkinlesmesi ve islevi

Inositol gerektiren enzim tip 1 (IRE-1), ER stres kosullarinda aktive olan UPR sinyal
yolunun ti¢ dalindan biri olarak hareket eden bir serin/treonin kinazdir. Cok sayida insan
patolojisi ile siki bir sekilde iliskili olan hem hayatta kalma yanlist hem de pro-apoptotik
hiicresel tepkileri indiikleyebildigi bilinmektedir. Digerlerinin yan1 sira, IREI1
aktivitesinin, ER liimeni i¢inde yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi ve sonugta ortaya
cikan ER stres kosullar ile iligkili kanser, norodejenerasyon, enflamatuar ve metabolik
bozukluklarda arttig1 dogrulanmistir. Ortaya cikan kanitlar, IREl'in genetik veya
farmakolojik modiilasyonunun hiicre canlilig1 {izerinde 6nemli bir etkiye sahip
olabilecegini ve bu nedenle yeni terapétik stratejilerin gelistirilmesine yonelik timit verici

bir adim olabilecegini gostermektedir (Siwecka ve ark. 2021).

IRE1, hem bolgeye 6zgii bir endoriboniikleaz hem de bir Ser/Thr kinazdir. Memelilerde,
iki izoform halinde bulunur; IREla ve IRE1B. IREla tim dokularda eksprese edilirken
IRE1B sadece esas olarak gastrointestinal ve solunum yollarinda bulunur. ER
liimenindeki katlanmamis proteinlere yanit olarak, IRE1a dimerize ve oligomerize ederek
kinaz bolgelerinin trans-otofosforilasyonuna neden olur. Bu durum, sitosolik RNaz
domaininin aktivasyonuna ve yuksek sekansa spesifik endoriboniikleolitik bolinmeye,
ardindan da X-box baglayict protein 1 (XBP1) olarak adlandirilan bir transkripsiyon
faktoriinii kodlayan mRNA’nin eklenmesine yol agar (Storm ve ark. 2016). XBP1’ler tek
basina ya da diger transkripsiyon faktorleri ile birlikte, saperonlarin iiretimini, ER
biyogenezinde yer alan proteinleri, ER stresi, ERAD ve sekresyon altinda ER genislemesi
icin gerekli fosfolipid sentezini aktive eden bir transkripsiyonel program baslatir. IRE1a-
XBP1s sinyali bu nedenle ER’nin katlanma kapasitesini arttirmak ve ER stresi ile basa
¢ikmak igin ana yollardan biridir (Storm ve ark. 2016). IRE1 fonksiyonel transkripsiyon
faktorii XBP1’leri olusturan XBP1’1 (XBPlu) kodlayan mRNA’nin alisilmadik bir
sekilde birlestirilmesine aracilik eder ve NF«B sinyallemesini aktive edebilir. IRE1
RNaz, ER ile iligkili RNA’lar1t RIDD (regiile edilmis IRE1-bagimli bozunma) yoluyla
bozar (Santamaria ve ark. 2019). Kisaca, IREla'nin ¢esitli aktiviteleri vardir: Sekil
2.19°da gosterildigi gibi, Spesifik mRNA'larin diizenlenmis IRE1-Bagimli Bozulmasini
(RIDD), XBP1 mRNA'nin geleneksel olmayan sekilde eklenmesini indiikler ve ayrica
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JNK sinyal kaskadmi baglatmak i¢in TNF Reseptor Iliskili Faktor 2 (TRAF2) ile
etkilesime girer (Siwecka ve ark. 2021).
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Sekil 2.19. insan IRE1a'ya bagh sinyal yolunun aktivasyonu (Siwecka ve ark. 2021).

IRE1 iki alandan olusur; katlanmamis proteinleri algilayan ER luminal alan ve
serin/treonin kinaz N-terminali ve endoriboniikleaz (RNaz) alanlari yoluyla UPR'yi
baslatan ~ C-terminal  sitoplazmik  bolge. Ikincisi, konformasyonel  degisim,
otofosforilasyon ve iist diizey montaj yoluyla aktive olur. IRE1 iki farkli yolla hiicre
kaderini indlkleyebilir: Birincisi, transkripsiyon faktériic XBP1 mRNA'nin veya RIDD
posttranskripsiyonel eklenmesi yoluyla uyarlanabilir hiicresel tepkinin indlksiyonu ile
modifikasyonlar; ikincisi ise Sekil 2.19°da goriildiigii gibi uzun siireli veya siddetli stres
kosullar1 altinda gergeklesen pro-apoptotik c-Jun N-terminal kinazin (JNK) aktivasyonu
ile (Siwecka ve ark. 2021).
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UPR ile iliskili proteinler arasinda, IREl'in yalnizca hayvanlarda degil, bitkilerde
ve Saccharomyces cerevisiae mayasinda da bulundugu i¢in evrimsel olarak en korunmus
oldugu sdylenir. Son ¢aligmalar, IRE1'1 ER stres kosullarinda hiicre sagkalimi i¢in pozitif
bir dizenleyici yerine hicre kaderinin belirlenmesinde ana dlzenleyici olarak
tanimlamistir. Yeni IRE1 bagimli diizenleyici olaylarin kesfi, protein katlanma
durumunun yani sira, hiicre i¢indeki hiicresel homeostazin siirdiiriilmesi i¢in gerekli

gorunduklerini gostermektedir (Siwecka ve ark. 2021).

2.2.9. XBP-1

X-box baglayici protein 1 (XBP1), endoplazmik retikulumda homeostazin bozulmasi ve
katlanmamis protein yanitinin aktivasyonu iizerine alternatif bir ekleme yanit1 tarafindan
kontrol edilen bir transkripsiyon faktoértdir. XBP1, ilk olarak B hiicrelerinde major histo-
uyumluluk kompleksi (MHC) simnif II gen ekspresyonunun anahtar diizenleyicisi olarak
ayirt edilmigtir. XBP1, UPR'nin en 6nde gelen korunmus sinyal bileseni ile iletisim kurar
ve ER stresine yanit olarak hiicre kaderinin belirlenmesi igin gereklidir. XBP1, 6nemli

bir transkripsiyonel faktor olarak ¢alisir ve bagisiklik islevi sergiler (Chen ve ark. 2020).

1990'larin basinda, XBP1 ilk olarak klonlama yoluyla kesfedildi; insan MHC sinif 11 gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde yer alan bZIP transkripsiyon faktori olarak karakterize
edildi. Yaklasik on yil sonra, birkag rapor, XBP1'in IREla'nin asagi yolunda oldugunu
ve UPR'de hem omurgasiz hem de omurgali organizmalarda bulunan ve stres
uyaranlarina yanit olarak hiicrenin hayatta kalmasi i¢in 6nemli bir anahtar transkripsiyon
faktorii oldugunu gosterdi. UPR'nin IRE1a-XBP1 dali, en yiiksek oranda korunan ER
stres (ERS) yoludur (Sekil 2.20.) (Chen ve ark. 2020).
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Sekil 2.20. ER'nin UPR'sindeki XBP1 sinyal yolunun sematik diyagrami (Chen ve ark.
2020).

Protein asir1 ekspresyonu, oksidatif stres, besin yoksunlugu, kalsiyum tiikenmesi ve
hipoksi gibi cesitli ER stresleri, 3 sensorii etkinlestiren UPR'yi tetikler: ER saperonlarinin
GRP78/BiP'e baglanmasina, ATF6, PERK, IRE1 ve XBP1l aktivasyonuna yol
acar. XBP1lu mRNA, c¢ekirdege yer degistiren ve ERS yanitindan etkilenen proteinleri
onarmak ic¢in hedef genlerin transkripsiyonunu destekleyen aktif XBP1'lere eklenir
(Chen ve ark. 2020).

IRE1, XBP1 mRNA'sindan 26 niikleotid intronlar1 birlestirerek XBP1 aktivasyonuna yol
acar. ER stresi altinda UPR sirasinda uyarilan C-terminal endoriboniikleaz alaninin
alternatif eklenmesi, mRNA'y1 aktif olmayan "eklenmemis" XBP1 u'dan aktif "eklenmig"
XBPl1'lere doniistiriir. Bazal seviyelerde ¢ekirdekte bulunan alternatif XBP1 mRNA
izoformlar1 vardir, ancak XBP1 mRNA'nin akut ER stresi ile indiiklenen alternatif
eklenmesinin esas olarak sitoplazmada meydana geldigi belirtilmistir. Asir1 aktif IRE1a,
XBP1 mRNA eklenmesine miidahale etmenin yani1 sira, XBP1 yetersizligi ile aktive olan
bir geri besleme mekanizmasi yoluyla sitozolik mRNA'larin kontrollii IREl'e bagh
bozunmasini (RIDD) baglatir. RIDD daha sonra, bir ER alt kiumesini kodlayan
mRNA'larin veya yanlis katlanmaya meyilli salg1 proteinlerinin bozulmasi ve lipid
metabolizmasi genlerinin ve yag asidi tasima proteinlerinin diizenlenmesi dahil olmak

Uzere birgok fizyolojik streci yonetir (Chen ve ark. 2020).
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2.2.10. ATF6’nin etkinlesmesi ve islevi

ATF-6 bir transkripsiyon faktori ve aym1 zamanda bir diger ER stres algilayicisidir.
“Activating transcription factor 6 sozciiklerinden tiiretilmistir. ER stresine yol acan bir
sebep olmadiginda ATF6, ER zarinda Grp78’e bagli olarak etkisiz bir sekilde bekler.
Hatali katlanan bir proteinin hidrofobik ylzeyi ortaya ¢iktiginda isler degisir. Grp78
yanlis katlanmis bu hidrofobik kismin ¢ekim giiciine dayanamaz ve ATF6’dan ayrilir. Bir
transmembran transkripsiyon faktorii olan ATF6, Golgi aygitina taginir ve S1P ve S2P
gibi proteazlar tarafindan boliiniir, bu da ER saperon genlerinin transkripsiyonunun

artmasina yol agar (Yoshida 2007).

ATF6, Golgi aygitindaki bolinmeden sonra, hiicre koruyucu genleri aktive etmek igin
cekirdege girer. Ayn1 zamanda, hayatta kalma etkisini arttirmak i¢in daha sonra IREla

tarafindan eklenen XBP1 mRNA'y1 da up-regile eder (Siwecka ve ark. 2021).

ATF6a ve ATF6p, transkripsiyon faktorlerinin temel 16sin fermuar1 (bZIP) ailesine ait
ER stres transdiiserleridir. Strese yanit olarak ATF6, Golgi'ye tasinir ve burada ER
luminal bolgesinde site-1 proteazlari (S1P) ve Golgi bilayerini kapsayan bolgedeki site-
2 proteazlar1 (S2P) ile islenir. Bu daha sonra ¢ekirdege yerlesen ve hedef genlerde ER
stres yaniti elemanlarina (ERSE) baglanan bir transkripsiyon faktorii olarak islev goren
bir sitosolik fragmani serbest birakir. ER liimeni i¢indeki strese yanit olarak BiP'in
ATF6a'dan ayrilmasmin, protein icinde bir Golgi-lokalizasyon sinyali maskesini
cikarmasi, COPII ile reaksiyona girmesi ve Golgi'ye taginmasi 6nerilmektedir (Storm ve

ark. 2016).

Golgi’ye tasinan 90 kDa’luk ATF6, bu organelde S1P ve S2P enzimleri tarafindan kesilir
ve asil transkripsiyon faktorii olan 50 kDa’luk parcaya ayrilir. 50 kDa’luk parca, ER
stresini giderebilecek, ERSE-UPRE (ER stress response element-Unfolding Protein
response element) gibi genlerin 6n kisminda bulunan “promoter” bolgelerine baglanir.
Bu sayede saperon iiretiminin artirilmasi, daha fazla ERAD yapilmasi gibi, endoplazmik

retikulumu zor durumdan kurtaracak 6nlemler alinir (Schroder ve Kaufman 2005).
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2.2.11. Kontrol altina ahmamayan ER stresi durumunda hiicrelerin apoptoz karari

Hicreler ylksek oranlarda ortaya ¢ikan katlanma hatalariyla basa ¢ikamaz ise 6liim karari
alir. Hiicreleri katlanma hatalarina kars1 direnmeye ve sorunlart ¢ézmeye programli
PERK, ATF-6 ve IRE-1 gibi stres proteinleri, hiicreyi 6lime hazirlar ve gerekirse de
6liimiin baglamasina yol acar. Daha 6nce detayli sekilde anlatildig: gibi, hatali katlanmis
protein diizeylerinin artmasiyla Grp78, yanlis katlanan proteinlerin agikta kalan
hidrofobik yuzeylerine yapismak iizere, lizerlerine konumlandigi ATF6, PERK ve IRE-1
adli sensor proteinlerden ayrilir ve onlari yalniz birakir. BOylelikle bu transmembran
proteinler aktive olur (Yoshida 2007).

Kinaz aktivitesi gosteren uclar birbirlerinin serin ve treonin adli amino asitlerine ait —-OH
gruplarina fosfat gruplarini takarak fosforiller. Fosforillenen bu sitoplazmik u¢lar TRAF2
(tumour necrosis factor receptor (TNFR)-associated factor-2) adli molekiil i¢in bir
baglanma yiizeyi gorevi goriir ve TRAF2 bu bolgelere baglanir. Bu molekiiliin iki 6nemli
gorevi vardir. Hem JNK’1 hem de DRS iizerinden apoptozu baslatan kaspaz adli enzimleri
(6rnegin, kaspaz 12) aktive ederek hiicrelerin programli 6liim karari almasini saglar
(Yoshida 2007).

Grp78’in ayrilmasi ile aktive olan PERK, hiicrenin ER stresine karsi koymasi i¢in dnemli
bir ER stres proteini olan ATF4 gibi birkag 6zel protein disinda hemen hemen bitun
proteinlerin yapimimin gegici olarak durmasma yol agar. PERK’in translasyonunu
engelleyemedigi proteinlerden biri de CHOP’dur. CHOP, hem ATF4’iin translasyonunu
indUkler, hem de hiicrenin 6liime direnen Bcl2 adi verilen apoptotik 6liimii engelleyen
proteinin yapilmasini 6nler. Bunlara ek olarak CHOP, 6liimii hizlandiran mitokondrilerin
sitokrom ¢ sizintisin1 ve Oliimii baglatan kaspaz 3 adli enzimin etkinlesmesini saglar

(Yoshida 2007).
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2.2.12. ER stresine neden olan kimyasallar

Tunikamisin, tapsigargin ve ditiyotreitol gibi kimyasallar genellikle deneysel amaclarla
kiiltiirlenmis hiicrelerde veya hayvanlarda ER stresini uyarmak i¢in kullanilir (Yoshida
2007).

Ik ER stresdr grubu, glikosilasyon inhibitorlerini icerir. ER'de sentezlenen proteinlerin
cogu, N-glikosillenmistir ve N-glikosilasyon, protein katlanmasi igin genellikle
gereklidir. Bu nedenle, N-glikosilasyonu bozan kimyasallar, ER stresini indikleme
potansiyeline sahiptir. Tunikamisin, Streptomyces lysosuperificus tarafindan (Uretilen
ve UDP-GIcNAc-dolikol fosfat GIcNAc-fosfat transferaz aktivitesini Onleyerek N-
glikosilasyonunu inhibe eden bir antibiyotiktir. 2-Deoksi-d-glukoz ayrica N-
glikosilasyonu inhibe etmek igin kullanilir, ancak tunikamisine gore daha az etkilidir.
Baska bir ER stresOr smifi, Ca*? metabolizmasi bozuculardir.
ER'deki Ca*? iyonu konsantrasyonu yiiksek bir seviyede tutuldugundan ve BiP gibi ER
saperonlart Ca*? iyonlarina ihtiyag duydugundan, ER'deki Ca*? metabolizmasini bozan
kimyasallar ER stresini indiikler. A23187 gibi Ca*? iyonoforlar1 ve Ca*?pompa
inhibitorii, tapsigargin, siklikla ER stresini uyandirmak i¢in kullanilir. Ugiincii ER stresor
kategorisi indirgeyici maddelerdir. ER'nin liimeni oldukg¢a oksidatif oldugundan, burada
sentezlenen proteinler, sistein kalintilari arasinda molekiiller arasi veya molekiil igi
disiilfiir baglar1 olusturabilir. Disiilfiir baglarinin olusumu salgi proteinlerinin katlanmasi
icin onemli oldugundan, distilfiir baglarin1 bozan indirgeme maddeleri ER stresini
uyandirir. Dithiothreitol ve 2-merkaptoetanol bu amagla siklikla kullanilir. Altta yatan
mekanizma bilinmemekle birlikte, hipoksinin de ER stresini indiikledigi
bilinmektedir. Hipoksinin neden oldugu glikoz konsantrasyonundaki bir azalmanin
(ctnkd hipoksi, ATP Gretimini strdirmek icin glikolitik enzimleri indUkler ve daha sonra
hicreler glikoz tliketir) N-glikosilasyonunu inhibe ederek ER stresine yol agar (Yoshida
2007).
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2.2.13. Cahsma kapsaminda arastirillacak ER stresi ile iliskili genler

Bu c¢alisma kapsaminda LNCaP hiicrelerine ER stresi ajanlar1 ve M7 uygulamasi

yapilarak 14 adet genin ekspresyon seviyesindeki degisimler gézlenmis ve TBP geni

referans gen olarak kullanilmistir. Bu genler;

ATF4; Protein kodlayict bir gendir. cAMP yanit elemanin1 (CRE) baglayan ve
hem normal metabolik ve redoks islemlerinin diizenleyicisi olarak hem de entegre
stres tepkisi (ISR) sirasinda bir ana transkripsiyon faktorii olarak gorev
yapmaktadir. Bir heterodimer olarak asimetrik CRE'lere ve bir homodimer olarak
palindromik CRE'lere baglanir. Endoplazmik retikulum stresi, amino asit aghgi,
mitokondriyal stres veya oksidatif stres gibi gesitli streslere uyum i¢in gerekli olan
ISR'nin ¢ekirdek efektoriidiir. ISR sirasinda, ATF4 proteini, stresin neden oldugu
elF-2-a/EIF2S1 fosforilasyonuna yanit olarak cevrilir ve hiicre iyilesmesini
desteklemek icin strese duyarli genlerin ana transkripsiyon faktorii olarak gorev
yapar. Amino asit yeterliligi ve oksidatif strese karsi direngle baglantili genlerin
ekspresyonunu tesvik ederek hiicreleri ER oksidasyonunun metabolik sonuglarina
kars1 korur. Amino asit yoksunlugu veya ER stresine yanit olarak DDIT3/CHOP
indiksiyonunu dizenler. DDIT3/CHORP ile birlikte, hiicresel amino asit metabolik
streclerinde yer alan genlerin ekspresyonunu, mRNA translasyonunu ve ER
stresine yanit olarak katlanmamis protein yanitini tesvik ederek ER aracili hiicre
Oliimiine aracilik eder. Mitokondriyal strese yanit olarak hiicre iyilesmesini
desteklemek i¢in gereken genlerin ekspresyonunu etkinlestirir (Genecards 2021).
ATF®6; Bir ER stres algilayicisi transkripsiyon faktoriidiir. Bu gen, ER stresi
sirasinda UPR i¢in hedef genleri aktive eden bir transkripsiyon faktoriinii
kodlar. Bir transkripsiyon faktorii olmasina ragmen, bu protein, ER'ye gomiilii bir
transmembran proteini olarak sentezlendiginden olagandisidir. Bir ER stres
sensOrii/doniistiiriicii olarak islev goriir ve ER stresinin neden oldugu proteolizi
takiben, ER saperonlarini kodlayan genlerin promotorlerinde bulunan cis-etkili
bir ERSE araciligiyla bir niikleer transkripsiyon faktorii olarak islev goriir. Bu
protein, hareketsiz fakat proliferatif olmayan skuamdz karsinom hticreleri igin bir
hayatta kalma faktorii olarak tanimlanmigtir. Farkli popiilasyonlarda bu gendeki

polimorfizmlerin diyabet ile iliskisi hakkinda celiskili raporlar vardir, ancak baska
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bir polimorfizm, artan plazma kolesterol seviyeleri ile iliskilendirilmistir
(GeneCards 2021).

XBP1; Bu gen X-box olarak adlandirilan bir promotor elemente baglanarak MHC
smif II genlerini diizenleyen bir transkripsiyon faktorini kodlar. ER’de
katlanmamis proteinlerin birikmesi {izerine, bu genin mRNA'sinin, endoniikleaz
IREI’in aracilik ettigi geleneksel olmayan bir ekleme mekanizmasi tarafindan
aktif bir forma islendigi bulunmustur. EKlenen mRNA'dan elde edilen 26 nt'lik
kay1p, bir ¢erceve kaymasina ve fonksiyonel olarak aktif transkripsiyon faktorii
olan bir XBP1(S) izoformuna neden olur. Eklenmemis mRNA, XBPI1(U)
tarafindan kodlanan izoform, yapisal olarak eksprese edilir ve ER stresinin
iyilesme fazi sirasinda hedef genlerin transkripsiyonunu kapatan XBPZ1(S)'in
negatif bir feedback diizenleyicisi olarak islev gordiigii diistiniiliir. UPR’yi
diizenleyerek ER stresi sirasinda bir transkripsiyon faktorii olarak islev goriir
(GeneCards 2021).

DDIT3; Endoplazmik retikulum stres yanitinda g¢ok islevli transkripsiyon
faktoriidiir. Cok ¢esitli hiicre streslerine yanitta 6nemli bir rol oynar ve ER stresine
yanit olarak hiicre dongiisii durmasini ve apoptozu indiikler (GeneCards 2021).
DNAJB9; Bu gen, J protein ailesinin bir Gyesidir. J proteinleri, 70 kDa 1s1 soku
proteinlerinin ATPaz aktivitesini diizenleyerek bir¢ok hiicresel siirecte islev
gorur. Bu gen, Dnal proteinlerinin tip 2 alt grubunun bir Gyesidir. Kodlanan
protein, endoplazmik retikulumda lokalizedir. Bu protein endoplazmik retikulum
stresi tarafindan indiiklenir ve stresli hiicrelerin apoptozdan korunmasinda rol
oynar (GeneCards 2021).

ERN1; Transmembran protein kinaz inositol gerektiren enzim 1'i kodlar.
Kodlanan protein, iki fonksiyonel katalitik alan, bir serin/treonin-protein kinaz
alan1 ve bir endoriboniikleaz alani icerir. Bu protein, endoplazmik retikulumda
katlanmamis proteinlerin bir sensorii olarak islev gorir ve UPR olarak
adlandirilan hiicre i¢i sinyal yolunu tetikler. UPR, mayadan memelilere kadar
korunan ve yanlis katlanmis proteinlerin pargcalanmasinda, protein sentezinin
diizenlenmesinde ve molekiiler saperonlarin aktive edilmesinde rol oynayan

genleri aktive eden bir ER stres yanitidir. Bu protein ozellikle stres tepkisi
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transkripsiyon faktorii X-box baglayici protein 1'in eklenmesine ve aktivasyonuna
aracilik eder (GeneCards 2021).

DNAJC10; Bu gen, yanlis katlanmis proteinlerin taninmasinda ve
par¢alanmasinda rol oynayan ERAD kompleksinin bir pargasi olan bir
endoplazmik retikulum yardimci saperonunu kodlar. Kodlanmis protein, yanlis
katlanmis glikoproteinlerdeki yanlis disiilfid baglarini1 azaltir. Endoplazmik
retikulum distilfid rediiktaz, hem proteinlerin dogru katlanmasinda hem de yanlis
katlanmisg proteinlerin bozulmasinda rol oynar. LDLR gibi proteinlerin
katlanmasi sirasinda olusan dogal olmayan disiilfid baglarinin ¢ikarilmasin
katalize ederek endoplazmik retikulumda proteinlerin verimli bir sekilde
katlanmas1 i¢in gereklidir. Ayrica, EDEMI tarafindan taninan yanlhs katlanmis
glikoproteinlerdeki yanhis disiilfid baglarim1 azaltarak ERAD’da  yer
alir. Endoplazmik retikulum stresine yanit olarak apoptotik sinyal yolunu
destekler (GeneCards 2021).

EIF2AKS3; Cesitli stres kosullarina yanit olarak 0karyotik translasyon baslatma
faktori 2'nin (EIF2S1/elF-2-a) alfa alt birimini fosforile eden metabolik stres
algilayict protein kinazdir. UPR ve diisilk amino asit mevcudiyeti gibi ¢esitli
streslere uyum icin gerekli entegre stres yanitinin temel aktivatoriidiir. Bu gen
tarafindan kodlanan protein, dkaryotik translasyon-baglatma faktorii 2'nin alfa alt
birimini fosforile ederek, onun inaktivasyonuna ve dolayisiyla translasyon
baglatmasimnin hizli bir sekilde azalmasina ve global protein sentezinin
baskilanmasina yol agar. PKR benzeri ER kinaz1 (PERK, EIF2AK3), protein
translasyonunu engelleyen bir elF2a kinazdir (GeneCards 2021).

SVIP; SVIP literatiirde ilk tanimlanan endojen ERAD inhibit6rii proteinidir ve
ERAD aktivitesini negatif yonde regule eden 6nemli bir eleman olarak
caligmaktadir (Ballar ve ark. 2007). ERAD, endoplazmik retikulumdaki yanlig
katlanmis proteinlerin bozunma i¢in proteazoma hedeflendigi yoldur. Bu islemi
tamamlamak i¢cin ERAD sirasinda birden fazla 6zel protein birbiriyle etkilesime
girer. SVIP geni bir protein kodlama genidir. Bu gen tarafindan kodlanan protein,
bu protein bilesenlerinin etkilesimini bozma islevi géren bir ERAD
inhibitoridir. ERAD'in bu down regiilasyonu, hiicreyi asir1 aktif protein
degradasyonundan korumak icin gerekli olabilir. (GeneCards 2021).
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VCP; P97/VCP geni ATPase protein ailesinin bir yesini kodlar. Kodlanan
protein, protein yikimi, hiicre i¢i membran fiizyonu, DNA onarimi ve
replikasyonu, hticre dongusunin dizenlenmesi ve NF-kappa-B yolunun
aktivasyonunda rol oynar. Ana islevi protein molekiillerini, organel membranlari
ve kromatin gibi biiyiik hiicresel yapilardan ayirmak ve boylece ¢oklu alt-birim
proteazom tarafindan salinan polipeptitlerin bozulmasmi kolaylagtirmaktir
(GeneCards 2021).

SYVN; Ubikitini spesifik olarak endoplazmik retikulum ile iligskili UBC7 E2
ligazindan kabul eden ve substratlara aktararak bozunmalarin1 destekleyen E3
ubikitin-protein  ligazdir. Bu gen, ERAD’da yer alan bir proteini
kodlar. Kodlanmis protein, ER stresi sirasinda biriken katlanmamis proteinleri
ER'den sitozole retrograd tasima yoluyla uzaklastirir. Bu protein ayni zamanda
katlanmamis proteinlerin ilave bozunmasi i¢in ubikitin-proteazom sistemini
kullanir (GeneCards 2021).

UFD1; Ubikitin fiizyon proteinlerini pargalayan ubikitin bagimli proteolitik
yolun temel bilesenidir. Bu gen tarafindan kodlanan protein, niikleer protein
lokalizasyonu-4 ve valosin igceren protein ile bir kompleks olusturur ve bu
kompleks, ubikitinlenmis proteinlerin parcalanmasi icin gereklidir. Yanlis
katlanmis proteinlerin ER'den proteazom tarafindan pargalandiklari sitoplazmaya
aktarilmasi igin gereklidir (GeneCards 2021).

AMFR; Bu lokus, glikosile edilmis bir transmembran reseptoriinii
kodlar. Ligandi, otokrin motilite faktorii, tiimor hiicreleri tarafindan salgilanan bir
timor motilite uyarict proteindir. Kodlanmis reseptor ayni zamanda E3 ubikitin
ligaz protein ailesinin bir Gyesidir. ERAD’mn son asamasina katilan bir VCP/p97-
AMFR/gp78 kompleksinin bilesenidir. Spesifik proteinlerin ubikitinasyonu ve
endoplazmik retikulum ile iliskili yikimini katalize eder (GeneCards 2021).
HSPA5; Bu gen tarafindan kodlanan protein, 1s1 soku proteini 70 (HSP70)
ailesinin bir Gyesidir. Bu protein endoplazmik retikulumun limeninde lokalize
olur ve burada ER'de proteinlerin katlanmasi ve birlestirilmesinde yer alan tipik
bir HSP70 saperon olarak calisir ve ER homeostazinin ana diizenleyicisidir.
Hiicresel stres sirasinda, viral enfeksiyon veya tiimorogenez sirasinda oldugu gibi,

bu protein transmembran stres sensor proteinleri PERK, IRE1 ve ATFG6 ile
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etkilesime girer. Katlanmamig protein yanitinin bir baskilayicisi olarak gorev
yapar ve ayrica hiicresel apoptoz ve yaslanmada rol oynar (GeneCards 2021).

e TBP; RNA polimeraz II tarafindan transkripsiyonun baslatilmasi, 70'den fazla
polipeptidin aktivitelerini gerektirir. Bu aktiviteleri koordine eden protein,
polimeraz1 diizgiin sekilde konumlandirmak i¢in ¢ekirdek promotére baglanan,
transkripsiyon kompleksinin geri kalaninin montaj1 i¢in iskele gorevi goren ve
duzenleyici sinyaller igin bir kanal gorevi goren transkripsiyon faktort 11D'dir
(TFIID). TFIID, TATA baglayici proteinden (TBP) ve TBP ile iliskili faktorler
veya TAF'ler olarak bilinen bir grup evrimsel olarak korunmus proteinden olusur.
Bu gen, TATA baglayici protein olan TBP'yi kodlar. TBP'nin ayirt edici bir
ozelligi, N-terminalindeki uzun bir glutamin dizisidir. Proteinin bu bolgesi, C
terminalinin DNA baglanma aktivitesini modiile eder ve DNA baglanmasinin
modiilasyonu, transkripsiyon kompleksi olusum hizin1 ve transkripsiyonun
baslamasini etkiler (GeneCards 2021).

2.3. Bor Elementi

Bor, ¢esitli yapisal ve fonksiyonel rollerle biyokimyasal yollar1 destekleyen, hayvanlar
ve insanlar i¢in gerekli bir element ve yararli bir biyoaktif gida maddesidir (Erbaykent
Tepedelen ve Korkmaz 2020). Bor, okyanuslarda, tortul kayalarda, komiirde ve bazi
topraklarda boratlar seklinde bulunan dogal olarak olusan bir elementtir. En 6nemli ticari
borat Urtnleri ve mineralleri boraks pentahidrat, boraks, sodyum perborat, borik asit,
kolemanit ve uleksittir (WHO 1998). Yiiksek seviyede bor bulunan bolgede yasayanlarin
(bor yataklar1 etrafi), bor bilesenlerine ¢evre, gida ve icecek yoluyla maruz kaldiklar

bilinmektedir (Erbaykent Tepedelen ve Korkmaz 2020).

Insan organizmasina alinan bor ve tiirevleri viicut sivilarinda %96 oraninda borik asit
(B(OH)>) olarak temsil edilir (Korkmaz ve ark. 2007, Bakirdere ve ark. 2010, Nielsen ve
Meacham 2011). Organizmada birgok 6nemli géreve sahip olan bor, insanlar igin iz
elementi olarak kabul edilir (Bradke ve ark. 2008, Nielsen ve Meacham 2011). Insan
vicudunda enzim aktivitesini diizenleyen bor, bunlarin yaninda insiilin metabolizmasinda

ve bagisiklik sisteminde de Onemli gorevlere sahiptir. Magnezyum, vitamin D ve
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kalsiyum metabolizmastyla iliskili olan bor, kemik yapisin1 da korumaktadir (Korkmaz
2011, Duydu ve ark. 2011). Yapilan ¢alismalarda yiiksek miktarda bora maruz kalan
erkeklerde prostat kanseri riskinde azalma go6zlenmistir. Sudaki bor oraninin
yukselmesiyle prostat kanseri riskinin ve 6lim oranlarinin azaldigi literatiirde yer
almaktadir. (Miiezzinoglu ve ark. 2011).

Borik asitin DU145 ve LNCaP prostat kanseri hiicre hatlarinin biiyimesini inhibe ettigi
gosterilmistir (Barranco ve Eckhert 2004). Bununla birlikte Henderson ve arkadaslari
cADPR (cyclic ADP ribose)’i BA’in molekiiler hedefi olarak tanimlamislar ve fizyolojik
seviyedeki BA miktarmin ER luminal Ca*? seviyesini azalttigimi gostermislerdir. Yiiksek
Ca*? seviyeleri ER’da protein katlanmasi i¢in gerekli olan bir durum iken, diisiik ER Ca*2
seviyesi katlanmamis ya da hatali katlanmis proteinlerin birikimine yol agarak ER stresini
tetiklemektedir (Henderson ve ark. 2014). Diisiik Ca*? seviyeleri PERK i aktive etmekte,
PERK ise protein sentezinin baglamasininin en dnemli regiilatorii olan elF2a’1 fosforile
etmektedir. elF2a fosforilasyonu ise hiicrelerin strese nasil yanit verecegine karar
vermektedir. Orta seviyelerdeki fosforilasyon translasyonu kisa bir siireligine durdurarak
hatali proteinlerin yeniden diizenlenmesine yol acarken, giiclii seviyedeki fosforilasyon

apoptozu tetiklemektedir (Yamada ve Echert 2019).

2.3.1. Kullanim alanlari

Ekonomik borat yataklar1 enderdir ve Tiirkiye, ABD, Arjantin, Sili, Rusya, Cin ve
Peru’nin kurak bolgelerinde goriiliir. Boraksin baslica kullanim alanlar1 arasinda yalitim
ve tekstil siifi cam elyafi, camasir agartici (sodyum perborat), borosilikat cam, yangin
geciktiriciler, tarimsal giibreler ve herbisitler (iz elementi olarak) ve seramik sirlar gibi

cesitli uygulamalar bulunur (WHO 1998).

2.3.2. Bor cevreye nasil ve nereden gelir?

Bor ¢evreye esas olarak kayalarin ayrigmasi, deniz suyundan borik asit buharlagsmasi ve
volkanik aktivite yoluyla girer. Bor ayrica antropojenik kaynaklardan daha az oranda
salinir. Antropojenik kaynaklar arasinda tarim, atik ve yakacak odun yakma, komiir ve

yag kullanarak enerji iiretimi, cam ve Uiriin imalati, evde ve endiistride borat/perboratlarin
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kullanimi, borat madenciligi/isleme, islenmis odun/kagidin siiziilmesi ve kanalizasyon/

camur bertarafi yer alir (WHO 1998).

Bor atmosferde 6nemli miktarlarda bulunmaz, ancak herhangi bir zamanda atmosferde
bulunan toplam miktar, atmosferin buyik hacmi nedeniyle 06nemlidir. Suda
cozlintirliiklerine bagli olarak, boratlarin atmosferde dnemli bir dereceye kadar kalmasi

beklenmez (WHO 1998).

Bor, ayristirma siiregleri yoluyla ve ¢ok daha kiigiik 6l¢iide, kanalizasyon desarjlar1 gibi
antropojenik desarjlar yoluyla suya ve toprak suyuna salabilir. Adsorpsiyon
desorpsiyon reaksiyonlarinin, sudaki borun kaderini etkileyen tek 6nemli mekanizma
olmasi beklenmektedir. Bor, toprak tiirline, pH’a, tuzluluga, organik madde igerigine,
demir ve aliiminyum oksit igerigine, demir ve aliiminyumbhidro igerigine ve kil icerigine

bagli olarak adsorpsiyon derecesi ile toprak partikillerine adsorbe edilir (WHO 1998).

2.3.3. Borun insanlara etkisi

Borun insan viicuduna yiyecek ve igeceklerle agiz yoluyla, tozlarla solunum yoluyla,
krem ve ilaglarin kullanimi araciligiyla deri yoluyla girdigi bilinmektedir. Ancak viicuda
nasil girerse girsin, yaklasik %90-95°1 viicutta birtkmez ve hemen idrar yoluyla viicuttan
digar1 atilir. Yalnizca kemik, tirnak ve killarla, karaciger ve dalak gibi organlarda biriktigi

soylenebilir (Sayli 2000).

Borun toksik etkisinin ¢ok diisiik oldugu yapilan arastirmalarla kanitlanmistir. Borun akut
etkisi 15-30 g boraks ya da 2-5 g borik asit dogrudan alindiginda ortaya ¢ikmaktadir.
Kronik etkisi agisindan giinde 3 g borik asit ya da 5 g boraksin etkisinin olmadigi, 5-10 g
boraksin protein metabolizmasini etkiledigi ve idrardaki azot miktarini yiikselttigi

bulgulanmistir (Moseman 1994).
Bor iceren gidalarin kemik erimesini engellemede rol oynadigi yapilan aragtirmalar

neticesinde kanitlanmistir. Yiiksek kemik erimesi riski olan 48-82 yaslarindaki kadinlar

tizerinde yapilan arastirma ile borun Ca ve Mg metabolizmasini artirarak ostrojenik katki
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sagladig1 belirlenmistir (Nielsen ve Schuler 1992). Bunun yani sira erkeklerde testesteron
seviyesini yukselterek kas doku miktarinda artisa sebebiyet verdigi bulgulanmistir
(Nielsen ve ark. 1987). Borun bazi kanser tiirlerine karsi da koruma etkisi oldugu

gozlemlenmistir (Korkmaz ve ark. 2007).

2.3.4. Borun prostat kanseri, ER stresi ile iliskisi ve mekanizmasi

Giliniimiizde, dogal bilesikler diisiik yan etkileri nedeniyle kanser tedavisi igin tercih
edilen kaynaklardir. Bor ve bor bilesikleri bu kaynaklardan en onemlileridir. Prostat,
meme, serviks, akciger kanserleri ve melanoma bor bilesiklerinden en ¢ok etkilenen
kanser tipleri arasindadir. Bor diisiik toksisiteye sahiptir ve viicutta birikmez. Bu nedenle
cekici bir kanser tedavisi ajani sayilir. Ancak mekanizmasi heniiz tam olarak
anlasilamadig1 i¢in potansiyel kullanimini engellemektedir (Erbaykent Tepedelen ve
Korkmaz 2020).

Bor ile ilgili yapilan in vitro ve in vivo ¢aligsmalar, borik asidin (BA) hidroksil gruplarina
gosterdigi ilgiden dolayr borun biyolojik etkilerinin ¢ok ¢esitli oldugunu ortaya
koymustur. Artan aragtirma ve bulgular, borun, bazi hayvanlarin yasam doéngulerini
tamamlamalar1 i¢in gerekli oldugunu ve hayvan hiicrelerinin gelisiminde ve
yenilenmesinde ise dnemli gorevler iistlendigini gdstermistir. Insan ve hayvanlarda
borun, embriyo gelisimi, enerji substrat metabolizmasi, mineral metabolizmasi, hormon
metabolizmasi, kemik yapist ve fonksiyonu, enflamatuvar yanit ve diger fizyolojik
fonksiyonlar tizerinde 6nemli diizenleyici roller istlendigi kanitlanmistir (Erbaykent
Tepedelen ve Korkmaz 2020). Cesitli ¢alismalarda, farkli kanser tiirleri {izerinde bor
bilesiklerinin anti-proliferatif etkisine dair de gii¢lii veriler toplanmistir (Erbaykent
Tepedelen ve Korkmaz 2020). insan prostat hiicreleri, BA'nin molekiiler hiicre
biyolojisini aragtirmak i¢in bir model olarak gelistirilmistir; epidemiyolojik kanatlar,
borun prostat kanseri riski azalmas ile iligkili oldugunu gostermistir (Kobylewski ve ark.
2016). Barranco ve Eckhert’in ilk ¢alismalari, borik asitin DU145 prostat kanseri hiicre
hattinin bilylimesini tamamen inhibe ettigini gostermistir (Barranco ve Eckhert 2004).
Daha sonra Carper ve ark.’lar1 1mM borik asitin DU145 hiicrelerinin biiyiimesini belirgin

bir bicimde ve LNCaP hiicrelerinin biliylimesini ise kismen inhibe ettigini
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gozlemlemislerdir. 2004 yilinda yapilan ¢alismada proliferasyon inhibisyonu icin LNCaP
hlcrelerinde DU145 hiicrelerine gore 4 kat daha fazla borik asit konsantrasyonuna ihtiyag
oldugu ve dolayisiyla anti-proliferatif etkide hiicresel mekanizmalarin da 6nemli oldugu
sonucuna varilmistir. Bununla birlikte kandaki yiiksek BA miktarinimn intraselliiler Ca*?
sinyalini ve depolanmasini azaltarak prostat kanseri riskini diislirdiigii diistiniilmektedir

(Erbaykent Tepedelen ve Korkmaz 2020).

Plazma zarindaki ¢ok islevli bir enzim olan CD38, hiicre dis1 NAD'yi riyanodin reseptor
kalsiyum (Ca*?) kanalmin bilinen tek agonisti olan siklik ADP ribozuna (CADPR)
dontistiiriir. BA'nin bir molekuler hedefi olarak CADPR tespit edilmistir ve fizyolojik BA
seviyelerinin, saniyeler icinde tedavi edilebilmesi icin CADPR ile aktive olan ER Ca*?
salimin1 inhibe ettigi ve ER Ca*? konsantrasyonlarim azalttig1 gdsterilmistir (Henderson
ve ark. 2014).

Endoplazmik retikulumdaki yiiksek [Ca*?], protein katlanmas igin son derece 6nemlidir.
Bu hizli Ca*? sinyalizasyonu endoplazmik retikulum (100-500 mikroM) ve sitoplazma
(20-100 nM) arasinda dik bir gecis saglamaktadir. Bir bitki seskiterpen lakton olan
tapsigargin uygulamasi, ATP'ye bagli ER Ca*® pompasin1 (SERCA) inhibe eder ve
boylelikle endoplazmik retikulumdaki [Ca*?] miktar1 diiser. Bunun sonucu olarak yanlis
katlanmig veya katlanamamis proteinler birikir. Katlanmamis proteinler, GRP78/BiP’¢e
simsiki tutunmaktadir. GRP78/BiP'in salinmasiyla PERK, elF2o’nin serin 51 artigini
dimerize edip fosforiller. Toksik olmayan BA duzeylerinin, memelilerde elF2o 'nin
fosforilasyonunu aktive ettigi bildirilmistir. ~ elF2a'nin fosforilasyonu, hiicresel
homeostazi koruyan hafif ER stresinde, entegre stres tepkisine (ISR) aracilik eder
(Henderson ve ark. 2014). 2014 yilinda Henderson ve ark. tarafindan DU-145 prostat
kanseri hicrelerinin fizyolojik BA konsantrasyonlari ile tedavisinin, ER genislemesi,
sitoplazmik stres graniillerinin olusumu ve elF2a, GRP78/BiP ve ATF4’in hafif
aktivasyonu ile ER stresine neden oldugunu bildirmislerdir. Sonug olarak; BA, elF2a'nin
fosforilasyonunu ve sitozolik stres graniillerinin olusumunu baglatir. Hucreler, yeni
kosullara uyum saglamak i¢in translasyonu yeniden programlayarak cevrelerindeki
degisime tepki verirler. e[F2a, translasyon ve protein sentezini baglatmak i¢in baslatict

metiyonini mRNA'nin ilk kodonuna yerlestiren biiyiik ticlii kompleks, e[F2-GTP-tRNAI
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Met'in diizenleyici altbirimidir. elF2a'nin serin 51 {izerindeki fosforilasyonu, kompleks
olusumunu inhibe eder, bdylece global translasyonu inhibe eder ve boylece hiicreler ER
stresinden kurtulur. 50 uM BA ile DU-145 hiicrelerinin tedavisinden sonra elF2a'nin 1-3

saat icinde fosforilasyonunda bir artis gézlemlenmistir (Henderson ve ark. 2014).

Kanser tedavisinde yaygin sekilde kullanilan kemoterapi ilaglarmin ciddi yan etkileri,
yuksek maliyeti ve diisiik etkinligi, yeni ve alternatif terapilerin gelistirilmesi gerekliligini
gostermektedir. Yeni koruyucu ilag tedavilerinin gelistirilmesi ve mevcut yan etkilerin
azaltilmasi, kanser tedavisi ve saglikli hiicrelerin korunmasi i¢in ¢ok dnemlidir. Bununla
birlikte, kanser hastaliklarindan korunmak i¢in DNA’y1 koruyan ve hiicresel stresi azaltan
ajanlar kullanilmalidir. Bu baglamda, hayvanlar ve insanlar i¢in olasi temel elementler
olarak kabul edilen bor ya da bor bilesikleri iizerine ¢alismalar derinlesmektedir. Borik
asit, boratlar, borat esterler anti-karsinojen etkileri olan bor bilesikleridir ve bunlar
arasinda borik asit en ¢ok calisilan bilesiktir. Bor bilesiklerinin anti-kanser aktivitesinin
altinda yatan mekanizma, serin proteazlar gibi bircok enzimatik siirecin inhibisyonunu,
mRNA modifikasyonunu, niikleer reseptdr baglanma taklidini, hiicre boliinmesi
inhibisyonunu, apoptozun indiiklenmesini, anti-oksidan ve anti-inflamatuar gibi etkileri
icermektedir. Bununla birlikte, yakin zamanda yapilan c¢alismalarla, bor ve bor
bilesiklerinin DNA hasar1 iizerinde koruyucu etkileri oldugu kanitlanmistir. Ayrica,
borun diisiik toksisiteye sahip olmasi ve viicutta birikmemesi dolayisiyla, bor ¢ekici bir

kanser tedavi ajan1 olarak ongorilmektedir (Erbaykent Tepedelen ve Korkmaz 2020).

Bu nedenle yakin gelecekte bor bilesiklerinin kanser basta olmak {izere bir¢ok hastaligin
patogenezi ile ilgili hiicresel slrecleri etkileyebilmeleri nedeniyle koruyucu ve/veya
tedavi edici amagclarla kullanilmas1 muhtemeldir. Ayrica bireysel olarak uygun bor alimi
miktar1 belirlenerek DNA hasar1 ve hiicresel stres azaltilabilir, bu durumda hastaliklar
Onlenebilir ve yeni tedaviler gelistirilebilir. Bu amagla, borun biyokimyasal ve molekiiler
mekanizmalarinin daha detayl agiklanmasi, bor ve bor bilesiklerinin kanser 6nleme ve
tedavisindeki roliiniin agiklanmasi daha 6nemli hale gelecektir (Erbaykent Tepedelen ve
Korkmaz 2020).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Hucre Kulttra

Denemeler ATCC'den temin edilen 1 adet yilizeye bagimli androjen-bagimli prostat
kanseri hiicre hatt1 ile gergeklestirildi;

e LNCaP (insan prostat karsinomu lenf nodu metastazi hiicre hatti; CRL-1740TM)

3.1.1. Materyal

o Simf I giivenlik kabini (Esco, Holanda)

e CO'li inkubatdr (Sanyo-MCO-18AIC, Japonya)

e Floresan ekli invorted 151k mikroskobu (Leica DMIL, Almanya)

e Sogutmali santrifiij (Sigma- B6916, ABD)

e pH metre (Hanna- HI221, Almanya)

e Manyetik karistirict (Wisd-MSH20A, Almanya)

e 100x20 mm'lik kiiltiir kaplar1 (Greiner Bio-One CELLSTAR, Almanya)
e 60x15 mm hiicre kiiltiir kaplar1 (Greiner Bio-One CELLSTAR, Almanya)
e 6 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 (Greiner Bio-One CELLSTAR, Almanya)

e 2.5-5-10 ve 25 mL hacimli steril pipetler (Orange, Italya)

e Pastor firininda steril edilmis pastor pipetleri

e 15 mL ve 50 mL’lik falkon tiipleri (Jet Biofil, Italya)

e 1-10, 20-200 ve 100-1000 pL otomatik pipetler (Brand-TransferpetteS, Amanya)
e Pipet uclar1 (VWR, ABD)

e Eppendorf tupler (Greiner-Almanya)

e Hiicre ortami- RPMI 1640 (Gibco- 52400, ABD)

e Fotal dana serumu (FBS) (Gibco- 10270, ABD)

e Tripsin-EDTA (Gibco- 3103382, ABD)

o Aktif karbon (Merck, K34348983520)

e Penisilin/Streptomisin (Gibco- 15140, ABD)

e L-glutamin (Gibco- 25030, ABD)
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e Sentetik androjen methyltrienolone (R1881, 17beta-hydroxy-17alphamethyl-estra-
4,9,11-trien-3-one, Sigma, R0908)
e DMSO (Merck- K33960212-504, ABD)
e Hemositometre (Neubauer)
e 9% 0.4 Tripan mavisi solisyonu (Sigma- T6146, ABD),
e Fosfat tamponu (Phosphate Bufferred Saline / PBS)
» 8¢9 NaCl (Sigma- S3014, ABD)
» 0.2 g KCI (Merck-1049360250, ABD)
> 1.57 g Na;HPO4.2H,O (Merck- K22287176, ABD) ile dH20 icerisinde
hazirlanarak 1M HCl ile pH 7.4’e ayarlandi.

3.1.2. Hiicrelerin bakim ve pasajlanmasi

Hiicrelerin besin gereksinimlerini karsilamak amaciyla ortam olarak %5-10 FBS, % 1 L-

glutamin, %1 penisilin/streptomisin iceren RPMI 1640 kullanildi. Hiicreler ylizeyi

tamamen kapladigi zamana kadar rutin olarak beslendi. Bu islem i¢in ylizeye bagiml

hiicrelerin ortami1 pastdr pipeti yardimiyla g¢ekildi ve hiicrelerin iizerine taze ortam

eklenerek 2 giinde bir ortam degistirildi. Hiicreler, 100 x 20 mm’lik veya 60 x 15 mm'lik

hiicre kiiltiir kaplarinda 37 °C’de % 5 COz’li inkiibatorde biiyiitildii. Hiicreler tim yiizeyi

kaplayacak kadar cogaldiklarinda pasajlandilar. Pasajlamalar su sekilde gerceklestirildi;

e Steril cam pastor pipetleri kullanarak vakum yardimiyla ortam uzaklastirildi.

e Kiiltiir yiizeyi tripsin muamelesinin etkisini arttirmak icin Ca?* ve Mg?* icermeyen
steril PBS ile bir kez yikandi.

e PBS uzaklastirildiktan sonra 1 mL tripsin-EDTA sollsyonu ilave edildi ve 37 °C’de
%5 CO2’li inkiibatorde 1-2 dakika hicreler yuzeyden kalkana kadar bekletildi.

e Hiicre yogunluguna uygun hacimde taze ortam hiicreler iizerine ilave edildi ve
hiicreler pipet yardimiyla homojenize edildi.

e Homojenize edilen hiicreler yeni kiiltiir kabindaki ortamin iizerine yavasga ilave

edildi ve biytmeleri i¢in 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatére yerlestirildi.
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3.1.3. Hucrelerin dondurulmasi ve ¢6zdurulmesi

In vitro kiiltivasyonlarda degerli hiicre hatlarinin korunabilmesi, pasaj sayisinin
ilerlemesine bagl fenotipik ve genotipik degisimlerin 6nlenmesi ve ayrica bu ¢aligsmalar
sirasinda gilivenli geriye donebilme olasilig1 nedeniyle hiicre hatlarinin kisa veya uzun
stireli stoklanmasi gerekir. Hiicrelerin saklanabilmesi i¢in en uygun yontem -86 °C veya
-130 °C’in altinda dondurma islemidir. Dondurulan hiicreler daha uzun siireler
Ozelliklerinde degisim olmadan saklanabilir. Dondurma islemi sirasinda hiicrenin
organellerinin korunmasi igin dimetilsiilfoksit (DMSO) ya da gliserol gibi kriyoprotektan
ajanlar kullanilmaktadir. Donmus olarak saklanmis hiicrelerden arastirma ya da iiretim
amactyla yeni kiiltiirler hazirlanabilir ancak ¢dzdiirme islemi olabildigince hizli

yapilmalidir.

Hiicreler pasajlandiktan sonra santriflij edilerek elde edilen hicre pelleti %90 FBS ve
%10 DMSO igeren hiicre stok ortami igerisinde siispanse edildi ve ImL hacimde

kriyotiiplere aktarilarak -86 °C derin dondurucuya kaldirildi.

Cozdurtlecek olan hicreler -86 °C derin dondurucudan ¢ikarilir ¢ikarilmaz 37 °C su
banyosunda ¢oziilene kadar (yaklasik 1-2 dk) bekletildi. Ardindan hiicre kiiltiir kabindaki

37 °C’ye 1s1tilmig 8 mL ortam iizerine dikkatlice pipetleme yaptiktan sonra ilave edildi.

3.1.4. Hucre sayimi

Hiicre siispansiyonunun yogunlugunun belirlenmesi i¢in hiicre sayimi yapildi. Hiicreler
pasajlanirken, yeni kiiltiire istenen miktarda hiicre alabilmek amaciyla hemositometrede
sayildi. Saymm i¢in hiicre siispansiyonundan 10 pl alinip tripan mavisiyle 100 ul’ye
tamamlandi. Karisim pipetle homojenize edildi. Hemositometre zerine bir lamel
koyuldu ve sayilacak hiicre siispansiyonu bu ikisi arasina pipetle kenardan vererek

yayildi.

Hemositometre {izerinde yer alan 9 biiyiilk kare igindeki hiicre miktar1 sayildi.

Mililitredeki hiicre sayisimi (hiicre sayisi/mL) belirlemek i¢in asagidaki formiilden
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yararlanildi:

Hiicre sayis1 / mL = (Sayilan hiicre miktar1 x Diliisyon oran1 (10) x 10%) / 9

3.1.5. M7 bor bilesiginin sentezi ve yapisi

Bor ve tiirevleri genel olarak suda ¢oziiniirliigii yiiksek olan bilesiklerdir. Bu durum ise
hiicre membranindan geg¢isi bir miktar zorlastirmakta ve bor bilesiklerinin etkinligini
azaltmaktadir (Greenhill-Hooper, 2012). Bu nedenle 113S700 no’lu Tiibitak 1001 projesi
kapsaminda hiicre membranindan ge¢isi kolaylastirmak amaciyla hem suda hem de yagda
cozunebilecek ve borik asitten daha diisiik konsantrasyonlarda etki gosterebilecek yeni
bor bilesikleri sentezlendi. Bu ¢alisma kapsaminda ise yeni sentez bor bilesiklerinden M7
olarak adlandirilan dietanolboranat bilesigi kullanild1 ve Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi,

Kimya Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Hayati Tiirkmen’den temin edildi.

M7 bilesiginin sentezlenmesinde kullanilan yéntem su sekildedir: iki boyunlu balona
diethanol amin (1 mmol) ve (zerine aril boronik asit (1 mmol) koyuldu ve 20 mL
Diklorometan(toliien) eklenip karistirilarak aril boronik asitin iyice ¢dzlinmesi saglandi.
Oda sicakliginda 1 giin karigtirildi. Reaksiyon sonunda ¢ozelti bir miktar deristirildi ve

tizerine dietil eter eklenerek kristallendirildi.
Yeni sentezlenen bu bor bilesiginin yapismin aydinlatilmasi elementel analiz, *H ve 3C
NMR spektroskopisi ile gergeklestirilmistir ve sentezine iligskin ayrintili bilgi asagida

sunulmustur.

Madde 7 (M7) sentezi

H
OH (0]
7a

Sekil 3.1. Yeni sentez bor bilesigi M7 nin sentez yolu ve yapisi

NMR spektroskopisi verileri su sekildedir: *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 7.79 (d, J
=8.4 Hz, 2 H, Ph-CH), 7.24 (d, J = 8.4 Hz, 2 H, Ph-CH), 7.16 (t, J =7.2 Hz, 1 H, Ar-CH),
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7.00 (d, J =7.2 Hz, 1 H, Ar-CH), 6.93 (t, J =7.2 Hz, 1 H, Ar-CH), 6.74 (d, J =7.2 Hz, 1
H, Ar-CH), 5.79 (s, 1 H, NH), 5.24 (s, 2 H, Ar-CH). 3C NMR (100 MHz, DMSO-de): 6
151.2, 138.6, 134.4, 128.2, 124.9, 122.5, 121.7, 121.4, 120.0, 119.2, 115.4, 64.8. Anal.
Hes. C14aH11BFsNO (M = 277.05); Teorik: C, 60.69; H, 4.00; N, 5.06; Bulunan: C, 60.71;
H, 4.16; N, 5.11.

3.1.6. Serum yoksunlugu ve madde (M7, androjen (R1881) ve ER stres ajanlari)

uygulamalari

Oncelikle aktif karbon ile muamele edilmis fotal dana serumu (CT-FBS; charcoal treated-
FBS) hazirlandi: Fétal dana serumu igerisine %3 oraninda aktif karbon ilave edildi. Gece
boyu +4 °C’de karistirilarak inkiibe edildi. Stipernatant tamamen berraklasana dek birkag
kez 4 °C’de 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant 2 defa
filtrelenerek -20 °C’ye kaldirildi.

Hormon deprivasyon orneklerini hazirlamak igin LNCaP htcrelerini androjen
uygulamasindan once biliylime faktorlerinden yoksun birakmak amaciyla hiicreler aktif
karbon ile muamele edilmis FBS i¢eren RPMI ortamu icerisinde blyutildu. Pasajlamadan
48 saat sonra hiicreler bir kez PBS ile yikanarak %2’ lik CT-FBS ortamina alindi. 37
°C’de %5 CO2’li inkiibatorde 48 saat inkiibasyona birakildi. Ardindan hiicreler %0,5 CT-
FBS ortamina alinarak 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatérde 24 saat inkiibasyona birakildi.
Son olarak hicrelere 48 saatlik 200 uM M7 uygulamasi yapildi. Bu 48 saatlik uygulama
stiresinin 24. saatinde 10 nM sentetik androjen R1881 uygulamasi ve 32. saatinde ise ER
stresi yaratmak amaciyla 1 uM Tunukamisin ve 1 uM Tapsigargin uygulamasi yapildi.
Sonug olarak starve edilmig LNCaP hiicrelerinde 48 saatlik bor uygulamasi, 24 saatlik

androjen uygulamasi ve 16 saatlik ER stresi uygulamasi gerceklestirildi.

Hormon deprivasyonsuz normal oOrnekleri hazirlamak igin LNCaP hicreleri %60
yogunlukta 10 cm’lik hiicre kiiltiirii kaplarina pasajlandi. Pasajlamadan 48 saat sonra
hiicrelerin ortami degistirildi ve 2 saat sonrasinda 200 uM M7 uygulamas1 yapilarak 48
saat inkilibe edildi. Bu inkiuibasyonun 32. saatinde ise ER stresi yaratmak amaciyla 1 uM

Tunukamisin ve 1 uM Tapsigargin uygulamasi yapildi.
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3.1.7. Sitotoksisite analizleri (MTT)

Sitotoksisite analizleri icin kolorimetrik bir yontem olan MTT (3- [ 4,5- dimethylthiazol-
2- yl]- 2,5- diphenyl- tetrazolium bromide ) olusumu 6l¢iildii. Hiicre ¢ogalmasi; steril
PBS tamponunda hazirlanan 5 mg/mL MTT stok solusyonunun, kullanimdan az 6nce
1:10 oraninda iiretme ortami ile diliie edilip, 0,5 mg/mL oraninda hiicreler {izerine
eklenmesi ile saptandi. 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde 4 saat sireli inkiibasyonun
ardindan MTT igeren ortam atilip, olusan mavi formazan Kristallerinin 200 pL %2100
DMSO igerisinde ¢6ziilmesi saglandi. Olusan mavi formazan miktar1 570-690 referans
araliklarinda mikroplaka okuyucu kullanilarak o6lgiildii. % Hiicre canliligi, madde
uygulanan hiicrelerin absorbansi / kontrol hiicrelerinin absorbansi olarak hesaplandi.
Sonuglar Microsoft Excel (XP) ve GraphPad yazilimi araciligiyla grafiksel olarak
degerlendirildi, her bir maddenin ICso degeri (hiicre proliferasyonunun %50 oraninda

inhibe eden konsantrasyon degeri) hesaplandi.

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

RT-PCR yontemi, SYBR Green boyasini kullanarak PCR sirasinda PCR {irtininin
saptanmasi ve logaritmik siklus doneminde PCR iiriin miktarinin analizine olanak saglar.
Analiz rolatif kantitasyona dayandigindan deney kontrol ornegi de igermelidir.
Normalizasyon icin analiz edilecek gen ile birlikte housekeeping bir gen de amplifiye

edilmelidir.

3.2.1. Materyal

e 1,5mL’lik Eppendorf tiipler (RNase icermeyen)
e 1-10, 20-200 ve 100-1000 pL otomatik pipetler
e Pipet uclart

e Santrifiij (Eppendorf, centrifuge, 5415 D)

e SYBR Green

e dH20O

e CcDNA
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e Primerler
> ATF4
ATF6
XBP1
DDIT3
DNAJB9
ERN1
DNAJC10
EIF2AK3
NFE2L2
SVIP
VCP
SYVN
UFD1
AMFR
HSPA5
TBP
e RT-PCR Cihaz1 (CFX-Connect, Bio-Rad)
e Aurum™ Total RNA Izolasyon Mini Kiti (Bio-Rad)

V VV V V V VYV V V VYV V V V VYV V

Aurum RNA baglama mini kolonlar1
Toplama tapleri

% 70’lik Etanol

Lizis Buffer

Yikama solusyonu

Elusyon Buffer

DNaz |

High Stringency

VvV V.V VYV V V VYV V V¥V

Low Stringency

e BioRad’s iScript™ Revers Transcription Supermix
» dH20

» Master Mix

62



o a ~ wnhE

Ornek Seti;

Kontrol

Tunukamisin uygulanmis LNCaP hiicresi
Tapsigargin uygulanmig LNCaP hiicresi

M7 (bor maddesi) uygulanmis LNCaP hiicresi
M7+Tunukamisin uygulanmis LNCaP hiicresi

M7+Tapsigargin uygulanmig LNCaP hiicresi

3.2.2. RNA izolasyonu

LNCaP hiicrelerinden RNA izolasyonu Aurum™ Total Rna Izolasyon Mini Kiti (Bio-

Rad)’nin protokoliine uygun sekilde gerceklestirildi.

Toplama tuplerine mini kolonlar yerlestirildi.

350 pl Lizis Buffer hiicreler iizerine ilave edildi ve hiicreler bir kaziyict yardimiyla
kazinarak ependorf tiiplerine aktarildi. Kullanimdan 6nce Lizis Buffer igerisine %1
oraninda B-merkaptoetanol ilave edildi.

Pelletlerin tamamen pargalanmasi amaciyla instlin enjektori ile homojenizasyon
yapildu.

Homojenat (izerine kendi hacmi kadar %70 etanol eklendi ve pipetlenerek homojen
hale getirildi.

Homojenat Aurum RNA baglama mini kolonlarina aktarilarak 30’ 13000’ rpm de
santrifiij yapildi. Toplama tiipiindeki siipernatant uzaklastirildi.

700 pl Low Stringency yikama solisyonu kolona eklendi ve 30’ 13000 rpm’de
santrifiij yapildi. Toplama tiiplindeki siipernatant uzaklastirildi.

80 ul DNaz eklendi ve inkiibasyon i¢in 15” beklendi.

Inkiibasyon sonras1 700 pl High Stringency yikama soliisyonu eklenerek 30°° 13000
rpm’de santrifiij yapildi.

700 pl Low Stringency yikama solusyonu eklenerek 1 dakika 13000 rpm’de santrifiij
yapildi. Toplama tiiplindeki siipernatant uzaklastirildi.

2 dakika 13000 rpm’de santrifiij yapildi.

Toplama tiipii atild1 ve yerine ependorf yerlestirildi.
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e 50 pl Elusyon Tamponu eklendi ve 1 dakika beklendi.
e 2 dakika 13000 rpm’de santrifiij yapildi.
e Kolon atildi ve hiicrelerden izole edilen RNA’lar ependorf tiipe aktarildu.

¢ Nanodropta 260/280 nm’de 6l¢tim yapild.

3.2.3. cDNA sentezi

LNCaP hiicrelerinden izole edilen RNA’lar BioRad’s iScriptTM Revers Transcription
Supermix Kiti’nin protokoliine uygun sekilde cDNA’ya ¢evrildi.
Ellisyon Tamponu kor olarak kullanilmustir.
Konsantrasyon = nanogram / pl
1 nanogram = 10 ug
e Herdrnekicin 2 pg RNA olacak sekilde gerekli 6rnek hacmi alindiktan sonra, son
hacmi 15 pl’ye tamamlamak igin gerekli olan dH20 miktarlar1 eklendi.
e Ardindan bitln drneklerin izerine 4 pl reaksiyon karisimi ve 1 pl ters transkriptaz
enzimi eklenerek toplam reaksiyon hacmi 20 pl’ye tamamlandi.
e Kisa bir santrifiij yapildiktan sonra gerekli reaksiyon kosullarinin saglanmasi i¢in
ornekler konvansiyonel PCR cihazina yerlestirildi.
e RNA o6rneklerinden cDNA sentezi yapilmasi i¢in Ornekler 5 dakika 25 °C, 30
dakika 42 °C ve 5 dakika 85 °C’ de inkiibe edildi.
e Elde edilen cDNA’lar -20°C’ye kaldirildu.

3.2.4. Real-Time PCR
LNCaP hiicrelerine yapilan uygulamalardan sonra elde edilen cDNA’lar kalip olarak

kullanilarak Cizelge 3.1’de belirtilen 15 adet genin ekspresyon profilleri RT-PCR

amplifikasyonu ile analizlendi.
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Cizelge 3.1. Real-Time PCR’da ekspresyon profilleri analizlenecek genler

Gen Gen Ismi Kodladigi Protein
P1 | ATF4 |Aktive edici transkripsiyon faktori 4 CREB-2
Cyclic AMP-dependent
P2 ATF6 [Aktive edici transkripsiyon faktorti 6| transcription factor ATF-6
alpha
P3 XBP1 X-box baglayici protein 1 X-box baglayici protein 1
P4 | DDIT3 | DNA damage inducible transcript 3 CHOP
DnaJ Heat Shock Protein Family )
P5 | DNAJB9 ERdj4
(Hsp40) Member B9
Endoplasmic Reticulum to Nucleus Serin/treonin-protein
P6 | ERN1 ) ) ) )
Signallingl kinaz/endoribonikleaz IRE1
DnaJ Heat Shock Protein Family )
P7 |DNAJC10 ERdj5
(Hsp40) Member C10
Eukaryotic Translation Initiation
P8 | EIF2AK3 ) PERK
Factor 2 Alpha Kinase 3
) ) Small VCP/P97-Interacting
P9 SVIP Small VCP Interacting Protein )
Protein
) . ) Transitional endoplasmic
P10 | VCP Valosin Containing Protein ]
reticulum ATPase
P11 | SYVN Synoviolin HRD1
Ubiquitin Recognition Factor in ER | Ubiquitin fusion degradation
P12 | UFD1 ) ) ]
Associated Degradation 1 protein 1
_ N E3 ubikuitin-protein ligaz
P13 | AMFR | Autocrine Motility Factor Receptor
AMFR
Heat Shock Protein Family A Endoplazmik retikulum
P14 | HSPA5
(Hsp70) Member 5 saperon BiP (GRP78)
P15| TBP TATA-Box Binding Protein TFIID
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e Bir reaksiyon i¢in 10 pl hacim kullanildi.
e Reaksiyon basina 5 ul SYBR-Green master mix (2X) ve 1 ul cDNA kullanildi.
e F+R primerlericin; 1 pl primer ve 3 pl dH20 kullanildi.
e PCR amplifikasyonu
> 1.Denatlirasyon;
95 °C’de 3', 1 dongii
» 2. Amplifikasyon;
95 °C’de 3', (95 °C’de 10", 58 °C’de 10",72 °C’de 10") 45 dongii
» 3. Cift zincirin agilmasi
Amplifikasyon basamagindaki her dongiiden sonra 95 °C'de 30 sn.
» Sogutma;
37°C'de 10 sn
e Amplifikasyonun sonunda gen ekspresyonunda meydana gelen degisikliklerin
miktarin1 (kat cinsinden) belirlemek amaciyla yapilan erime egrisi ve relatif
kantitasyon analizleri TATA-Binding Protein (TBP) referans geni (housekeeping
genes) kullanilarak gerceklestirildi.

3.3. Western Blot (Immiinoblotlama)

Western blot immiinogenetik, biyoloji ve molekiiler biyoloji dallarinda bir doku
homojenat1 veya ekstrakti numunesi igerisinde spesifik proteinlerin tanimlanmasinda
yaygin olarak kullanilan bir analitik metottur. Hedef proteinle etkilesmesi amaci ile

sentetik veya hayvan kdkenli antikorlar kullanilmaktadr.

3.3.1. Materyal

e Modifiye RIPA tamponu:

» 10 mM trizma baz pH=8.0 (Sigma- T5941, Almanya)
% 0,1 SDS (Sigma- L4390, Almanya)
% 1 triton x-100 (Sigma- T8787, Almanya)
% 0,1 sodyum deoksikolat (Sigma- D6750, Almanya)
1 mM EDTA (Sigma- K5134, Almanya)

vV V VYV V
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» 1mM EGTA (Sigma- E3889, Almanya)
» 140 mM NaCl (Sigma- S3014, Almanya)

Proteaz inhibitorleri; PIC (roche cocktail, 14X), NaF (Son konsantrasyon 1mM, stok
30X), NaVOz (Son konsantrasyon 1mM, stok 100X), PMSF (100 X’lik hazir stok,
son konsantrasyon 1mM)
Fosfataz inhibitorii (Hazir stok, roche cocktail, 20X seyreltme)
NaF 100X (100mM), (Merck- B815549 606, ABD)
NaVO 3 100X (200mM) (Fluka- 72060, Almanya)
PMSF 100X (100 mM) (Fluka- 93482, Almanya)
BCA kiti (Sigma- 088K6138, Almanya)
Kuars kuvet (Hellma- 105.202QS, Almanya)
Izopropanol (Merck- K35707095 607, ABD)
Metanol (Merck, K34212908503
% 30 akrilamid karigimi i¢in

> % 29 akrilamid (Sigma- A9099, Almanya)

» % 1 N, N- metilenbisakrilamid (Sigma- M2022, Almanya)

karisimi hazirlanarak filtrelendi ve gaz1 alinarak kullanildi.

4X SDS-PAGE ayirma jel tamponu

» 1.5 M trizma baz (pH: 8.8)(Sigma- T5941, Almanya)

> % 0.4 SDS (Sigma- L4390, Almanya), pH 8.8
4X SDS-PAGE depolama jel tamponu

» 0.5 M trizma baz (pH: 6.8) (Sigma- T5941, Almanya)

> % 0.4 SDS (Sigma- L4390, Almanya), pH 6.8
Amonyum persiilfat solisyonu (% 10) (Sigma- A9164, Almanya)
TEMED (Sigma- T9281, Almanya)
1L hacim i¢in SDS-PAGE jel 10X yiiriitme tamponu (1X olarak kullanilir)

» 30 g trizma baz (Sigma- T6066, Almanya)

» 144 g glisin (Biochemika/FLUKA- 50046, Almanya)

» 10.0 g SDS (Sigma- L4390, Almanya)
4X ylkleme tamponu

» 40 mM trizma baz (pH 8.0) (Sigma- T6066, Almanya)
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0.4 mM EDTA (Sigma- K5134, Almanya)
% 4 SDS (Sigma- L4390, Almanya)
% 20 gliserol (Sigma- G5150, Almanya)
» Brom fenol mavisi 200 pl (Merck- L54971322525, ABD)
1L hacim i¢in SDS-PAGE jel 10X transfer tamponu
> % 20 metanol (Merck- K34212908503, ABD)
» 30.0 g trizma baz (Sigma- T6066, Almanya)
» 144.0 g glisin (Biochemika/FLUKA- 50046, Almanya)
Beta-merkaptoetanol (Sigma, M3148)
10 X TBS (pH 7.6), toplam hacim 1L
» 12.1 g trizma baz (Sigma, T6066)
» 80.0 NaCl (Sigma, S3014) TBS-T icin
1X TBS i¢ine % 0.1 Tween 20 (Sigma, E1383) ilave edilmistir.

YV V VYV

Yagsiz siit tozu (Saliler, Almanya)

BSA (USB- 10857, ABD)

Anti-rabbit 1gG horse radish peroxidase (HRP) (Amersham- NA934, ABD)
Anti-mouse 1gG horse radish peroxidase (HRP) (Amersham- NA931, ABD)
R -Actin antikoru (Cell signaling, 4967)

PSA antikoru (Proteintech, 10679-1-AP)

GAPDH antikoru (Ambion, AM4300)

AR antikoru (Milipore, 06-680)

elF2 o antikoru (Cell signaling, 9721)

pelF2 a antikoru (Cell signaling, 9722)

PERK antikoru (Cell signaling, 3192)

CHOP antikoru (Cell signaling, 2895)

BiP antikoru (Cell signaling, 3183)

Clarity Western ECL Substrate kiti (Biorad, 1705061)

Hiicre kaziyic1 (Cell Scraper- TPP 9903, Isvicre)

Sogutmali santrifiij, +4 °C i¢in (Sigma- B6916, Almanya)

Santrifuj (Eppendorf, 5415D ve 5415R, ABD)

Blok 1s1tict (Grant- QBA2, Ingiltere)
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e Spektrofotometre (Amersham- Ultraspec 1100 pro., ABD)

e Yiritme aparati (C.B.S. Scientific- MGV202, ABD)

e Transfer aparati1 (C.B.S. Scientific- EBX700, ABD)

e Whatman kagitlar

e Polyvinylidene fluoride (PVDF) transfer membrani (Roche- 03010040001, Almanya)
e (alkalayici (Heidolph- ROTAMAX 120, Almanya)

e 1-10, 20-200 ve 100-1000 pl otomatik pipetler (Brand- TransferpetteS, Almanya)

e Pipet uclar1 (VWR, ABD)

e Eppendorf tipler (Grainer, Almanya)

e Ornek Seti;

1. Set
Kontrol
Tunukamisin uygulanmig LNCaP hiicresi
Tapsigargin uygulanmig LNCaP hiicresi
M7 (bor maddesi) uygulanmig LNCaP hiicresi

M7+Tunukamisin uygulanmig LNCaP hiicresi

I L o

M7+Tapsigargin uygulanmig LNCaP hiicresi

2.Set (Hormon Deprivasyon Ornekleri)

Kontrol

Tunukamisin uygulanmis LNCaP hiicresi
Tapsigargin uygulanmig LNCaP hiicresi

M7 (bor maddesi) uygulanmig LNCaP hiicresi
M7+Tunukamisin uygulanmig LNCaP hiicresi
M7+Tapsigargin uygulanmig LNCaP hiicresi
R1881 uygulanmis LNCaP hiicresi
R1881+Tunukamisin uygulanmig LNCaP hiicresi

© © N o gk~ w DN PE

R1881+Tapsigargin uygulanmig LNCaP hiicresi

10. R1881+M7 uygulanmig LNCaP hiicresi

11. R1881+M7+Tunukamisin uygulanmig LNCaP hiicresi
12. R1881+M7+Tapsigargin uygulanmis LNCaP hiicresi
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3.3.2. Protein izolasyonu

Immiinoblot deneylerinde kullanilmak {izere hiicrelerden RIPA modified tamponu

kullanarak protein izolasyonu gergeklestirildi. Bu amagla;

Ortam uzaklastirildiktan sonra hiicreler soguk PBS ile bir defa yikandi.

Hiicreler lzerine RIPA Modified Lysis Buffer ilave edilerek (0,5 mL > 107
cells/100mm petri/ 150 cm? flask; 0,25 mL = 10° cells/ 60 mm petri/ 75 cm? flask)
hiicreler bir kaziyici yardimiyla kazindi ve pipetleme yapilip ependorf tuplerine
aktarildi (tim bu islemler buz iizerinde gergeklestirildi.).

Ornekler buz iizerinde arada bir karistirilarak 45 dk inkiibe edildi.

Tamamen hiicre par¢alanmasi/homojenizasyonu i¢in 10 dk’ da bir 10 saniye vorteks
yapildu.

Ornekler +4° C*de 12000 rcf’de 10 dk santrifiij edildi ve stipernatant toplam hiicresel
protein olarak yeni ependorf tiiplerine aktarildi (protein lizat1 6rnegi).

BCA tayini ile protein dl¢iimii yapildi.

3.3.3. Protein miktarinin belirlenmesi

Elde edilen lizatlardaki protein miktar1 BCA protein miktar1 6lgiim kiti kullanilarak

asagidaki protokole gore belirlendi.

Eppendorf tiiplere dagitilan 149'ar pl RIPA tamponu lizerine 1'er pl protein lizati
ornegi eklendi.

BCA c¢aligma reaktifi- her 6rnek basina 75 pl QA, 75 ul QB ve 3 ul QC olacak sekilde
biitiin 6rnekler i¢in toplam bir karisim hazirlanarak vortekslendi ve her 6rnek basina
150 pl olacak sekilde eppendorf tiiplere dagitildi.

Kor olarak protein lizat1 bulunmayan RIPA tamponu kullanildi.

Tiipler vortekslenip kisa santrifiijden sonra 60 °C’de 1sitic1 blokta 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon bitiminde kisa bir santrifiijden sonra 6rneklerin oda sicaklifma gelmesi
beklenerek spektrofotometrede 562 nm’de absorbans dl¢iimleri yapildi.

Elde edilen absorbans degerleri referans deger ile normalize edilerek protein

miktarlar1 pg/pl olarak belirlendi.
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3.3.4. Proteinlerin SDS-PAGE ile ayrilmasi

SDS-PAGE bir poliakrilamid jel elektroforez varyanti olan ve biyokimyada
karisimlardaki yiiklii molekiilleri elektrik alan varliginda molekiiler kiitlelerine gore
ayiran analitik bir yontemdir. Sodyum dodesil siilfat molekiilleri proteinlerin izolasyon

ve tanimlanmasina yardimci olurlar.

3.3.5. Jel hazirlama

e SDS-PAGE aparatinin camlar1 sirasiyla dH2O-etanol-izopropanol ile silindi ve jelin
dokilmesi igin camlar ve spacerlardan olusan aparat hazir hale getirildi.

e Jel konsantrasyonu proteinin molekiiler agirhigina gore segildikten sonra ayirma jeli
(seperating) hazirlandi, aparata dokiildi (hava kabarcigi kalmamasina dikkat edildi).

e Ust yiizeyi izopropanol ile diizlestirilerek donmast igin 30-40 dakika beklendi.

Cizelge 3.2. Protein molekdiler agirligina gore jel konsantrasyon yiizdeleri

Protein Biiyiikliigii (kDa) | Jel YUzdesi (%0)
4-40 20
12-45 15
10-70 12
15-100 10
25-200 8

e Donan ayirma jelinin tizerinden izopropanol uzaklastirildi.

e Depolama jeli (stacking) hazirlandiktan sonra aparata dokiilerek tarak yerlestirildi ve
donmasi i¢in 30-40 dakika beklendi.

e (Camlar yiiriitme aparati tizerine yerlestirilerek alt ve iist hazneler yiiriitme tamponu
(1X SDS-PAGE Running Buffer) ile dolduruldu.

e Tarak donmus jelden yavasca ¢ikartildi ve kuyucuklar igerisinde kalan jel pargalar

yuklemeden 6nce tampon ile temizlendi.
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Cizelge 3.3. Ayirma jeli bilesenlerinin farkli yiizde degerleri i¢in oranlari

Ayirma Jeli (10 mL) %6 %8 %10 %12 %15
dH20 54mL [47mL | 41mL 34mL | 24mL
%30 akrilamid mix 2,0 2,7 3,3 4 5
4x ayirma jeli tamponu 25 2,5 2,5 2,5 2,5
%010 APS 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
TEMED 0,008 0,006 0,004 0,004 0,004

Cizelge 3.4. Depolama jeli bilesenlerinin farkli ylizde degerleri igin oranlar

Depolama Jeli (10 mL) 10mL | 5mL | 25mL
dH20 (mL) 5,7 2,85 | 1,425

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

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

3.3.6. Ornek hazirlama

Protein drneklerinden 100 pg proteine esit miktarda hacim alinarak dH20 ile 20 pl’ye
tamamlandi.

20pl 6rnek solusyonu dzerine anyonik bir denatiirasyon deterjani olan Sodyum
Dodesil Silfat (SDS) iceren 4X ylkleme tamponundan (4X Loading Buffer) 7,5 ul
eklendi (kullanimdan once gerekli hacimde 4X yiikleme tamponu igerisine %10
oraninda beta-merkaptoetanol eklendi ve kisa bir santrifiij yapildi.).

Hazirlanan ornekler 95-100 °C’de 5 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda &rnekler hemen buz iizerine alinds.

3.3.7. Proteinlerin jele yiklenmesi ve jelde yuritme

Buz iizerinde bekleyen 6rnekler kisa bir santrifiij sonrasi 25 pl hacimde jele yiklendi.
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e Bir kuyucuga protein boyutunun belirlenebilmesi ve elektroforetik yiiriiyiisiin
izlenebilmesi amaciyla molekiiler agirlik markerindan 5 ul ytiklendi.
e Ust hazne elektrodu katod (-) ve alt hazne elektrodu anot (+) olacak sekilde baglantilar

yapilarak jelde yiirlitme islemi baslatild1 (80V’da ~3-4 saat)

3.3.8. Jelden membrana transfer

e Transfer i¢in jel boyutundan biiyiik 4 adet whatman kagidi ve bir adet jel boyutunda
PVDF membran kesildi.

e ilk olarak Western-blot sandvi¢ aparatin (-) kutbuna (siyah kapak tizering) 1X
transfer tamponundan 1slatilan siingerlerden biri konuldu.

e Siinger lizerine 1x tranfer tamponu ile 1slatilmig 2 adet whattman kagidi yerlestirildi.

e Jel, yurtitme bigiminin tersi yoéniinde whattman kagitlari iizerine kondu.

e Metanol ile 1slatilmis olan PVDF membrant jel iizerine dikkatlice (jel ile membran
arasinda hava kabarcig1 kalmayacak sekilde) yerlestirildi.

e Membran Uzerine tekrar 2 adet transfer tamponuyla islatilmig whattman kagidi kondu.

e Son olarak whattman kagitlarinin iizerine 1slak bir siinger daha konularak aparat hazir
hale getirildi.

e Sanvig aparat1 jeldeki proteinlerin membrana transfer edilebilmesi (negatif kutuptan
pozitif kutuba dogru) amaciyla transfer aparatina yerlestirildi.

e Transfer aparatinin igerisine 1X transfer tamponu dokildi ve aparatin kenarlarina
sogutucu bloklar yerlestirildi. Gece boyu +4’de 90-120 mA’de transfer
gerceklestirildi.

3.3.9. Antikor isaretlemesi

e Western blot aparatindan ¢ikartilan membran 2 kez TBS-T ile hafifce calkalayarak
kisa bir sekilde yikandi.

e Bloklama soliusyonuyla (TBS-T i¢inde %5 siit tozu) oda sicakliginda 1 saat
inkiibasyon yapildi.

¢ Bloklamadan sonra membran TBS-T ile kisaca 2 kez yikandi.
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Primer antikor sollisyonu %0,5 sut tozu iceren TBS-T icerisinde (10 mL) uygun
diliisyonda hazirlandi ve membran primer antikor ile gece boyu +4 °C’de hafifce
karistirilarak inkiibe edildi. Islem sonras1 primer antikorlar saklandi.

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

Ardindan sekonder antikor soliisyonu %0,5 siit tozu i¢ceren TBS-T igerisinde (10 mL)
uygun diliisyonda hazirland1 ve membran sekonder antikor ile oda sicakliginda 1 saat
inkibe edildi.

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

3.3.10. Bantlarin gorintilenmesi

HRP enzimi ile isaretli ikincil antikor uygulanmis membranlarin kemiliiminesans
goruntulemesi icin Clarity Western ECL Substrat (Bio-Rad) kiti kullanildi. Substrat
olarak kullanilan liiminol, HRP ve H20; varliginda okside olarak uyarilmis {iriin 3-
aminoftalati olusturur. Bu iirlin, 425 nm’de 1s1ma verir. Bu 1s1ma, yalnizca enzim-
substrat reaksiyonu sirasinda olusur. Yani gegici ve kisith siire zarfinda gozlenebilir.
Substratin asir1 yogun sinyal ¢ikisi pikogram diizeyindeki antijenin tespitini miimkiin
kilar. Sinyalin hassasiyeti, yogunlugu ve siiresi fotograflanarak kolaylikla
belirlenmektedir.

Clarity Western ECL Substrate ¢alisma soliisyonlari membran basina 3 ml olacak
sekilde 1:1 oraninda karistirilarak goriintilemeden hemen 6nce taze hazirlanir.
Goriintlileme islemi i¢in membran hazirlanan substrat soliisyonuyla direkt 1siktan
kagimilacak sekilde 1 dakika siire ile inkiibe edilir.

Kemilliminesans gortnttleme igin Vilber Lourmat FX-7 cihazi (Thermo) kullanildi.
Cihaz ve cihazin bagli bulundugu bilgisayar calistirilarak FX-7 yazilimi agildi.
Kamera sisteminin sogutma islemini tamamlamasi beklendikten sonra cihazin odak
noktasi ayarlanarak kemiliiminesans goriintiilemeye gecildi.

Tiim ayarlamalar yapildiktan sonra membran cihazin tablasina yerlestirilerek

goruntuleme sureleri saniye ve dakika cinsinden segilerek fotograflama iglemi yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Sonuglar1 (MTT)

Tez c¢alismas1 kapsaminda MTT ile sitotoksisite denemeleri yeni sentez bor bilesigi
M7’nin uygulama slreleri ve dozuna bagli olarak goézlenecek sitotoksik veya anti-
proliferatif etkilerin ve bu etkilerin gézlendigi optimum konsantrasyon degerlerinin (ICso
degerlerinin) belirlenmesi amaciyla gergeklestirilmistir. LNCaP hicrelerinin belirlenen
optimum sayida (10x10° hiicre / kuyucuk) 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilmesinden
sonra 10-50-100-200-300-400-500 uM konsantrasyon degerlerinde 24, 48 ve 72 saat
slireyle madde uygulamasi yapildi ve 570-690 nm dalga boylarinda spektrofotometrik

6l¢tim yapilarak sonuglara ulasildi. Denemeler en az 3 defa tekrar edildi.

LNCaP M7
1200
1000
0.0
- 1
3
3
*
40,0
N _ h .
| | II_
0,0
Kontrol Bort 1n|m 50pM 100pM 00M | 300M 200M S00M
EMH| 1000 733 774 739 635 483 3,8 35 19,0
=48H| 1000 271 706 60,9 53,9 364 22,6 163
“7H| 1000 n1 579 1413 A 13,7 114 86 82

Sekil 4.1. M7’ nin LNCaP hiicre hattinda zamana ve konsantrasyona bagli olarak hiicre
canliligina etkisi

Sekil 4.1° de goriildiigli gibi MTT denemesi sonucunda olusturulan % canlilik grafigi
incelendiginde, M7 nin LNCaP hiicrelerinde zamana ve konsantrasyona bagimli olarak

hiicre canliligin1 azalttig1 belirlendi. Tiim uygulama siireleri i¢in 6zellikle canliligin
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azalma gosterdigi konsantrasyon degerinin 100 uM ve lizerinde oldugu gozlendi. 48 saat
uygulama siiresi igin pozitif kontrol olarak kullanilan 20 uM bortezomibte % 27 oraninda
bir canlilik var iken, bu canlilik degeri M7 igin yaklasik olarak 250 uM konsantrasyon
degerinde saptandi. Sonug olarak M7 bor bilesigi bortezomibe kiyasla bir miktar daha
yiiksek konsantrasyonda etki goOstermis olmasina ragmen, LNCaP hiicrelerinin

proliferasyonunu inhibe etmede etkili bir ajan oldugu belirlendi.

A
LNCap M7
100+ B
-+ 24sa
v I
X -+ [2sa
|
= 60+ 24sa. 48sa. T72sa.
2
-
O 404 M7 1457 9099 2550
R
204
D T T 1
0 1 2 3
LOG KONSANTRASYON

Sekil 4.2. A) M7’nin LNCaP hiicre hattinda GraphPad yazilim programi ile % canlilik
degerlerine kars1 logaritmik konsantrasyonlarindan elde edilen proliferasyon egrileri. B)
LNCaP hiicre hattinda M7 uygulamalarinin GraphPad yazilim programu ile elde edilen
ICs0 degerleri

MTT analizi sonucunda elde edilen absorbans degerleri Graphpad yazilimi araciligiyla
analizlenerek Sekil 4.2°de gorildiigii gibi % canlilik proliferasyon egrisi ¢izildi ve 1Cso
degerleri hesaplandi. Yapilan analiz sonucunda M7 uygulamasiyla 24 saat igin ICsp degeri
145,7 uM iken; 48 saat sonunda bu degerin 90,99 uM’a distiigii belirlendi. 72 saat
sonunda ise daha da azalma gostererek 25,50 uM gibi oldukga diisiik bir konsantrasyon
degerine geriledigi gozlendi. Elde edilen verilere gore M7 bor bilesiginin uygulama stiresi
ve konsantrasyon degeri arttikga LNCaP hiicrelerinin canliligin azaltarak anti-proliferatif

etki gosterdigi belirlendi.
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4.2. QRT PCR Sonuglari

QRT-PCR (Kantitatif Gercek-Zamanli PCR) metodolojisi, LNCaP hicrelerinde yeni
sentez bor bilesigi M7 varliginda ve/veya yoklugunda 6zellikle AR ve PSA gibi prostat
kanseri gelisimi ile iligkili olan ve ayn1 zamanda ER stresi ve ERAD ile iligkili olan hedef
genlerin transkripsiyonel regulasyonlarini belirleyebilmek amaciyla gergeklestirildi. Bu
amagla LNCaP hiicrelerine 200uM konsantrasyonda 48 saat siireyle M7 uygulamasi
yapild1 ve 32. Saatte Tunukamisin ve Tapsigargin uygulamalari ilave edildi. Ardindan
RNA izolasyonlari ve cDNA ¢evrimleri yapilarak Cizelge 3.1°de sunulan primerler ile
PCR reaksiyonu gergeklestirildi. Amplifikasyonun sonunda elde edilen C; degerleri (esik
degeri) kullanilarak gen ekspresyonunda meydana gelen degisikliklerin miktarini (kat
cinsinden) belirlemek amaciyla TBP referans geni ile relatif kantitasyon analizleri yapild:

ve elde edilen degerler (kat degisiklikleri) grafige aktarildi.

. . l .

i ) - .
b -50
14,0
10,0
15,0 3
TUN THAP M7 MT+TUN M7+THAF = 50
= AR -18 2B GG 24 -148 :
200
-5,0
3.0

TUN THAF M7 M7+TUN MT+THAP
= PSA -38 43 -13.8 -31.0 -37.2

g & B

KAT DEGISIKLIGH
&

KAT DEGISIKLIGI

Sekil 4.3. A) ER stresi ajanlar1 ve M7 uygulamalariin AR mRNA seviyesine etkileri B)
ER stresi ajanlari ve M7 uygulamalarinin PSA mRNA seviyelerine etkisi

Sekil 4.3.’deki sonuclara gore yapilan biitiin madde uygulamalarinda AR ve PSA mRNA
seviyelerinin belirgin bir bicimde azaldig1 g6zlendi. Ilk olarak Sekil 4.3.A’da goriilen AR
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mRNA seviyesinin degisimine bakildiginda, tek basina yeni sentez bor bilesigi M7
uygulamasinda LNCaP htcrelerinde AR mRNA seviyesinde 6,6 kat azalma oldugu
belirlendi. Tunukamisin uygulanan LNCaP hiicrelerinde AR mRNA seviyesinde 1,6 kat
azalma gozlenirken; bu degerin M7 ile birlikte 2,4 kata kadar yiikseldigi saptandi. Benzer
sekilde tek bagina Tapsigargin uygulandiginda AR mRNA seviyesinde 2,9 kat azalma
gozlenirken; M7 ile birlikte bu azalmanin 14,8 kata kadar yiikseldigi belirlendi.

Sekil 4.3.B’de PSA mRNA seviyesi degisimleri incelendiginde, AR mRNA’sinda
gozlenen degisikliklere benzer sekilde tek basina M7 uygulanan LNCaP hticrelerinde
PSA mRNA seviyesinde de 13,9 kat azalma oldugu gozlendi. Tunukamisin uygulanan
LNCaP hucrelerinde PSA mRNA seviyeleri 3,8 kat azalirken; M7 ile birlikte 31,9 kat
azalma oldugu belirlendi. Tapsigargin uygulanan LNCaP hicrelerinde PSA mRNA
seviyesi 4,2 kat azalirken; Tapsigargin ile birlikte M7 uygulandiginda azalma seviyesinin
37,2 kat oldugu gozlendi.

Prostat kanseri gelisiminin en énemli molekiler belirtecleri olan AR ve PSA genlerinin
M7 bor bilesigi ile transkripsiyonel regiilasyonlarin incelenmesinin ardindan, BiP ve
CHORP gibi belirtegler de dahil olmak tizere ER stresi ile iligkili olan 14 hedef genin
MRNA seviyeleri QRT-PCR ile arastirildi.

3.0
_ 25
0
2 20
%)
® 1.5
w
[a)
— 1.0
<
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0.5

0.0

THAP M7+TUN M7+THAP

B ATF4 1.1 1.8 2.3 2.3 13
mATF6 1.2 2.7 1.4 1.6 2.5

Sekil 4.4. ATF4 ve ATF6 genlerinin Tunukamisin, Tapsigargin ve M7 uygulamalarina
gore mRNA seviyelerindeki kat degisikligi cizelgesi
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Ik olarak Sekil 4.4.’te goriilen ATF4 ve ATF6 genlerinin degisimine bakildiginda, M7
uygulanan LNCaP hucrelerinde ATF4 gen ekspresyonunun 2,3 kat arttigi, bununla
birlikte ATF6 gen ekspresyonunda anlamli bir degisiklik olmadigi saptandi. Tunukamisin
uygulanan LNCaP hiicrelerinde her iki gende de anlamli bir artis gozlenmezken; M7 ile
birlikte ATF4 gen ekspresyonunun 2,3 kat arttigi, ATF6 gen ekspresyonunda ise yine
anlamli bir degisiklik olmadig1 belirlendi. Tapsigargin uygulamasi yapildiginda ise ATF4
gen ekspresyonunda 1,8 katlik bir artis gozlenirken; ATF6 gen ekspresyonunda 2,7 kat
artis oldugu saptandi. Tek basina Tapsigargin ile gbzlenen bu etkilerin M7 ile birlikte
anlamli bir sekilde degismedigi gozlendi.

4.0
@ 3.0
Z 20
%y
a
'<_z 0.0
~ -1.0
-2.0
TUN THAP M7 M7+TUN M7+THAP
W ERN1 -1.3 3.2 1.6 1.5 3.6
EIF2AK3 1.1 1.4 1.1 1.1 1.5

Sekil 4.5. ERN1 ve EIF2AK3 genlerinin Tunukamisin, Tapsigargin ve M7
uygulamalarina gére mRNA seviyelerindeki kat degisikligi ¢izelgesi

Sekil 4.5.’te gortldigi tizere, tek bagina M7 uygulanan LNCaP hiicrelerinde ERN1
(IRE1) ve EIF2AK3 (PERK) genlerinin ekspresyon seviyelerinde anlamli bir artig
saptanmadi. Tunukamisin uygulandiginda ERN1 geni ekspresyon seviyesi 1,3 kat
azalirken, EIF2AK3 geni ekspresyon seviyesinde anlamli bir artis olmadigi belirlendi.
Tunukamisinle birlikte M7 uygulandiginda ise ERN1 geni eskpresyon seviyesi 1,5 kat
artig gosterirken; EIF2AK3 geni ekspresyon seviyesinde bir degisiklik gozlenmedi.
Tapsigargin uygulamasi yapilan LNCaP hiicrelerinde ERN1 geni ekspresyon seviyesinde
3,2 kat artis gozlenirken, EIF2AK3 geni ekspresyon seviyesinde anlamli bir artig
belirlenmedi. Bununla birlikte Tapsigargin ile beraber M7 uygulandiginda ise ERN1 gen
ekspresyonundaki artis 3,6’ya yiikselirken; EIF2AK3 geni ekspresyon seviyesindeki yine

anlamli bir artis gozlenmedi.
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Sekil 4.6. DDIT3 ve HSPAS genlerinin Tunukamisin, Tapsigargin ve M7 uygulamalarina
gore mRNA seviyelerindeki kat degisikligi ¢izelgesi

ER stresi belirtegleri olarak kullanilan DDIT3 (CHOP) ve HSPAS5 (BiP) genlerinin
ekspresyon seviyeleri incelendiginde, Sekil 4.6.’da goruldiigii gibi tek basina M7
uygulanan LNCaP hicrelerinde DDIT3 geninin ekspresyon seviyesinde 3,8 kat artis
oldugu; HSPA5 (BiP) geninin ekspresyon seviyesinde ise anlamli bir artis olmadi
go6zlendi. Tunukamisin uygulanan LNCaP hiicrelerinde her iki gende de yiiksek bir artis
saptanmadi. Tunukamisin’e ek olarak M7 uygulandiginda ise DDIT3 gen ekspresyonu
4,6 kat artarken; HSPA5S gen ekspresyonunda anlamli bir degisiklik olmadig: belirlendi.
Tapsigargin uygulamasi yapildiginda DDIT3 gen ekspresyonu 18,1 kat artarken M7 ile
birlikte uygulandiginda olduk¢a yiiksek seviyede olan bu artigin anlamh bir sekilde
degismedigi gozlendi. HSPA5 gen ekspresyonu ise Tapsigargin uygulamasiyla 11,8 kat
artig gosterirken; Tapsigarginle birlikte M7 uygulamasi yapildiginda kat degisikliginin
12,6’ya yiikseldigi belirlendi.
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Sekil 4.7. XBP1 ve DNAJB9 genlerinin Tunukamisin, Tapsigargin ve M7 uygulamalarina
gore mRNA seviyelerindeki kat degisikligi ¢izelgesi

M7 uygulanan LNCaP hiicrelerinde XBP1 ve DNAJB9 genlerinin her ikisinin de
ekspresyon seviyesinde 2,2 kat artis oldugu belirlendi (Sekil 4.7.). Tunukamisin
uygulamasi yapildiginda her iki gende de anlamli bir artis saptanmadi. Tunukamisinle
birlikte M7 madde uygulamasi yapildiginda XBP1 geninde anlamli bir degisim
gozlenmezken; DNAJB9 geninin ekspresyon seviyesinin 2,4 kat arttigi gozlendi.
Tapsigargin uygulanan LNCaP hiicrelerinde XBP1 ve DNAJB9 gen ekspresyon seviyeleri
sirastyla 3,1 ve 5,4 kat artig gosterdi. Tapsigarginle birlikte M7 uygulandiginda ise bu kat
degisikliklerindeki artislar sirasiyla 2,1 ve 3,7 ye diistiigii belirlendi.
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Sekil 4.8. Tunukamisin, Tapsigargin ve M7 uygulamalarryla DNAJC10 geninin
ekspresyon seviyesindeki kat degisikligi ¢izelgesi
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Sekil 4.8’de goriildiigii gibi tek bagina M7 uygulanan LNCaP hiicrelerinde DNAJC10
geninin ekspresyon seviyesinde 2,5 kat artis oldugu belirlendi. Tunukamisin
uygulandiginda anlamli bir artis g6zlenmezken; Tunukamisin ile birlikte M7
uygulandiginda DNAJC10 geninin ekspresyon seviyesinde 2,5 kat artis oldugu saptandi.
Tapsigargin uygulandiginda bu genin ekspresyon seviyesi 4,4 kat artarken; Tapsigargin

ile birlikte M7 uygulamas1 yapildiginda bu artan kat sayisinin 3,3’e geriledigi gozlendi.

Son olarak M7 bor bilesigi varliginda ve yoklugunda ERAD sinyal yolagi ile iliskili olan
hedef genlerin regiilasyonlarinin degisip degismedigini sorgulamak amactyla QRT-PCR
yapilarak kat degisiklikleri belirlendi.
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Sekil 4.9. Tunukamisin, Tapsigargin ve M7 uygulamalariyla SVIP geninin ekspresyon
seviyelerindeki kat degisikligi ¢izelgesi
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Sekil 4.10. Tunukamisin, Tapsigargin ve M7 uygulamalariyla VCP geninin ekspresyon
seviyelerindeki kat degisikligi ¢izelgesi
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Sekil 4.11. Tunukamisin, Tapsigargin ve M7 uygulamalariyla SYVN geninin ekspresyon
seviyelerindeki kat degisikligi ¢izelgesi
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Sekil 4.12. Tunukamisin, Tapsigargin ve M7 uygulamalariyla UFD1 geninin ekspresyon
seviyelerindeki kat degisikligi ¢izelgesi
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Sekil 4.13. Tunukamisin, Tapsigargin ve M7 uygulamalariyla AMFR geninin ekspresyon
seviyelerindeki kat degisikligi ¢izelgesi

LNCaP hucrelerine Tunukamisin, Tapsigargin gibi ER stresi ajanlar1 ve M7 bor bilesigi
uygulamalari yapildi ve ERAD ile iligkili SVIP, VCP, SYVN, UFD1 ve AMFR genlerinin
ekspresyon seviyelerindeki kat degisiklikleri hesapland1 (Sekil 4.9., Sekil 4.10., Sekil
4.11., Sekil 4.12., Sekil 4.13.). Ancak yapilan tim uygulamalarda arastirilan hedef

genlerin ekspresyon seviyelerinde anlamli bir degisiklik olmadig1 saptandi.
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4.3. Western Blot Sonuclari

Bu tez ¢alismasi kapsaminda western-blot uygulamasi ile M7°nin LNCaP hiicre hattinda
ER stresine olan etkisi hedef proteinler incelenerek sorgulanmaya calisildi. Bu amag
dogrultusunda hem normal hem de hormon deprivasyon yapilan LNCaP hucrelerine 48
saat sireyle 200 uM M7, 24 saat sureyle R1881 ve 16 saat slireyle de 1 uM Tunukamisin
ve 1 uM Tapsigargin uygulamalar1 yapilarak protein izolasyonlar1 gerceklestirildi ve
SDS-PAGE jellerinde yurituldiu. M7 varliginda ve yoklugunda seviyesi degisen
proteinler western-blot ile belirlendi. ER stresinde rol oynayan hedef molekillerin
ekspresyon degisiklikleri “Image J” programiyla GAPDH seviyelerine gore normalize

edilerek grafige gecirildi.
4.3.1. Ornek seti-1 (normal kosullar)
[k olarak normal kosullarda diger bir deyisle hormon deprivasyon yapilmayan LNCaP

hiicrelerinde prostat kanseri gelisimi ile ilgili olan AR ve PSA protein seviyelerindeki

degisiklikler arastirildi.

A B ARPSA
2,0
-M7 +M7 0o - . . . .
& & ! I
J.? -Qtt"\ A’g ~\-§ »\§ A""Q

LT ETT B
A - -
GAPDH | W W e o 0 -

KAT DEGISIKLIGI

Korirol Tun Tap M7 M7 +Tun M7 +Tap
=AR 1.0 1.1 14 11 -1 28
PSA 1.0 i0 45 A7 =21 -142

Sekil 4.14. A) LNCaP hiicrelerine ER stresi ajanlari ve M7 uygulamasi sonucu gézlenen
prostat kanseriyle iligkili proteinlerin (AR ve PSA) ifadelerinin karsilagtirmali sekilde
incelenmesi (GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir.) B) LNCaP hiicrelerine ER
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stresi ajanlar1 ve M7 uygulamasi sonucunda Image J yazilimi ile AR ve PSA’nin kat
cinsinden elde edilen ekspresyon degisiklikleri

Sekil 4.14’de verilen sonuglar incelendiginde tek basina M7 uygulanan LNCaP
hicrelerinde AR protein seviyesinde belirgin bir degisiklik gdzlenmezken, PSA protein
seviyesinin 1,7 kat azaldig1 belirlendi. Tek basina tunukamisin uygulamasinda hem AR
hem de PSA protein seviyelerinde belirgin bir degisiklik gdzlenmedi. Bununla birlikte
tek basina Tapsigargin uygulanmig LNCaP hiicrelerinde ise AR protein seviyesi 1,4 kat
azalirken, PSA seviyesinin de koordineli bir sekilde 6,5 kat azaldig1 belirlendi. ER stresi
ajanlant ile birlikte M7 uygulanan orneklere bakildiginda tek basima Tunikamisin
uygulamasinda degisiklik elde edilemeyen AR ve PSA protein seviyelerinin, M7 ile
birlikte yaklasik olarak 2 kat azaldig1 saptandi. Ek olarak M7 nin tapsigarginin tek basina
yaptig1 etkiyi neredeyse 2 kat artirarak sirastyla AR ve PSA protein seviyelerinin 2,8 ve

14,2 kat azalmasina yol a¢tig1 belirlendi.
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Sekil 4.15. A) LNCaP hiicrelerine ER stresi ajanlari ve M7 uygulamasi sonucu gézlenen
ER stresi ile iliskili proteinlerin ifadelerinin karsilastirmali sekilde incelenmesi (GAPDH
yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir.) B) LNCaP hiicrelerine ER stresi ajanlari ve M7
uygulamasi sonucunda Image J yazilimi ile BiP ve CHOP’un kat cinsinden elde edilen
ekspresyon degisiklikleri. C) LNCaP hiicrelerine ER stresi ajanlar1 ve M7 uygulamasi
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sonucunda Image J yazilimu ile EIF20, pEIF2a*™Y ve PERK ’in kat cinsinden elde edilen
ekspresyon degisiklikleri
AR ve PSA protein seviyelerinin incelenmesinin ardindan ER stresinde rol oynayan hedef

proteinlerin seviyesindeki degisiklikler aragtirildi. Sekil 4.15.A ve B’de goriildigi lizere,
tek basina M7 uygulanan LNCaP hicrelerinde BiP ve CHOP proteinlerinin ekspresyon
seviyelerinde sirasiyla 1,1 ve 1,3 kat artis oldugu belirlendi. Tunukamisin tek basina
uygulandiginda BiP’te 3,8 kat artis gozlenirken; M7 ile birlikte uygulandiginda 3 kat artis
oldugu gozlendi. Ek olarak Tunukamisin uygulamasi yapildiginda CHOP’un ekspresyon
seviyesi 1,2 kat artarken; M7 ve Tunukamisin birlikte uygulandiginda CHOP’un
ekspresyon seviyesindeki artisin 1,9’a yiikseldigi saptandi. Tek basina Tapsigargin
uygulamasinda BiP’in ekspresyon seviyesi 17,2 kat artarken; M7 ve Tapsigargin
uygulamasiyla bu artis seviyesi 17,7 ye yiikseldi. Tek basina Tapsigargin uygulandiginda
CHOP ekspresyon seviyesinde 5,3 kat artis saptand1 ve M7 ile birlikte uygulandiginda ise
bu artis seviyesi yaklasik 2 kat artarak 10,3’¢ yiikseldi.

Sekil 4.15 A ve C incelendiginde, LNCaP htcrelerine tek basina M7 uygulandiginda
EIF20 ve pEIF2a(¢™Y ekspresyon seviyeleri sirasiyla 1,6 ve 8,5 kat artarken; PERK’in
ekspresyon seviyesi 1,4 kat azalis gosterdi. Tunukamisin uygulamasi yapildiginda EIF2a
ve pEIF2a¢™Y nin ekspresyon seviyeleri sirastyla 1,2 ve 6 kat artarken; Tunukamisin ile
birlikte M7 uygulandiginda ise bu artis seviyeleri sirasiyla 2 ve 6,6 kata yiikseldi.
Yalnizca Tapsigargin uygulamasiyla EIF2a ve pEIF205¢™ nin ekspresyon seviyelerinde
sirastyla 1,5 ve 1,1 kat artig gozlenirken; M7 ile birlikte uygulandiginda sirasiyla 1,9 ve
3,3 kat artis oldugu belirlendi. Tunukamisin uygulamasi yapildiginda PERK’te anlamli
bir degisiklik gozlenmezken, M7 ile birlikte uygulandiginda PERK’in ekspresyon
seviyesinin 1,4 kat azaldig1 belirlendi. Tapsigargin uygulamasi yapildiginda ise PERK’in
ekspresyon seviyesi 1,1 kat artarken; M7 ile birlikte uygulandiginda 1,3 kat azalis

go6zlendi.
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4.3.2. Ornek seti-2 (hormon deprivasyonlu kosullar)

Normal kosullarda hedef protein seviyelerinin incelenmesinin ardindan, aktif karbon ile
muamele edilmis serum kullanilarak starve edilen LNCaP hiicrelerinde hedef protein
degisiklikleri arastirildi. Yine ayni sekilde ilk olarak prostat kanseri gelisimi ile ilgili olan

AR ve PSA protein seviyelerindeki degisiklikler sorgulandi.
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Sekil 4.16. A) Hormon deprivasyonlu LNCaP hiicrelerine M7, ER stresi ajanlar1 ve
R1881 uygulamasi sonucu gozlenen AR ve PSA protein ifadelerinin karsilagtirmali
sekilde incelenmesi (GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir.) B) Hormon
deprivasyonlu LNCaP hicrelerine M7, ER stresi ajanlart ve R1881 uygulamasi
sonucunda Image J yazilimi ile AR ve PSA’nin kat cinsinden elde edilen ekspresyon
degisiklikleri

Sekil 4.16°da goriildiigii gibi, genel bir inceleme yapildiginda tiim uygulamalar i¢in AR
ve PSA seviyelerinin normal kosullara gére hormon deprivasyon kosullarinda
seviyelerinin azaldig1 ve sentetik androjen R1881 uygulamasi ile birlikte ise seviyelerinin
artmis oldugu belirlendi. Spesifik olarak yapilan uygulamalardaki degisiklikler g6z 6niine
alindiginda ise tek basina M7 uygulanan hormon deprivasyonlu LNCaP hiicrelerinde AR
ekspresyon seviyesinin 1,9 kat azaldigi saptandi. Tunukamisin ve Tapsigargin

uygulamalarinda AR’nin ekspresyon seviyesinde sirasiyla 1,2 ve 2,9 katlik azalig oldugu
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gozlendi. Tunukamisin ve Tapsigargin ile birlikte M7 uygulandiginda ise AR’nin
ekspresyon seviyesinde sirasiyla 1,3 ve 4,5 katlik azalis oldugu belirlendi. R1881 ile
birlikte 2,4 kat artan AR seviyesinin, M7 ile birlikte 1,1 kata geriledigi gézlendi. Yine
ayni sekilde R1881 ile artan AR seviyesinin Tunakamisin ve Tapsigargin uygulamasiyla
birlikte sirastyla 1,6 ve 1,2 kata geriledigi saptandi. R1881+M7+Tunukamisin ve
R1881+M7+Tapsigargin kombinasyonlarinda ise artan AR seviyelerinin azaldigi,

R1881’¢e kiyasla sirasiyla 2 ve 3 katlik azalislar oldugu belirlendi.

AR seviyesindeki degisiklikler ile uyumlu olacak sekilde tek bagina M7 uygulanan
hormon deprivasyonlu LNCaP hiicrelerinde PSA’nin ekspresyon seviyesi 3,9 kat
azalirken; Tunukamisin ve Tapsigargin uygulamasi ile sirastyla 1,1 ve 2,1 kat azaldig
gbzlendi. Bununla birlikte M7 ile birlikte Tunukamisin ve Tapsigargin’in gosterdigi
inhibisyon etki artarak PSA ekspresyon seviyesinin sirasiyla 4,2 ve 3,9 kat azaldigi
belirlendi. R1881 uygulamas1 yapildiginda PSA’nin ekspresyon seviyesi 4,8 kat artarken;
M7 ile birlikte bu artisin 2 kat azaldig1 gozlendi. Tunakamisin ve Tapsigargin varliginda
ise R1881 ile artan PSA seviyesinin azalarak sirasiyla 2,2 ve 1,1 kata geriledigi saptandi.
R1881, M7 ve Tunukamisin birlikte uygulandiginda PSA diizeyi bazal seviyeye
gerilerken, R1881, M7 ve Tapsigargin birlikte uygulandiginda ise bazal seviyenin altinda
olacak sekilde 2 kat daha fazla azaldigi belirlendi. Sonu¢ olarak M7 bor bilesiginin
inhibisyon etkisi gostererek, PSA ve AR seviyelerini hem normal kosullarda hem de

R1881 ile ekspresyonlarinin indiiklendigi kosullarda azalttig1 saptandi.

Hormon deprivasyonlu kosullarda AR ve PSA protein seviyelerinin incelenmesinin
ardindan ER stresinde rol oynayan hedef proteinlerin seviyesindeki degisiklikler
arastirilarak, bor bilesigi M7’nin  Hormon deprivasyonlu kosullardaki etkinligi

sorgulanmaya caligildi.
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Sekil 4.17. Hormon deprivasyonlu LNCaP hiicrelerine M7, ER stresi ajanlar1 ve R1881
uygulamasi sonucu gozlenen ER stresi ile iligkili proteinlerin ifadelerinin karsilastirmali
sekilde incelenmesi (GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullanilmustir.)
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Sekil 4.18. Hormon deprivasyonlu LNCaP hiicrelerine M7, ER stresi ajanlar1 ve R1881

uygulamasi sonucunda Image J yazilimi ile BIP ve CHOP un kat cinsinden elde edilen
ekspresyon degisiklikleri
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KAT DEGISIKLIGI
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Sekil 4.19. Hormon deprivasyonlu LNCaP huicrelerine M7, ER stresi ajanlar1 ve R1881
uygulamas: sonucunda Image J yazilmu ile EIF2a, pEIF20(™Y) ve PERK’in kat
cinsinden elde edilen ekspresyon degisiklikleri

Sekil 4.17°deki western goriintiileri ile Sekil 4.18’deki kat degisiklikleri incelendiginde,
tek bagina M7 uygulanan hormon deprivasyonlu LNCaP hucrelerinde BiP ekspresyon
seviyesinin 2,8 kat, CHOP ekspresyon seviyesinin 7,5 kat arttig1 belirlendi. Tek basina
Tunikamisin uygulamasinda BiP ve CHOP seviyesi sirastyla 2,2 ve 4,9 kat; tek basina
Tapsigargin uygulamasinda BiP ve CHOP seviyesi sirasiyla 66,7 ve 29,4 kat arttigi
gozlendi. M7 varliginda Tunikamisinin daha da fazla ER stresine yol acarak sirasiyla BiP
ve CHOP seviyelerinin 5 ile 13 kat artmasina neden oldugu saptandi. Tapsigargin
uygulamasinda oldukca yiiksek olan BiP ve CHOP kat artislarinin, M7 varliginda ¢ok
anlamli degisiklik gostermedigi gozlendi. Sentetik androjen R1881 uygulamasinda BIP
ekspresyon seviyesinin 1,6 kat arttigi ancak CHOP ekspresyon seviyesinin degismedigi
saptandi. BiP ekspresyon seviyesinde R1881 ile birlikte Tunukamisin ve Tapsigargin
uygulamasi yapildiginda sirasiyla 10,6 ve 81,7 kat artis gozlendi. CHOP ekspresyon
seviyesinde ise R1881 ile birlikte Tunukamisin ve Tapsigargin uygulamasi yapildiginda
sirasiyla 6,8 ve 24,2 kat artis gézlendi. M7 varliginda R1881 uygulamasi yapildiginda
BiP ve CHOP ekspresyon seviyelerinin sirasiyla 6,1 ve 8,1 kat arttig1 belirlendi. R1881,

M7 ve Tunukamisin maddeleri beraber uygulandiginda BiP ekspresyon seviyesinin 8,8
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kat artig gosterdigi; CHOP ekspresyon seviyesinin de 14 kat artis gosterdigi saptandi. Son
olarak R1881, M7 ve Tapsigargin maddeleri uygulanan LNCaP hiicrelerinde BiP
ekspresyonunun 91,7 kat arttigi, CHOP ekspresyonunun da 30,1 kat arttig1 belirlendi.

Sekil 4.17°deki western goriintiileri ile Sekil 4.19°daki kat degisiklikleri incelendiginde,
starve edilen LNCaP hiicrelerinde hem tek olarak hem de birlikte yapilan tiim
uygulamalarda toplam EIF2a protein seviyesinde anlamli kat degisiklikleri gézlenmedi.
Bununla birlikte pEIF20¢™Y fosforilasyon seviyeleri incelendiginde yapilan tiim
uygulamalarda belirli seviyelerde azalislar oldugu saptandi. M7 uygulamasi yapildiginda
PEIF2a5%%D nin ekspresyonu 2,1 kat azalirken; Tunukamisin ve Tapsigargin uygulamasi
yapildiginda sirasiyla 1,8 ve 2,9 kat azaldig: belirlendi. M7 varliginda Tunukamisin ve
Tapsigargin uygulandiginda pEIF20**Y nin ekspresyon seviyesinde sirasiyla 2 ve 3,2
kat diisiis gozlendi. Tek basina R1881 uygulamasi yapildiginda pEIF2a(5¢™Y’nin
ekspresyonu 1,8 kat azalirken; R1881 ile birlikte Tunukamisin, Tapsigargin ve M7
uygulamasi yapildiginda sirasiyla 1,4, 2,7 ve 1,9 kat azalis oldugu belirlendi.
PEIF2a5¢Y nim ekspresyon seviyesinin R1881, M7 ve Tunukamisin maddeleri birlikte
uygulandiginda 1.7 kat, R1881, M7 ve Tapsigargin maddeleri birlikte uygulandiginda 3,9
kat azaldig1 gozlendi.

Son olarak Sekil 4.19°daki kat degisikliklerine bakildiginda, hormon deprivasyonlu
LNCaP hiicrelerinde Tunukamisin ve Tapsigargin uygulamalariyla 1,2 kat artan PERK
protein seviyesinin, M7 ile birlikte 1,6 kat azaldig1 gbzlendi. Tunikamisin ve
Tapsigargin ile artan PERK protein seviyelerininde M7 varliginda diisiis gostererek
sirasiyla 1,5 ve 1,2 kat azaldigi belirlendi. R1881 uygulamasi yapildiginda PERK
ekspresyonu 2,5 kat artarken; R1881 ile birlikte Tunukamisin ve Tapsigargin
uygulandiginda sirasiyla 2,4 ve 2,2 kat artis oldugu belirlendi. Tunikamisin ve
Tapsigargine benzer sekilde R1881 uygulamasi ile artan PERK protein seviyesinin M7
varliginda azaldig1 gozlendi. M7 varliginin R1881, R1881 + Tunikamisin ve R1881 +
Tapsigargin uygulamalarinda artan PERK seviyesini sirasiyla 4,1, 3,8 ve 1,2 kat

azalttig1 belirlendi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Hatal1 katlanan ya da agrege olan proteinler potansiyel olarak hicreler icin sitotoksiktir.
Hiicreler bu anormal proteinlerin kontrol edilmesi ve uzaklastirilmasi i¢in gii¢lii bir
kontrol sistemi gelistirmistir. Bu kalite kontrol sistemiyle hiicresel surecler siki sekilde
denetlenir; protein yapilarinin ayrimi yapilarak yalnizca nihai formlarina ulasmis ve
fonksiyonel olarak aktif proteinlerin ER’den ¢ikisina izin verilir (Nishikawa ve ark.
2005). Agrege olmaya egilimli hatali katlanan ya da katlanamamis proteinler, ER’deki
protein kalite kontrol sisteminde yer alan molekiiler saperonlar tarafindan taninir ve
onlara baglanip etkisiz hale gelmeleri saglanir. Hatali formdaki proteinlerin ER
limeninde birikmesi sonucu serbest saperon seviyeleri azalir ve ER stresi adi verilen
stirecin baslamasi tetiklenir (Lin ve ark. 2007). Hiicreler bu stres ile ER’nin protein
katlama kapasitesini arttirarak ve hatali katlanan proteinleri protein yikim siirecine
yonlendip etkisiz hale getirerek basa ¢ikar. Bu amagla hiicrede UPR ad ile bilinen bir
yolak devreye girer. Boylelikle katlanma siireci ve proteozoma hedeflemede gorev alan
proteinlerin ifadelerini arttiran 6zellesmis transkripsiyon siireci baglar (Nishikawa ve ark.
2005). Bunlara ek olarak, ER’de yanlis katlanmis proteinler, yanlis katlanmig protein
tanima ile baglayan, ardindan ubikitinasyon, sitozole retrotranslokasyon, deglikozilasyon
ve bozunma igin proteazomu hedefleyen ERAD olarak bilinen bir islemle elimine edilir

(Ballar ve ark. 2007).

Bu c¢alismada birinci amacimiz bor ve tirevlerinin ER stresine etkisinin ve
mekanizmasinin aragtirilmasi oldugundan ¢alismalarimiza ilk olarak bor tiirevlerinin anti-
proliferatif etkileri olup olmadigini sorgulamak amaciyla sitotoksite analizleri ile basland:
ve MTT analizleri ile M7’nin etkin bir anti-proliferatif ajan olabilecegine iliskin sonuglar
elde edildi. Bu galismalar ile bor bilesiginin ICso degerleri 24, 48 ve 72 saat igin sirasiyla
145,7, 90,99 ve 25,50 uM olarak belirlendi ve etki mekanizmalarini arastirmak igin
yapilan diger fonksiyonel calismalar ICso degerlerine yakin konsantrasyon araliklari

kullanilarak gergeklestirildi.

Biz bu tez ¢alismasi kapsaminda prostat kanseri hiicre hatt1 olan LNCaP hiicrelerine ER

stresi ajanlar1 ve bor bileseni M7 uygulamalar1 yaparak ER stresi ve ERAD ile iligkili
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genlerdeki degisimleri ve altinda yatan mekanizmay1 gozlemlemeyi amagladik. Yiksek
lisans ¢aligmalarim boyunca bor bilesigi M7’ nin ER stresi ve prostat kanseriyle iliskisinin

arastirtlmasina odakli ¢calismalar gergeklestirildi.

AR geni androjen reseptorii olarak adlandirilan bir proteini kodlar. Androjenler
dogumdan o6nce ve ergenlik doneminde normal erkek cinsel gelisimi icin 6nemli olan
hormonlardir. Androjen reseptorleri vicudun bu hormonlara uygun sekilde tepki
vermesini saglar. Androjen ile diizenlenen genler, erkek cinsel fenotipinin gelistirilmesi
ve surdarilmesi icin kritik 6neme sahiptir (Abate-Shen ve ark. 2008). Caligmada normal
kosullar altinda LNCaP hiicrelerine Tunukamisin, Tapsigargin gibi ER stresi yaratan
ajanlar ve M7 gibi yeni sentez bor bilesigi uygulandi. Bu uygulamalar sonucunda AR ve
PSA geninin ekspresyonunda anlamli diisiisler elde edildi. AR geninin transkripsiyonel
regiilasyonu incelendiginde (Sekil 4.3.), M7 ile birlikte 6,6 kat olacak sekilde yliksek
oranda bir asagi regiilasyon oldugu ve ayrica Tunukamisin ve Tapsigargin ile sinerjik etki
gostererek AR mRNA seviyesinin daha da fazla azalmasina yol a¢tig1 sonucuna varildi.
AR’nin hedef genlerinden biri olan PSA mRNA seviyeleri incelendiginde ise (Sekil 4.3.)
AR gen ekspresyonundaki azalisa bagli olarak M7 ile birlikte PSA ekspresyon seviyesinin
de diistiigli ve AR’ye gore kat azalislarinin ¢ok daha yiiksek oranlarda gerceklestigi
belirlendi.

LNCaP hiicrelerinde AR ve PSA genlerinin transkripsiyonel regiilasyonlarinimn
incelenmesinin ardindan normal ve hormon deprivasyon kosullarinda bor bilesigi M7 nin
ve ER stresinin AR ve PSA protein seviyelerine olan etkisi arastirildi. Normal kosullarda
ER stresi ajanlar1 varhiginda o6zellikle Tapsigargin ile birlikte AR ve PSA protein
seviyelerinin etkili bir sekilde azaldig: belirlendi (Sekil 4.14.). M7 uygulamasi ile AR
protein seviyesinde belirgin bir degisiklik gézlenmezken, PSA protein seviyesinin 1,7 kat
azaldig1 bununla birlikte M7’ nin hem Tunukamisin hem de Tapsigargin ile sinerjik bir
etki gostererek protein seviyelerinin daha da fazla azalmasina yol ag¢tigi saptandi
(Sekil4.14.). Hormon deprivasyonlu 0Ornek setindeki R1881 olmayan ilk 6 grup
orneginde, normal kosullarda elde edilen sonuglarla uyumlu bir sekilde AR ve PSA
seviyelerinde Tunukamisin uygulamasiyla anlamli bir degisim elde edilememisken;

Tapsigargin ve M7 ile birlikte azaliglar gozlendi (Sekil 4.16.). Benzer sekilde M7,
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Tunukamisin ve Tapsigargin ile sinerjik etki gostererek ekspresyon seviyelerindeki
azalma miktarin1 daha da fazla artirdi (Sekil 4.16.). Dolayisiyla sonuglarin birbiriyle
uyumlu ve birbirini destekliyor oldugu diisiintildii. Androjen uygulamasiyla da beklendigi
gibi AR’de 2 kat, PSA’da ise 4 katlik artis oldugu belirlendi. R1881 ile olan bu artisin,
Tunukamisin, Tapsigargin ve M7 maddelerinin tek baslarina uygulanmasi sonucu
azaldig1 gozlenirken; kombinasyon uygulamalarinin daha da fazla bir azalmaya yol actig1

gozlendi (Sekil 4.16.).

PSA, saglikli prostatlara sahip erkeklerin serumunda kigik miktarlarda bulunur, ancak
genellikle prostat kanseri veya diger prostat rahatsizliklarinin varliginda yiikselir. PSA
indiiksiyonundan sorumlu olan en 6énemli transkripsiyon faktorii ise AR’dir (Tyloch ve
Wieczorek 2017). AR prostat bezinin normal biiyiimesi ve gelisiminde, prostat
kanserinde ve androjen-bagimsiz hastaliga gegiste olduk¢a dnemli rol oynamakta ve AR
ile dlizenlenen genlerin Grtnleri (PSA, NKX3.1, TMPRSS2, KLK2, TSC22 ve B2M gibi)
hlicrede androjenlerin etkisine aracilik etmektedir (Bennett ve ark. 2010). Bu ¢alismada
bor bilesigi ve ER stresi varliginda, prostat kanseri gelisiminde 6nemli olan AR ve PSA
genlerinin hem transkripsiyonel hem de translasyonel regiilasyonlar1 incelendi. Ozellikle
Tapsigargin ile yaratilan ER stresi kosullarinda AR ve PSA mRNA ve protein
seviyelerinde daha yiiksek oranlarda azaliglar elde edildi. Tapsigargin ATP'ye bagli ER
Ca*? pompasin1 (SERCA) inhibe ederek endoplazmik retikulumdaki [Ca*?] miktarim
diistirmektedir (Henderson ve ark. 2014). Hucre ici kalsiyum seviyelerinin ise LNCaP
hiicrelerinde AR gen ekspresyonunun potansiyel bir regiilatorii oldugu rapor edilmistir
(Gong ve ark. 1995). Bu baglamda Tapsigargin uygulamasi ile AR seviyesinin ve buna

bagli olarak da PSA seviyesinin daha yliksek oranda azaldig: diisiiniilmektedir.

Bor ve bor bilesikleri; peptidaz, proteaz, proteazom, arginaz, nitrik oksit sentaz ve
transpeptidaz gibi enzimlerin etkili bir inhibitori olarak fonksiyon gostermekte ve bu
nedenle kemo-koruyucu olarak 6nem tagimaktadir (Mcauley ve ark. 2011, Bradke ve ark.
2008, Gallardo-Williams ve ark. 2003). Prostata 6zgu antijen (PSA), prostat kanserinin
klinik yonetiminde bir biyobelirte¢ olarak yaygin kullanilan normal ve habis prostat epitel
hiicreleri tarafindan yiiksek seviyelerde iiretilen bir serin proteazdir (Kostova ve ark.

2013). Bir serin proteaz inhibitort olarak borun prostat kanseri ile arasindaki biyolojik
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olarak ters olan iliskinin ise, cis-diol baglantilar1 aracilifiyla testesteronu ve PSA
fonksiyonunu etkilemesi nedeniyle steroid hormonlara, metabolik regulasyona, anti-
timor metabolitlere ve hiicre proliferasyonunun regiilasyonuna bagli oldugu
distiniilmektedir (Nielsen ve Meacham 2011). Gallardo-Williams ve arkadaslar1 borik
asit ve 3-nitrofenil boronik asitin PSA’nin proteolitik aktivitesini inhibe ettigini
bulgulamiglardir ve bu durumun prostat adenokarsinomu gelisimini ve hiicre
proliferasyonunu azaltabilecegini diisiinmektedirler (Gallardo-Williams ve ark. 2003).
2003 yilinda yapilan bir ¢alismada 26S proteazom inhibitorii ve bir boronik asit dipeptid
olan bortezomibin, LNCaP hiicrelerinde p21 ve p53 seviyelerini artirirken, PSA
seviyesini azalttig1 ve apoptozu indiikledigi belirlenmistir. Bortezomib ayni zamanda
nukleustaki bazal AR seviyelerini azaltirken, DHT indiiklii AR niikleer translokasyonunu
etkilememistir (lkezoe ve ark. 2004). Ek olarak kandaki yliksek BA miktarinin
intraselliiler Ca*? sinyalini ve depolanmasini azaltarak prostat kanseri riskini diisiirdiigii
diistiniilmektedir (Henderson ve ark. 2009). Bu tez c¢aligmasi kapsaminda yapilan
denemeler sonucunda hem normal hem de hormon deprivasyonlu kosullarda ve ayrica
sentetik androjen ile protein seviyesi arttirildiginda M7 bor bilesiginin, AR ve PSA
seviyelerinin azalmasina; Tunukamisin ve Tapsigargin ile sinerjik bir etki gostererek bu
azalisin daha da fazla olmasina yol ag¢tigina dair veriler elde edildi. M7 nin BA’e benzer
sekilde Ca*? sinyalini ve depolanmasimi etkileyebilme olasiligindan dolayr M7 ve
Tapsigargin kombinasyonlarinda gozlenen etkilerin daha yiiksek olabilecegi diisiintildii.
Sonug olarak M7 bor bilesiginin prostat kanseri tedavisinde umut verici bir kemoterapotik
ajan olabilecegi ve ozellikle Tapsigargin ile kombine edilerek uygulanabilir oldugu

kanisina varildu.

Bu tez ¢alismasinda M7 ve ER stresi varliginda ERAD sinyal yolaginda rol oynayan
hedef genlerin transkripsiyonel regiilasyonlar1t QRT-PCR metodolojisi ile arastirildi.
Sekil 4.9, 4.10, 4.11, 4.12 ve 4.13° deki sonuglar goz Oniine alindiginda, LNCaP
hlcrelerine yapilan madde uygulamalariyla ERAD ile iliskili SVIP, VCP, SYVN, UFD1
ve AMFR genlerinin ekspresyon seviyelerinde anlamli kat degisiklikleri elde edilemedi.
SVIP literatiirde ilk tanimlanan endojen ERAD inhibitorii proteindir ve ERAD aktivitesini
negatif yonde regiile eden 6nemli bir eleman olarak ¢alismaktadir (Ballar ve ark. 2007).

Bu gen tarafindan kodlanan protein ERAD’1n inhibitdriidiir. Yani hiicrenin agir1 aktif
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degredasyonundan korunmasi icin gereklidir. Yapilan uygulamalarla ER stresi
dolayistyla ERAD indiiklendigi i¢in artan degredasyonun 6niine gegmek amaciyla SVIP
geninin ekspresyonunda da anlamli bir artis gézlemeyi hedeflemekteydik. VCP geninin
kodladig1 protein ER stresine yanitta rol oynadigi i¢in gen ekspresyonunda artig
gozlenmesi beklenmekteydi. SYVN tarafindan kodlanan protein, ER stresi sirasinda
biriken katlanmamis proteinleri ER'den sitozole uzaklastirir. Bu protein ayni zamanda
katlanmamis proteinlerin ilave bozunmasi i¢in ubikuitin-proteazom sistemini kullanir
(GeneCards 2021). Yapilan madde uygulamalariyla ER stresinin uyarilmasinda rol
oynadigi icin SYVN gen ekspresyonunun da artmasini beklemekteydik. ERAD ile iliskili
genlerden sadece DNAJC10 (Sekil 4.8.) ve XBP1’de (Sekil 4.7) anlaml1 artislar oldugu
gozlendi, diger genlerde ise anlamli degisimler gézlenemedi. DNAJC10 geni, Heat Shock
proteinlerinin ATPase aktivitesini kontrol ederek bir¢ok hiicresel sirecte rol oynar. Bu
gen, yanlis katlanmig proteinlerin taninmasinda ve pargalanmasinda rol oynayan ERAD
kompleksinin bir pargasi olan bir endoplazmik retikulum yardimci saperonunu
kodlar. Kodlanmis protein, yanlis katlanmis glikoproteinlerdeki yanlis disiilfid baglarini
azaltir ve strese giren hiicreleri apoptozdan korumaktadir (GeneCards 2021). ER stresi
tarafindan indiiklenen bir proteini kodlayan ve stresli hicrelerin apoptozdan
korunmasinda rol alan bir diger gen DNAJB9 ‘dir (GeneCards 2021). Normal kosullarda
LNCaP hiicrelerine ER stres ajanlar1 ve M7 uygulamasiyla genel olarak DNAJB9
mRNA’sinda artis gozlendi. M7 tek basina gen ekspresyonunu arttirirken ozellikle
Tunukamisin ile sinerjik etki gostererek daha fazla bir artisa yol agt1 (Sekil 4.7). Bu
sonuclar dogrultusunda M7°’nin ERAD i¢in saperon proteinler ve ATPase aktivitesi
tizerinden etki gdsteriyor olabilecegi kanisina varildi. Sonug olarak M7°nin hem tek
basina hem de diger ajanlar ile birlikte sinerjik olarak ER stresinin artmasina yol a¢tigina
dair kanitlar elde edildi. Bununla birlikte M7 bor bilesiginin tek bir siire (48 saat) ve tek
bir dozda (200 uM) uygulanmasinin ERAD sinyal yolaginda go6zlenebilecek
degisikliklerin belirlenmesinde bir kisitlama oldugu, doz ve siireler genisletildiginde bor
bilesigi ile ERAD regiilasyonuna dair daha agiklayic1 bilgiler elde edilebilecegi
diistiniilmektedir. Ek olarak kaspaz 3-9 ve PARP gibi apoptoz iliskili proteinlerin
seviyesinin de incelenmesi ve M7 bor bilesiginin apoptoz regiilasyonundaki roliiniin de

sorgulanmas1 gerektigi diistiniilmektedir.
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XBP-1 yalniz basina ya da diger transkripsiyon faktorleri ile birlikte transkripsiyonel
programi aktive ederek ERAD, ER stresi, ER genislemesi ve protein sekresyonu igin
gerekli olan saperonlar ile fosfolipitlerin ve ER biyogenezi i¢in gerekli olan bilesenlerin
sentez programini baglatir. Irelo - XBP-1 yolagi ER stresi ile bas edilebilmesi ve ERnin
protein katlama kapasitesinin arttirilabilmesi i¢in hiicrelerde major ara¢ olarak gorev alir
(Lee 2005). ERN1 geni IREL1’i kodlamaktadir. Bu protein, endoplazmik retikulumda
katlanmamuis proteinlerin bir sensorii olarak islev goriir, UPR olarak adlandirilan hiicre
ici sinyal yolunu tetikler ve 6zellikle XBP-1 eklenmesine ve aktivasyonuna aracilik eder
(GeneCards 2021). Bu tez galismasinda sadece Tapsigarginle yapilan uygulamalarla
ERN1 gen ekspresyonunda anlamli artislar oldugu gozlendi (Sekil 4.5.). M7 varliginda
Tapsigargin uygulandiginda ise, M7’ nin Tapsigargin ile sinerjik etki gostererek artis kat
sayisini yukselttigi belirlendi (Sekil 4.5.). IRE1’de gozlenen artisa bagli olarak
Tapsigargin uygulamasinda XBP1 geni ekspresyon seviyesinde Annemarie van
Schadewijk ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alisamalarla uyumlu bir sekilde
artis gozlendi (Sekil 4.7.) (Schadewijk ve ark. 2011). Bununla birlikte M7 varliginda ER
stres ajanlari uygulandiginda XBP1 geni i¢in M7’nin sadece Tunukamisinin etkisini

artirdig1; Thapsigargin’i ise etkilemedigi saptandi.

EIF2AK3 geni PERK proteinini kodlar. Aktive edilmis PERK, protein sentezini azaltan
elF2a alt birimini fosforile eder. Ancak elF2a, paradoksal olarak ATF4'Unki gibi
mRNA'larin translasyonunu artirir. ATF4, sirayla, transkripsiyon faktori CHOP
proteininin up regiilasyonunu igeren bir transkripsiyonel programi baslatir. ATF4 ve
CHOP, protein sentezindeki fonksiyonlar1 kodlayan genlerin ekspresyonunu is birligi
icinde uyarir ve yeniden aktive edilmis ¢eviri orani, apoptozu indikleyen énemli
miktarlarda ROS dretir (Sarcinelli ve ark. 2020). CHOP proteinini kodlayan gen DDIT3
genidir. CHOP, o6limii hizlandiran mitokondrilerin sitokrom c¢ sizintisini ve Sliimi
baglatan kaspaz 3 adli enzimin etkinlesmesine Sebep olur (Yoshida 2007). ATF4,
DDIT3/CHORP ile birlikte, hiicresel amino asit metabolik sureclerinde yer alan genlerin
ekspresyonunu, mRNA translasyonunu ve ER stresine yanit olarak katlanmamis protein
yanitini tesvik ederek ER aracili hiicre 6liimiine aracilik eder. Bu caligmada elde edilen
bulgular incelendiginde normal kosularda M7 ile birlikte LNCaP hicrelerinde EIF2AK3

gen ekspresyonunda anlamli degisimler gozlenmedi (Sekil 4.5.). Bu sonugla uyumlu
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olacak sekilde M7 uygulandiginda PERK’in protein seviyesinde de anlamli artislar
gozlenmedi (Sekil 4.15.). Tersi olarak, M7 varligmin pelF2a®¢™ ve elF2a’da artisa
sebep oldugu gozlendi. Tunukamisin ve Tapsigargin ile birlikte uygulandiginda da
sinerjik etki gostererek artis miktarini yiikselttigi belirlendi (Sekil 4.15.). Literatlr
bilgilerine gore elF2a’yi fosforilleyen PERK olmasina karsin bu ¢alismada PERK’in
mRNA ve protein seviyesinde bir degisiklik gdozlenmemesine ragmen M7 ile birlikte
pelF20%¢™) artmasmin sebebinin baska bir kinaz tarafindan fosforilasyonun
gerceklesebilecegi olasiligini ortaya ¢ikarmistir. ATF4’in mRNA seviyelerindeki artiglar
da M7 ile beraber Tunukamisin ve Tapsigargin uygulamasi yapildiginda, elF2a’nin
artistyla uyumlu seyretmistir (Sekil 4.4.). DDIT3 gen ekspresyonu (Sekil 4.6) ve
CHOP’un protein seviyelerine (Sekil 4.15.) bakildiginda da tiim bu elde edilen verileri
destekleyen uyumlu artislar elde edilmistir. Hem mRNA hem de protein seviyelerinde
elde edilen bulgular genel itibariyle birbirleriyle uyumlu bir sekilde anlamli artiglar
gOstermistir. Sonug olarak yeni sentez bor bilesigi M7 nin, Tunukamisin ve Tapsigargin
ile birlikte sinerjik etki gosterdigi ve bunlarin ER stresine olan etkisini arttirdigi kanisina

varilmstir.

HSPA5 geni BiP proteinini kodlamaktadir. BiP, UPR’de ana regiilator olarak gorev
almaktadir. UPR yolagi, ER membraninda BiP proteinine bagli inaktif formda tutulan ve
IRE1, ATF6 ve PERK olarak adlandirilan lokalize 3 adet transmembran 6zellikteki ER
sensOr proteini araciligiyla kontrol edilmektedir. ER stresinin indiiksiyonu sonrasi
represor olarak gorev yapan BiP’in sensorlerden uzaklasmasi, ER sensor proteinlerinin
aktivasyonuna neden olmaktadir (Nishikawa ve ark. 2005). Bu calismada elde edilen
sonuclara bakildiginda normal kosullarda M7’nin tek basina mRNA (Sekil 4.6.) ve
protein (Sekil 4.15.) seviyesinde anlamli bir artisa yol agmadigi ancak o6zellikle
Tapsigargin ile uygulandiginda sinerjik etki gosterdigi ve hem mRNA seviyesinde hem
de protein seviyesinde anlamli artiglara sebep oldugu belirlendi. Bununla birlikte
ATF6’nin BiP tarafindan kontrol edildigi gz oniline alindiginda sadece Tapsigargin

uygulanmasinda ATF6 mRNA seviyelerinin de uyumlu olarak arttig1 belirlendi.

Hormon deprivasyon kosullarinda hiicreler ag birakildigindan, bu siireg hiicrelerde ayrica

stres yaratan bir durumdur (Donnelly ve ark. 2013). Buna bagli olarak bu tez
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calismasinda, hormon deprivasyon kosullarindaki LNCaP hiicrelerinde BiP ve CHOP
seviyesindeki artiglarin hormon deprivasyonsuz hiicrelere oranla ¢ok daha yiiksek oldugu
belirlendi (Sekil 4.18). R1881 sentetik bir androjen oldugundan AR ve PSA gibi
hormonal olarak reglle edilen bircok proteinin sentezinin artmasina yol agmasini
beklemekteydik. Protein sentezinin artmasi da ER’nin daha fazla ¢alismasina yol agarak
stresin artigini tetikleyeceginden dolayi, denemeler sonucunda uyumlu bir sekilde R1881
ile birlikte hem Tunukamisin ve Tapsigargin hem de M7’nin ER stresini daha yiiksek
oranda tetikledigi belirlendi. Bunun disinda M7°nin de hem tek basina hem de
Tunukamisin ve Tapsigargin ile birlikte ER stresinin artmasina yol a¢tig1 sonucuna varildi

(Sekil 4.17).

Hormon deprivasyonlu hiicrelerde Tunukamisin ve Tapsigargin uygulamasiyla PERK
protein seviyesinde anlamli bir degisim gozlenmemistir (Sekil 4.17.). Ancak R1881 ile
birlikte PERK protein seviyesinin bir miktar artisinin hem BiP ve CHOP artigiyla hem de
protein sentezinin artistyla uyumlu oldugu diistintilmektedir. Ancak bu az miktardaki artig
elF2a(5¢Y fosforilasyon seviyesinin artmasina yol agmamustir. Bununla birlikte ilging
olarak M7 varliginda ise PERK seviyesinin azaldigi gézlendi. Benzer sekilde PERK "teki
azalis ile birlikte eIF2a5*™Y fosforilasyonu seviyelerinde de azalmalar oldugu belirlendi
(Sekil 4.19.). Hormon deprivasyon kosullarinda Tunukamisin, Tapsigargin ve M7 ile
birlikte ER stresi belirtecleri olan BiP ve CHOP’ta artislar gozlenmesine ragmen, PERK
ve elF2a fosforilasyon diizeylerinin azaldig: belirlendi. Bu baglamda M7’nin ER stresini
tetikledigi ancak BiP ve CHOP’taki artiglart PERK yolagi lizerinden degil, IRE1 veya
ATF6 iizerinden regiile edebilecegi sonucuna varildi. Ayrica orta seviyelerdeki
elF205™Y  fosforilasyonunun translasyonu kisa bir siireligine durdurarak hatali
proteinlerin yeniden diizenlenmesine yol actigi, gucli seviyedeki fosforilasyonun ise
apoptozu tetikledigi rapor edilmistir (Yamada ve Echert 2019). Dolayisiyla, eIF2a(S¢™)
fosforilasyonunun erken agsamalarda gerceklesebilecegi ve bu tez kapsaminda bor bilesigi
M7’nin uygulama siiresi olarak sadece 48 saat kullanilmasi nedeniyle p-eIF2q(5¢Y
aktivasyonunun belirlenemedigi, bu amacgla daha kisa siireli uygulamalar yapilmasi
gerektigi ve bor bilesigi varliginda p-eIF2a*™Y aktivasyonunun net olarak aydinlatilmasi
gerektigi diisiiniildii. Yine de BiP ve CHOP seviyelerinin yiiksek olmasi nedeniyle

M7’nin kalict ER stresine yol actig1 ve apoptotik hiicre dliimiinii destekleyebilecegi
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sOylenebilir.

Bu tez kapsaminda elde edilen tiim sonuclar g6z oniline alindiginda, yeni sentez bor
bilesigi M7°nin hem AR ve PSA seviyelerini diisiirmesi hem de ER stresine yol agmasi
nedeniyle prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu azalttigi sonucuna varildi.
Fizyolojik BA konsantrasyonlarinin elF20, GRP78/BiP ve ATF4’{in hafif aktivasyonu ile
ER stresine neden oldugunun rapor edildigi ¢alisma (Henderson ve ark. 2014) ile uyumlu
olarak, bu calismada M7’nin de ER stresini tetikledigi ve ayrica ER stresi ajanlari
Tunikamisin ve Tapsigargin ile birlikte sinerjik etki gosterdigi belirlendi. Ek olarak bu
calisma kapsaminda M7 bor bilesiginin gerek normal kosullarda gerekse hormon
deprivasyon kosullarinda BiP’e kiyasla daha yiiksek oranda CHOP mRNA ve protein
seviyesinin artmasina yol actig1 gozlendi. M7 nin tek basina ATF4 mRNA seviyesini
artirdig1 ve ayrica ATF4 ile CHOP artisinin apoptozu tetikleyen ROS iiretimine yol actig1
(Sarcinelli ve ark. 2020) distiniildiiginde, M7’nin apoptozu tetikleyerek hiicre

proliferasyonunun azalmasina neden olabilecegi kanisina varildi.

Sonu¢ olarak hem androjen bagimli hem de androjen bagimsiz prostat kanserinin
gelisiminde kritik rol oynayan AR sinyalinin M7 bor bilesigi tarafindan bloke edilmesi
ve ayn1 zamanda ER stresinin tetiklenerek proliferasyonun inhibe edilmesinin 6nemli bir
terapi segenegi sunabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte doz ve siire uygulamalari
genigletilerek daha farkli deney setlerinin kurulmasiyla ve ayni zamanda hormon
deprivasyon kosullarinda mRNA seviyelerinin, IRE1 ile ATF6 sinyal yolaklarinin ve
apoptoz regiilasyonunun incelenmesi ile daha ayrintili sonuglar elde edilecegi ve

literatiire faydali bilgiler kazandiracag: kanaatindeyiz.
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