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OZET

IRF5 TRANSKRIPSiYON FAKTORU VE OCT4 KOK HUCRE
FAKTORU ILISKiSININ PROSTAT KANSER HUCRELERINDE
BELIiRLENMESI

Yilmaz M. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii

Biyokimya(Tip) Programm Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2018.

Interferon Diizenleyici Faktor (IRF) ailesi interferonlarin savunma sisteminde diizenlenmesini
saglayan transkripsiyon faktorleridir. interferon Diizenleyici Faktor 5 (IRF5 bu ailenin bir
tiyesi olup ¢esitli hastaliklarda rolleri ile ilgili ¢alismalar son yillarda artmaktadir. Oktomer
Baglayic1 Transkripsiyon Faktorii 4 (OCT4), embriyonik kok hiicre faktorii olarak bilinir. Bu
kok hiicre faktorli, normal hiicrelerin farklilasmasinin yam1 sira kanserin olusum ve
gelisiminde de olduk¢a dnemlidir.

Bu tez c¢alismasinda bir transkripsiyon faktorii olan IRF5 ve bir kok hiicre faktorii olan
OCT4’nun prostat kanserindeki rolleri ve protein-protein iliskisi arastirilmigtir. PC3 insan
prostat kanseri hiicre kiiltiirii yapilarak, pIRF5 ve pOCT4 plazmidleri kullanilarak IRFS ve
OCT4 proteinleri overekspresyon yapilmistir. Overekspresyon yapilan Orneklerde
immunopresipitasyon (IP) yapilarak proteinler western blot ile degerlendirilmistir. IRFS ve
OCT4 overekspresyon yapilan PC3 prostat kanseri hiicrelerinde migrasyon diizeyleri scratch
yontemi ile incelenmistir.

Prostat kanser hiicrelerinde IRF5 ve OCT4 proteinlerinin birbirleri ile iliskisi IP deneylerinde
protein bantlar1 ile gdsterilmistir. Prostat kanseri hiicrelerinde IRF5’in hiicre migrasyonunu
anlamli derecede azalttigi, OCT4’{in hiicre migrasyonunu anlamli derecede arttirdig1 tespit
edilmistir.

Sonug olarak, IRF5 ve OCT4 proteinleri birbirleri ile etkilesimde bulunan iki transkripsiyon
faktorii olup prostat kanser tedavisi i¢in bu iliski yeni sinyal yolaklarmin ve cesitli ilag

molekiillerinin gelisiminde 6nemli katkilar saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: IRF5, OCT4, Kok Hiicre Faktorleri, Prostat kanseri, Kanser
immiinolojisi.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF IRF5 TRANSCRIPTION FACTOR AND OCT4
STEM CELL FACTOR ASSOCIATIONS IN PROSTATE CANCER
CELLS

Yilmaz M. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences,
Programme of Medicinal Biochemistry, Master Thesis, Aydin, 2018.

The Interferon Regulatory Factors (IRF) family are the transcription factor that enables the
regulation of interferons in the defense system. IRF5 is a member of this family whic have
been increasing studies on their role in various diseases in recently. OCT4 is known as
embryonic stem cell factor. This stem cell factor is important in the formation and
development of cancer as well as the differentiation of normal cells.

In this thesis, the role of IRF5, a transcription factor and OCT4, a stem cell factor, in prostate
cancer, and protein-protein interaction were investigated. PC3 human prostate cancer cell
culture was performed, using the pIRF5 and pOCT4 plazmids to overexpress the IRF5 and
OCT4 proteins. Immunoprecipitation (IP) was performed in overexpressed samples and
proteins were evaluated by western blot. Migration levels were examined with overexpression
of IRF5 and OCT4 protein in PC3 prostate cancer cells using scratch assay.

The relationship of IRF5 and OCT4 proteins in prostate cancer cells is shown by bands in IP
experiments. It has been showed that, OCT4 significantly increased and IRF5 significantly
decreased cell migration in PC3 prostate cancer cells.

As a result, IRF5 and OCT4 proteins are two transcription factors that interact with eachother
and this relationship will contribute to the development of new signaling pathways and

various drug molecules for prostate cancer treatment.

Keywords: IRF5, OCT4, Stem cell factors, Prostate cancer, Cancer immunology
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1. GIRIS

Prostat kanseri erkeklerde kansere bagli 6liim oranlarinda ikinci sirada yer almaktadir.
Son yillardaki ilerlemelere ragmen prostat kanseri kanser 6liimlerinin ana nedenlerinden biri
olmaya devam etmektedir. Yapilan insidans ¢alismalarinda gosterildigi gibi prostat kanseri 40
yas lizeri erkeklerin hastalig1 olmakla beraber 20°1i yaglardaki hastalardan alinan dokularda da
prostat kanseri oncii hiicreleri gozlenmektedir ve bu durum prostat kanserinin erken yaglarda
basladigini diisiindiirmektedir.

Interferonlar (IFN'ler), isgalci patojenlere karsi konak savunmasimin ilk asamalarinda
giiclii antiviral aktiviteleri olan glikoproteinlerdir. Bu proteinler, hiicre yilizeyindeki
reseptorlerinin yapisina bagl olarak Tip I, IT ve III IFN'ler olmak {iizere ii¢ gruba ayrilir.
Bagisiklik yanitlarimi modiile etme yetenekleri nedeniyle, kronik viriis enfeksiyonlarini
kontrol etmek i¢in tedavi edici olarak kullanilmaktadir. Diger ilaglarla kombinasyon halinde,
Tip | IFN'ler, Hepatit C (HCV) ve Hepatit B (HBV) enfeksiyonlarin1 baskilayan bir ‘bakim
standard1’ olarak kabul edilirken, Tip III IFN, faz III klinik ¢alismalarda HCV enfeksiyonu
i¢in tedavi edici oldugu ileri siiriilmektedir. Bununla birlikte, etkili olsa da, IFN'leri bir tedavi
olarak kullanmak dikkat gerektirir. IFN'ler, ¢ok cesitli hiicre tiplerini etkileyen giicli
sitokinlerdir. Bu nedenle; viriis enfeksiyonunu baskilamak, yasam kalitesini korumak ve
tedavi hedeflerine ulasmak i¢in IFN ile tedavi edilen hastalarin siirekli izlemesi gereklidir.
Son yillarda kanser immiinoloji alaninda INF’ler ile ilgili arastirmalarin sayist hizla
artmaktadir. INF’ler ve onlar1 etkileyen ¢esitli faktorler kanser tedavisi i¢in yeni hedef
molekiiller olarak tanimlanmaktadir.

Interferon Diizenleyici Faktor (IRF) transkripsiyon faktorleri, memelilerde dokuz tiyeli
aileden olusur. IRF1, IRF2, IRF3, IRF4 (PIP, LSIRF veya ICSAT olarak da bilinir), IRF5,
IRF6, IRF7, IRF8 (ayrica ICSBP olarak da bilinir) ve IRF9 (ISGF3y olarak da bilinir). IRF'ler
ilk olarak Tip I IFN ve interferonlarin neden oldugu genlerin transkripsiyon diizenleyicileri
olarak karakterize edildilmistir. Ancak daha sonra IFN sisteminin konak savunmasinin
diizenlenmesi ve gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynadiklar1 agikg¢a ortaya konulmustur.
IRFS5, proinflamatuvar genlerin ve M1 makrofaj fenotipinin ekspresyonunu harekete geciren
TLR sinyal yolaginda makrofaj inflamatuar yanitlarimi modiile eden bir transkripsiyon
faktortidiir. IRF5'in transkripsiyonel olarak ve protein seviyesinde nasil diizenlendigi netlik

kazanmamistir. Bununla birlikte, IRF5 ekspresyonunun diizensizliginin, Romatoid Artrit



(RA) ve Sistemik Lupus Eritematozus (SLE) gibi otoimmiin bozukluklarla iligkili oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle IRF5 ekspresyonunun veya aktivitesinin modiilasyonu, mevcut
otoimmiin terapilere etkisi ve alternatif etkilesimleri son yillarda 6nem kazanmustir.

Oktomer-Baglayic1 Transkripsiyon Faktorii 4 (OCT4), embriyonik kok hiicrelerin
(EKH) pluripotens o6zelliginin korunmasinda ana rol oynayan bir proteindir. OCT4
transkripsiyon faktorii, insanda POUSfl geni tarafindan kodlanir. Blastokist evresindeki
embriyonun i¢ hiicre yiizeyinde eksprese olur ve farklilasma siiresi boyunca degisiklikler
gosterir. Embriyolarda kok hiicre potansiyelindeki degisiklikler ve farkli kok hiicre
belirteglerinin ifade diizeylerinin degismesi sonucu tiimor olusumu ger¢eklesmektedir.
Kanserin olusumunda kok hiicre faktorlerinin rolleri ile ilgili olarak son yillarda yapilan
arastirmalarin 6nemi hizla artmaktadir. Embriyonik kok hiicre faktorleri ve prostat kanseri
konusunda yapilan arastirmalar ile heniliz prostat kanser patagenezindeki roller
belirlenememistir.

Bu arastirmada bir transkripsiyon faktorii olan IRFS proteininin bir kok hiicre faktori
olan OCT4 proteini ile iliskisini arastirilmasi planlanmis ve prostat kanseri tedavisinde yeni

yaklagimlarin olusturulmasina katki saglamasi amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Prostat Kanseri

Son zamanlardaki ilerlemelere ragmen, prostat kanseri erkeklerde kansere bagl
mortalite ve morbiditenin ana nedenini olusturmaya devam etmektedir. 1940'larda androjen
yoksunlugu tedavisinin ortaya ¢ikmasina neden olan androjen reseptoriiniin (AR) rolii tizerine
bircok calisma yapilmistir. AR’nin prostat kanseri baslamasi ve ilerlemesinin altinda yatan
temel mekanizmalarin yan1 sira terapdtik miidahale i¢in bu siiregleri hedefleme potansiyeline
uzun zamandir yogun ilgi vardir.

Kanser beraberinde getirdigi saglik sorunlarinin yani sira, maddi ve manevi yonden
uzun siireli miicadele gerektiren bir hastaliktir. Diinyada her y1l 14 milyon kisinin yakalandigi
ve 8,2 milyon kisinin Oliimiine sebep olan kanser; yas, cinsiyet, dil, din, ik ayirimi
yapmaksizin tiim insanlar1 etkilemektedir.

Ulkemizde ki en son resmi rakamlar degerlendirildiginde bir yil igerisinde yaklasik
96.200 erkek hastaya kanser teshisi konmaktadir. Erkeklerde en sik goriilen kanserler akciger
ve prostat kanseridir (Sekil 1). Yine Tirkiyede yasa bagh kanser istatistik verileri incelendigi
zaman 2015 yilinda 50-69 yas arasinda erkeklerde prostat kanseri goriilme sikligr %13.2
olarak bildirilmistir. 70 yas ve flizeri gruplarda ise bu oran %18.3 olarak bildirilmistir.
(Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2015 verileri).
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Sekil 1. Erkeklerde en sik goriilen kanserlerin toplam sayisi ve yiizde dagilimlar1 (TUIK 2011-2015).



Oliim nedeni istatistikleri incelendiginde; kanser tiim dliimlerin yaklasik %20 civarin
olusturmaktadir (Sekil 2). Kanser, 2015 yil1 i¢erisinde 49.946 erkek, 27.022 kadinin 6liimiine
neden olmustur. Girtlak, soluk borusu, brons ve akcigerin kotii huylu timorii erkeklerde
20.388 kisi ile en fazla o6liime neden olurken, kadinlarda ise meme kanseri 3.853 kisi ile en

yiiksek sayida 6liime neden olmustur.
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Sekil 2. Oliim nedeni istatistikleri (TUIK 2011-2015).
2.1.1. Prostat Dokusu
2.1.1.1. Prostat Dokusu Anatomisi ve histolojisi

Erkeklerde prostat bezi mesanenin tabaninda idrar yolunu ¢evreleyen ceviz boyutlu bir
doku olup, seminal sivinin 6nemli bilesenlerini tiretir. Kanser durumunda bu doku hacimsel
olarak artmaktadir. Biiyiiyen prostat dokusu mesaneye baski yapmakta ve hastalarda idrar
kacirma, idrarda yanma ve zorlanma sikayetleri ortaya c¢ikmaktadir. Erkeklerde prostat

dokusunun anatomik yeri sekil 3 de gosterilmistir.

Normal prostat BlyUmiis prostat

Mesane

idrar yolu idrar yolu

Sekil 3. Normal prostat dokusu ve Biiyiimiis prostat dokusu



Erigkin prostatin ayirt edilebilir lobiiler yapisindan yoksun olmasina ragmen, insan
prostati, anterior fibromuskiiler stroma ile birlikte merkezi, periiiretral gegis ve periferik
bolgelere karsilik gelen bir bolgesel mimariye sahip oldugu bildirilmistir (Timms BG, 2008).
En dis periferal bolge en fazla hacmi kaplar ve prostat karsinomlarinin ¢ogunu barindirir.
Buna karsilik, yash erkeklerde goriilen yaygin malign olmayan bir durum olan benign prostat
hiperplazisi (BPH), gegis bolgesinden kaynaklanmaktadir. Prostat bezinin zonal anatomisi ve

yiizdesel olarak hacimleri Sekil 4 de gosterilmistir.

Merkezi Bolge

Sekil 4. Prostat bezinin zonal anatomisi.

Gegis bolgesi (%3,5), Merkezi Bolge (%17,5), Dis Bolge (%49), Anterior fibromiiskiiler stroma (Diiz kas
agirlikli, %30). Baylor College of Medicine 1990

Insan prostat dokusu histolojik diizeyde ii¢ farkli epitelyal hiicre tiirii olan luminal,
bazal ve noroendokrin ile psddostratlastirilmis bir epitelyum icerir (Peehl DM, 2005).
Luminal epitelyal hiicreler, protein sekresyonlari iireten ve sitokeratin 8 ve 18 gibi
karakteristik belirtecler ve yiiksek AR seviyeleri iceren siirekli polarize kolumnar hiicreleri
tabakasini olustururlar. Bazal hiicreler, liimen epitelinin altinda yer alir ve p63 ve yiiksek
molekiiler agirlikli sitokeratinler 5 ve 14' i eksprese eder, fakat diisiikk veya saptanamayan
seviyelerde eksprese ederler. Son olarak, noéroendokrin hiicreler, kromogranin A ve
sinaptofizin gibi endokrin markérlerini eksprese eden, fonksiyonu bilinmeyen nadir

hiicreleridir, fakat bu hiicreler AR-negatiftir.



2.1.2. Prostat Kanserinde Teshis

Prostat kanseri, ilk kez antik Misirlilar tarafindan tanimlanmistir. Antik ¢aglardan beri
prostat kanserinin klinik bir varlik olarak taninmasina karsin, prostatin ¢ikarilmasi i¢in cerrahi
prosediirler yaklasik 100 yil 6nce gelistirilmistir (Capasso LL, 2005). Bununla birlikte, prostat
spesifik antijen (PSA) i¢in erisilebilir bir kan testinin gelistirilmesi, son otuz yilda prostat
kanseri teshisinde devrim yaratmistir. PSA, normal prostat sekresyonlarinda iiretilen
kallikrein iligkili bir serin proteazdir, fakat normal prostat yapisinin bozulmasi sonucu kanin
icine salinir (Lilja H ve ark., 2008).

Yiiksek PSA seviyelerine sahip olan erkekler, tipik olarak prostat kanserinin varligini
degerlendirmek igin biyopsi gegirirler. Biyopsiden sonra prostat dokusunun histopatolojik
derecelendirilmesi Gleason skorlamast ile ger¢eklestirilir. Hiicrelerin yayilimina dayanarak 1
ila 5 (farklilagmis) arasinda bir deger verilir. En yaygin goriilen 2 tipin toplami olan kombine
bir skor ile belirlenir (Epstein JI, 2010). Hastalarin primer tiimérlerinin durumunu ayrica
TNM skorlamasi ile de desteklenir. TNM skorlamasi Organa sinirli tam teneffiis (T1-4), lenf
nodu tutulumu olan veya olmayan (NO veya 1) ve uzak metastazlarin varligi ve derecesine
(MO ve la-c) gore degerlendirilir (Ohori M ve ark., 1994). Prostat kanserinin geleneksel
tedavi uygulamalar1 prostatin cerrahi eksizyonu (radikal prostatektomi) veya eksternal 1s1n
tedavisi veya radyoaktif ‘tohumlar’ (brakiterapi) implantasyonu ile irradyasyonu yoluyla
yapilmaktadir. Ileri kanser durumunda, bu uygulamalar genellikle baslangigta timér yiikiinii
ve PSA'yr dolagimdaki seviyelerini azaltir. Fakat sonugta hastalik ¢ogu durumda
tekrarlamaktadur.

Prostat kanserinde gen ekspresyon profili, miRNA ekspresyon profili, serum
proteomik ve metabolomikleri ile ilgili arastirmalar yayginlasmaktadir. Ayrica prostat ve
diger kanserleri saptamak amaciyla invazif olmayan idrar testlerinin gelistirilmesine olanak
saglayabilecek timit vaat eden yeni yaklasimlar da son yillarda 6nem kazanmistir (Sreekumar
A ve ark., 2009). Idrarda PCA3' iin (prostat kanseri antijeni 3) tespiti de artik hastaligin tanisi
ve prognozunda belirte¢ olarak kullanilmaktadir (Ploussard G ve de la Taille A, 2010).

2.1.3. Prostat Kanserinin Gelisimi
2.1.3.1. Prostat Kanseri
Prostat kanseri genellikle multifokal olarak kabul edilir, ¢iinkii primer tiimdrler

siklikla genetik olarak farkli olan ¢oklu bagimsiz histolojik kanser odaklarini igerirler (Clark J
ve ark., 2008). Tersine, metastatik prostat kanserinin fenotipik heterojenligine ragmen (Shah



RB ve ark. 2004), molekiiler ve sitogenetik analizler ayni hastada ¢oklu metastazlarin klonal
olarak iligkili oldugunu gostermektedir. Bu durum ilerlemis prostat kanserinin monoklonal
oldugunu gostermektedir (Liu W ve ark., 2009). Bulgular metastatik prostat kanserinin kanser
ilerlemesi sirasinda bireysel klonlarin segiliminden kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.
Bu klonal evrim siireci, androjen yoksunlugu gibi terapotik miidahalelerin sonucunda da
gbzlemlenir.

Prostat kanserinin heterojenitesi, latent ve klinik hastalik arasindaki ayrimi ve prostat
kanseri ilerlemesi ile yaslanma arasindaki giiclii iligkiyi anlamak icin potansiyel olarak
onemlidir (Sekil 5). Prostat kanseri yasl erkeklerin bir hastaligi olmasina ragmen, 20' li ve 40'
11 yaslardaki saglikli erkeklerden alinan prostat drnekleri, prostat kanseri histolojik odaklari
sik goriilmektedir (Shiraishi T ve ark., 1994). Bunun sonucunda kanser baslangicinin nispeten
erken bir yasta gerceklestigini ileri siiriilmektedir. Prostat kanserinin multifokal oldugunu
gosteren kanitlarla birlikte, prostat bezinin, ¢ogu klinik olarak saptanabilen hastaliga
ilerlemeyen latent prostat kanserine neden olan ¢oklu neoplastik transformasyon olaylarinin
yeri olabilecegi diisiiniilmektedir. Klinik prostat kanserinin, latent prostat kanserinden farkli
bir patojenik programdan basladigini diisiinmek miimkiindiir. Alternatif olarak, ¢ogu latent
prostat kanseri odaklari, klinik hastaliga yol acan kritik aktivasyon olaylarina maruz
kalmayabilir veya bu odaklar1 subklinik bir durumda tutmak i¢in yeterli aktif baski altinda
kalabilir.
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Sekil 5. insan prostat kanserinin gelisim evreleri.

Her asamada anlamli olmas1 muhtemel olan molekiiler siirecler ve genler/yollar ile birlikte progresyon agamalari
gosterilmistir. Abate-Shen C ve Shen MM'den (2000) diizenlenmistir.



2.1.3.2. Prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) ve prostat kanseri

Bu iliskinin kesin olarak kanitlanmamis olmasina ragmen PIN' in prostat kanseri i¢in
bir prekiirsorii temsil ettigi yaygin bir sekilde kabul edilmektedir (DeMarzo AM ve ark.,
2003). PIN genellikle histolojik diizeyde luminal epitelyal hiperplazinin ortaya ¢ikmasi, bazal
hiicrelerde azalma, ¢ekirdek ve niikleollerin geniglemesi, sitoplazmik hiperkromaz ve niikleer
atipi ile karakterizedir. Ek olarak, yiiksek dereceli PIN lezyonlar1 genellikle belirgin bir
sekilde hiicresel proliferasyon belirtegleri gostermektedir (Shappell SB ve ark., 2004).
Bununla birlikte, prostat kanserinin aksine, bazal hiicreler PIN' de sayica azalir, ancak yok

degildir.
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Sekil 6. Prostat dokusunun histolojisi.

(A-D) Hematoksilen—Eozin boyamalarint gosterir. (F-E) immiinohistokimyasal analizleri gosterir. (A) Prostat
dokusunun karakteristik heterojenliginin goriinimii. BPH, PIN ve iyi farklilagsmis adenokarsinom (CaP) igeren
bolgeler ok ile gosterilimistir. (B) BPH ve PIN ayrintilarini1 gosteren, A' daki bir bolgenin yakin goriinimi. BPH
bolgesinde, PIN bolgesinde bulunmayan bazal hiicreler (oklar) ile ¢evrili kanallar vardir. PIN alani, belirgin
niikleolleri olan daha biiyiik ¢ekirdekler igeren normal ve atipik hiperkromatik hiicreler arasindaki ayni kanal
icinde bir gegis gosterir. (C) Peri-sinir boslugunu go¢ eden iyi farklilastirilmig bir adenokarsinom ile
yakinlardaki bir insan prostat alaninimin yakin goriiniimii (N, sinir lifi konumunu isaretler). Karsinoma
hiicrelerinin ¢ok belirgin niikleollere (oklar) ve bilyiik ¢ekirdeklere sahip oldugu gorilir. (D) Alanin geri
kalaninda yiiksek dereceli PIN ve Gleason 4 ve 5 karsinom karisimindan olugan farkli bir prostat numunesinin
goriinimii. (E) Tium epitel hiicrelerini isaretleyen anti-sitokeratin 8 kullanilarak PIN ve karsinomun
immiinohistokimyasal boyamasi. Bu PIN lezyonlar1 kribiform bir forma (oklar) sahiptir, ancak yine de prostatik
kanalin sinirlart igindedirler. (F) Bazal hiicreleri isaretleyen anti-sitokeratin 14 kullanilarak hem PIN hem de
karsinom igeren bir doku boliimiiniin immiinohistokimyasal boyamasi. Ozellikle, PIN, tutarsiz boyama gdsterir,
oysa karsinomda boyama olmaz.

Prostat kanseri oOnemli fenotipik heterojenite gdstermesine ragmen, prostat
kanserlerinin yaklasik %95'1 patolojik olarak carpict bir liimen fenotipine sahip
adenokarsinom olarak siniflandirilmaktadir  (Sekil 6). Biyopsi oOrneklerinde prostat
adenokarsinom tanisi, her ikisi de bazal hiicreleri saptayan p63 ve sitokeratin 5/14 antikorlar1

kullanilarak immiin boyama yapilmasi ile dogrulanabilir (Grisanzio C ve Signoretti S, 2008).
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Ek olarak, prostat kanseri teshisi, karsinomda asir1 eksprese edilen luminal bir belirte¢ olan a-
metilsil-CoA rasemaz (AMACR) igin yiikseltilmis immiin boyama ile desteklenir (Humphrey
PA, 2007).

2.1.3.3. Prostat kanserinin alt tipleri

Prostat kanserlerinin biiyiik ¢ogunlugu, AR eksprese eden asinar adenokarsinomlara
karsilik gelirken, diger prostat kanseri kategorileri (6rnegin duktal adenokarsinom, miisindz
karsinom ve isaret halkasi1 karsinomu) son derece nadir goriilmektedir. Belki de en 6nemli
histolojik varyant, genellikle kii¢iik hiicreli karsinom veya karsinoid tiimoér olarak
smiflandirilan ve prostat kanseri vakalarmin %2' sini temsil eden noroendokrin prostat
kanseridir (Grignon DJ, 2004). Ancak, prostat adenokarsinomunda, ézellikle prostatektomi ve
androjen yoksunlugu tedavisinden sonra niiksetmeyi takiben néroendokrin diferansiyasyonun
odak bolgeleri daha sik goriiliir (Komiya A ve ark., 2009). Ek olarak néroendokrin belirteg
kromogranin A' nin ekspresyonu, kastrasyona direngli timdrlerin gelisimi ile iligkilidir ve kisa
bir siire igerisinde hastalik niiks eder (Berruti A ve ark., 2007).

Prostat kanserinin baslica alt tiplerinin histopatolojik diizeylerine dair kanitlar1 kisith
olmakla birlikte, son zamanlarda yapilan genomik analizler molekiiler olarak tanimlanan alt
tipler icin onemlidir (Taylor BS ve ark., 2010). Ozellikle, prostat kanseri Orneklerinin
ekspresyon profil analizleri, spesifik olarak hastalik sonucu ile iliskili olan molekiiler
farkliliklar1 belirleyebilir (Tomlins SA ve ark., 2007). Bununla birlikte, gen ekspresyonu,
kopya sayis1 degisiklikleri ve ekson yeniden diizenleme analizlerini entegre eden
onkojenomik yolak analizleri, prostat kanseri alt tiplerini ayirt etmek ve hasta sonucunu
belirlemek igin yeni yaklagimlar saglayabilir (Taylor BS ve ark., 2010). Ayrica, molekiiler alt
tiplerin varlhigi, prostat kanseri ile iligkili kromozomal yeniden diizenlemelerin analizi ile

desteklenmistir.
2.1.3.4. Metastaz

Prostat kanseri i¢in sekonder metastaz bolgeleri akciger, karaciger ve plevra olsa da,
prostat kanseri metastaz yaparsa, her zaman karakteristik osteoblastik lezyonlar olusturdugu
kemige gider (Logothetis CJ ve Lin SH, 2005). Metastazin hasta i¢in klinik 6nemi gz oniine
alindiginda, prostat tiimor hiicrelerinin kemik iligi ve periferik kanin igine yayma yetenegi
detayli olarak arastirilmistir. Son zamanlarda yapilan bir calisma, lokalize hastaligi olan

hastalarin 6nemli bir oraninin kemik iligindeki dolagan tiimor hiicrelerini tespit edebildigini



ve bunun da yaygin tiimor hiicrelerinin tam metastatik kabiliyete sahip olmadigini ortaya
koymustur (Holcomb IN ve ark., 2008). Bu yorumla uyumlu olarak, metastatik hastaligi olan
hastalardan dolasimdaki timor hiicreleri, kanser progresyonu sirasinda elde edilen genomik
instabilite ile tutarli olarak, ilerlemis prostat kanserine tipik olarak ¢ok sayida kromozomal
yeniden diizenlemeyi gostermektedir (Leversha MA ve ark., 2009). Bununla birlikte, yayilmis
timor hiicrelerinin metastaz olusumu ile iliskisi ¢oziilmeden kalir ve prostat kanserinin
metastazlarini kemige yayan molekiiler faktorler zayif bir sekilde tanimlanir.

Ilerlemis prostat kanseri icin kemige metastaz yapma egilimidir. Bu, esas olarak hasta
morbiditesi ve mortalite lizerindeki etkisinden sorumludur. Bu nedenle, zaman zaman kemige
metastaz yapan diger epitelyal tiimorlerden farkli olarak metastatik prostat kanseri hemen
hemen degismez bir sekilde kemige metastaz yapar ve ayrica osteolitik lezyonlardan ziyade
osteoblastik karakter gosterir (Logothetis CJ ve Lin SH, 2005). Kemik metastazinin klinik
acidan anlamli olmasina ragmen, prostat kanserinin kemik tropizminin altinda yatan

molekiiler mekanizmalar iyi anlasilmamustir.

2.1.5. Prostat Karsinogenezini Destekleyen Siirecler

Prostat kanseri olusumu icin en 6nemli risk faktori ileri yastir. 40 yasin altindaki
erkeklerde prostat kanseri gelistirme sans1 10,000° de bir iken, bu risk 60 yasina kadar yedide
bire ylikselir. Bununla birlikte, prostat kanseri basit bir sekilde yaslanmanin bir yan tirlinii
degildir. insidans1 farkli popiilasyonlar arasinda dnemli dlgiide degismektedir. Daha biiyiik
olasilikla, prostat kanseri ile ileri yas arasindaki iliski, ¢evresel, fizyolojik ve molekiiler
faktorlerin ve bu faktorlerin etkilerini muhtemelen siddetlendiren normal yaslanma
sonuglartyla etkilesimini yansitir. Ustelik, yaslanmanin prostat kanseri ile ilgili olduklar1 kesin
molekiiler sonuglar1 agikliga kavusturulmamisken, cesitli calismalar, 6zellikle prostatik
stromada, iltthap, oksidatif stres ve hiicresel yaslanmayla ilgili genler dahil olmak iizere

yaslanma ile iliskili gen ekspresyon degisikliklerini tarif etmistir (Bethel CR ve ark., 2009).
2.1.5.1. inflamasyon

Epidemiyolojik, patolojik ve molekiiler kanitlar kronik inflamasyonun ile prostat
kanseri arasinda iliski oldugunu bildirmektedir. (Bardia A ve ark., 2009). Ornegin, belirli
kemokinlerin ekspresyonu, insan prostat kanseri i¢in bir belirtegtir. (Blum DL ve ark., 2008).
Inflamasyon bir ¢ok hastaligin patogenezinde oldugu gibi prostat kanseri patogenezindede rol

oynamaktadir.
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2.1.5.2. Oksidatif stres ve DNA hasari

Prostat karsinojenezinde yaslanma ile iliskili baslica etkilerden birinin oksidatif stres
ve bunun DNA hasari tizerindeki kiimiilatif etkisi oldugunu 6ne siiriilmektedir (Minelli A ve
ark., 2009). Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) dengesizliginden ve ROS' un
hiicresel seviyelerini kontrol eden detoksifiye edici enzimlerdeki eksiklikten kaynaklanir.
ROS’ leri lipidlere, proteinlere ve DNA' ya kiimiilatif zarar verir. Prostat hiicreleri
inflamasyon, hormonal deregiilasyon, diyet ve/veya bazi genlerin baskilanmasi gibi
epigenetik modifikasyonlarin bir sonucu olarak oksidatif strese karsi savunmasiz kalmaktadir.
Oksidatif stres kaynakli DNA hasarina bagli olarak prostat kanseri arasindaki iligskide dihidro-
2’-deoksiguanozin’de (8-0xy-dG) rastlantisal bir artisla birlikte insan prostat kanserinde major

antioksidan enzimlerin azaldig1 gosterilmistir (Bostwick DG ve ark., 2000).
2.1.5.3. Telomer kisalmasi

Prostat kanseri baglangicinda rol oynayan bir bagka olay, genellikle DNA hasari ile
iligkili olan ve kromozomal instabiliteye yol acabilen telomerlerin kisaltilmasidir (Vukovic B
ve ark., 2003). Telomer uzunlugu, hastalik sonucu ile iligkili bulunmustur (Joshua AM ve
ark., 2007), prostat karsinomlari ve birgok yiiksek dereceli PIN'ler, iyi huylu prostat
dokusunda gozlenmeyen telomeraz aktivitesini artirmaktadir (Koeneman KS ve ark., 1998).
Bu gozlemler, telomer uzunlugunun, prostat kanseri ilerlemesi sirasinda aktif olarak modiile
edildigini, ancak telomer kisalmasi ve kanser baslangici veya hiicresel yaslanmanin
indiiksiyonu arasindaki mekanik iligkilerin su anda belirsiz oldugunu gostermektedir. Bununla
birlikte, telomer uzunlugunu diizenleyen cesitli stratejiler, potansiyel terapdtik ajanlar olarak

aragtirilmaktadir (Chen Z ve ark., 2003).
2.1.5.4. Yashhk

Hiicresel yaslanma, hiicrenin  mitojenik  sinyaller olusturmasina ragmen
proliferasyonun gerceklesmesinin yeterli olmamasi durumudur. (Evan Gl ve d’Adda di
Fagagna F, 2009). Son =zamanlardaki c¢alismalar, hiicresel yaslanmayi, onkogenik
hareketlerden sonra malign fenotipin olusumunu engelleyen giiglii bir tiimér bastirma
mekanizmas1 olarak tanimlamistir. Ozellikle, aktive edilmis onkogenlerin replikatif stres,
ROS olusumu veya DNA hasarina yanit olarak cesitli molekiiler mekanizmalar yoluyla
yaglanmay1 indiikledigine inanilmaktadir. Bu nedenle, onkogen bagimli yaslanma

preneoplastik lezyonlarin malign duruma ilerlemesinde merkezi bir rol oynayabilir.
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Prostatta, hiicresel yaslanmanin meydana geldigi ve prostat karsinogenezisi igin bir
timor baskilayict mekanizma olarak rol oynadigi gosterilmistir. Bu nedenle, yaygin olarak
kullanilan yaslanmanin bir biyo-belirteci olan SA-B-Gal, insan prostatinda biyopsi

dokularindaki boyamalarda siklikla saptanmaktadir (Castro P ve ark., 2003).
2.1.5.5. Genomik degisiklikler

Prostat kanserinin kapsamli genomik analizleri, kopya sayist degisikliklerini ve prostat
karsinogeneziyle iliskili kromozomal yeniden diizenlemeleri tanimlamustir. Ozellikle, 8q' deki
kazanimlar ve 3p, 8p, 10q, 13q ve 17p' de kayiplar de dahil olmak {izere, kromozomal
bolgelerin kazanimlar1 veya kayiplari olarak karsilastirmali genomik hibridizasyon (CGH) ile
birtakim 6nemli somatik degisiklikler tanimlanmistir. (Taylor BS ve ark., 2010). Daha
onemlisi, bu genetik degisikliklerin bir¢ogu PIN'de ve ayrica bu lezyonlarin prostat kanserine
oncii iliskisini destekleyen PIA lezyonlar1 olarak tanimlanmistir ve kanser prognozunun

ilerletilmesi i¢in dnemini vurgulamistir.
2.1.5.6. Genetik etmenler

Prostat kanseri i¢in genetik yatkinlik lokuslarini tanimlamak icin, hem erken
baslangicli hastaliklarin ailesel riski ile iligkili kalitsal faktorlerin analiziyle, hem de son
zamanlarda genom capinda iliskilendirme caligmalar1 yoluyla genis kapsamli c¢alismalar
yapilmistir. Genom c¢apinda iliski ¢alismalari, kanser riski ile iligkili birgok tek niikleotid

polimorfizmi (SNP) belirlemistir (Kader AK ve ark., 2009).
2.1.5.7. Epigenetik degisiklikler

Epigenetik pertiirbasyonlarin, prostat karsinojenezinde Onemli katkida bulunan
faktorleri temsil ettigi ve hastalifin ilerlemesi icin yararli biyobelirtecler saglayabilecegi
diisiiniilmektedir (Nelson WG ve ark., 2007, 2009). Ornegin, DNA metilasyonu, sinyal
iletimi, hormonal tepki, hiicre dongiisii kontrolii ve GSTP1 gibi oksidatif hasar cevabinda yer
alan genlerin susturulmasiyla iliskilendirilmistir. Dahasi, prostat tlimdrleri, timor hiicrelerinin
gen ekspresyon programinda 6nemli bir sapma gostermesiyle sonuglanan, kanser ilerlemesi
ile cakisan kromatin modifikasyonundaki global degisiklikleri gosterir (Ke XS ve ark., 2009).
Prostat karsinojeneziyle iligkili bir anahtar modifikasyon, histon H3'lin (H3K27-me3) lizin
kalintis1 27'nin trimetilasyonudur; bu, ilerlemis hastalik ve metastazin anahtar onkogenik bir

slirliclisii olan histon metiltransferaz enzimi Ezh2'nin aracilik ettigi bir durumdur (Varambally
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S ve ark., 2002). H3K27-me3 isareti transkripsiyonel baski ile iliskili oldugundan, prostat
kanserinde artmis seviyeler, Ras GTPase ailesinin bir {iyesi olan DAB2IP gibi tiimor
baskilayic1  genlerin  baskisiyla iliskilidir (Chen H wve ark, 2005). Histon
modifikasyonlarindaki global degisimler, kromatin susturmanin epigenetik izlerini de i¢eren
yaslanma iliskili odaklarin (SAHF) gelismesi yoluyla hiicresel yaslanma ile iliskilidir
(Funayama R ve Ishikawa F, 2007). Gelecekte, yeni nesil dizileme yaklasimlariyla histon
modifikasyonlarinin global analizleri, prostat karsinogenezisi i¢in bu modifikasyonlarin

kiimiilatif etkilerine dair genis kapsamli bilgiler saglayabilir.

2.1.6. Prostat Kanseri Baslangic1 ve Ilerlemesinin Molekiiler Mekanizmalari

Prostat kanser baslangicinda veya ilerlemesindeki mekanizmalarin rolii tam olarak
tespit edilememistir. Prostat kanseri ile iliskili mekanizmalar ve ¢esitli proteinlerin olup

olmadig1 veya aralarinda nedensel bir iligki olup olmadigi bilinmemektedir.
2.1.6.1. NKX3.1 down regiilasyonu

NKX3.1 homeobox geninin down regiilasyonu prostat kanseri baslangicinda sik ve
kritik bir olay1 temsil eder ve muhtemelen birden fazla mekanizmayi igerir (Abate-Shen C ve
ark., 2008). NKX3.1, yiiksek dereceli PIN lezyonlar1 ve adenokarsinomlarin %85'ine kadar
heterozigozite kayb1 (LOH) sergileyen 150 Mb'lik minimum bir kromozom 8p21.2 silinmis
bolgesi i¢inde lokalizedir (Bethel CR ve ark., 2006).

Gelisim sirasinda, Nkx3.1, iirogenital siniisten yeni dogan prostat tomurcuklarinin tim
epitel hiicrelerinde eksprese edilir ve prostat epitelyumu igin bilinen en erken belirtecidir
(Bhatia-Gaur R ve ark., 1999). Nkx3.1'in yoklugunda, prostatik duktal dallanmada ve ayni

zamanda sekretuar proteinlerin tiretiminde 6nemli bir azalma vardir (Tanaka M ve ark., 2000).
2.1.6.2. Myc up regiilasyonu

MYC onkojeni kapsayan 8q24 kromozom bolgesinin, ileri prostat tiimorlerinin bir alt
kiimesinde somatik olarak giiclendirildigi uzun zamandir bilinmektedir (Sato K ve ark.,
1999). Bununla birlikte, son zamanlarda yapilan ¢alismalar, niikleer MYC proteininin birgok
PIN lezyonunda up regiile edildigi gosterilmistir. Gen amplifikasyonunun karsinomlarin
cogunlugunun arttig1 gibi, MYC asir1 ekspresyonu i¢in kanser baslangicinda bir rol 6nermistir
(Gurel B ve ark., 2008). Detayli analizler, prostat tiimorii 6rneklerinde risk alelleri ve MYC
RNA ekspresyon seviyeleri arasinda herhangi bir korelasyonu veya mikroRNA' lar (miRNA)
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gibi protein kodlayic1 olmayan genlerin varligin1 ortaya ¢ikarmamistir (Pomerantz MM ve
ark., 2009).

2.1.6.3. TMPRSS2-ERG translokasyonlari

Son zamanlardaki 6nemli ¢alismalar, prostat karsinomlarinin ¢ogunda ETS ailesinin
transkripsiyon faktorlerini (ERG, ETV1 ve ETV4) aktive eden kromozomal yeniden
diizenlemeleri tanimlamistir (Saramaki OR ve ark., 2008). Bu yeniden diizenlemelerin en
yaygin olan1 bir TMPRSS2-ERG fiizyon geni olusturur ve bu da TMPRSS2'nin androjene tepki
veren promotoriiniin kontrolii altinda N-terminali kesilmis ERG proteininin ifadesi ile

sonuglanir (Clark J ve ark., 2007).
2.1.6.4. PTEN

PTEN prostat dahil olmak {izere bir¢ok kanserde siklikla mutasyona ugramis veya
silinmis bir tiimor baskilayici olarak tanimlanmistir (Salmena L ve ark., 2008). Prostat kanseri
icin PTEN kaybinin 6nemi, prostat tiimorlerinde sik sik azaldigi veya ekspresyon kaybinin
yani sira prostat kanserinde siklikla alel kaybina ugrayan kromozomal bdlge 10g23 tizerindeki
konumundan ortaya ¢ikmistir (Dong B ve ark., 2007). Calismalar, PTEN allellerinin prostat
kanserinde silinip silinmedigine, bir allelin silinmesine, kalan allelin mutasyona ugratilip
dontistiiriilmedigine, PTEN proteininin ekspresyonunun azaltilmasina, inaktive edilmesine ya

da subseliiler lokalizasyonunun degistirilmesine bagl olarak c¢esitli veriler olusturmustur.

2.1.6.5. Sinyal yollar1 AKt/mTOR ve MAPK sinyali

Prostat kanserinde Pten islev kaybinin, dncelikle Akt1 aktivasyonu yoluyla Akt/mTOR
sinyal yolunun up regiilasyonu ile sonuglandigini gosterir (Shen MM ve Abate-Shen C, 2007).
Prostat kanserinde bu yolun up regiilasyonu ayrica Aktl'in aktive edici mutasyonlari
(Boormans JL ve ark., 2008) veya PI3K' nin pl110p izoformunun aktivasyonu yoluyla
gerceklesebilir (Lee SH ve ark., 2010). Akt/mTOR yol aktivasyonunun fonksiyonel sonuglart,
genetik olarak tasarlanmis fare modellerinde gosterildigi gibi, kastrasyona direngli prostat
kanseri, ortotopik greftleme veya doku rekombinasyon modelleri ile ve ayn1 zamanda insan
hiicresinde islev kazandirma ¢alismalarinda 6nemlidir (Xin L ve ark., 2006). Akt aktivasyonu
oncelikle hiicre zarinda olusur ve sonug¢ olarak prostat kanseri hiicrelerinde kolesterol

diizeylerine duyarlidir (Adam RM ve ark., 2007).
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2.1.6.6. Onkojenik tirozin kinazlar

Onkojenik tirozin kinazlarin ekspresyonu, terapotik ilag olarak kullanilabilecegi igin
birgok kanserde kapsamli olarak ¢alisilmistir (Gschwind A ve ark., 2004). Prostat kanserinde,
ozellikle Her2/Neu veya SRC (sarkoma ile iliskili) tirozin kinazlar1 araciligiyla aberran tirozin
kinaz sinyalleri, agresif hastalik, metastaz ilerlemesi ve kastrasyon direnci ile iligkili olarak
bulunmusur. ilerlemis hastalig1 olan hastalarda énemli bir terapotik hedef olarak gdsterilmistir
(Fizazi K, 2007). Ozellikle, AR sinyalizasyonunun uyarilmasi, prostat kanseri hiicrelerinde
SRC' nin aktivasyonuna yol acar, bu da AR'nin fosforilasyonuna, kastrasyon direncine ve
hiicresel proliferasyona ve invaziviteye yol agabilecegi bildirilmistir (Kraus S ve ark., 2006).
Bununla birlikte, SRC ve diger onkogenik tirozin kinazlarin ¢ogu fonksiyonel analizi,
kiiltiirde veya ksenogreftlerde prostat kanseri hiicre hatlar1 ¢aligmalari ile sinirli kalmistir. In
vivo modellerin ve klinik Orneklerin bagmtili ¢aligmalarmin daha fazla analizini

gerekmektedir.
2.1.6.7. Gelisimsel sinyal yollar:

Prostat gelisiminin molekiiler analizleri sonucu meydana gelen degisikliklerin tespit
edilmesi prostat karsinogenezisi i¢in 6enmli bilgi saglayabilir. Ciinkii son ¢aligmalar, prostat
timorlerinin normal olarak embriyonik/neonatal organogenez sirasinda eksprese edilen
genlerin genis bir yelpazesini ifade ettigini gostermekte, bu da kanser progresyonunun gen
ekspresyonunun yeniden aktive ettigini gdstermektedir (Pritchard C ve ark., 2009). Ozellikle,
Whnt sinyali kastrasyon direncinin ortaya ¢ikmasinda rol oynayabilirken (Wang G ve ark.,
2008), baz1 genlerin asir1 ekspresyonundan Wnt sinyal iliskili proteinlerde degisiklik meydana
gelebilir (Yu X ve ark., 2009). Insan tiimérleri Wnt yolaginda énemli bir protein olan p-
katenin' in niikleer lokalizasyonunun, timor progresyonu ile ters orantili oldugunu ve Wnt
sinyallemesinin prostat kanserinde rol oynayacagini gotermektedir (Whitaker HC ve ark.
2008). Hedgehog yoluna gelince; Hedgehog sinyallemesinin aktivasyonunun prostat kanseri
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigina dair 6nemli kanitlar olmasina ragmen, bunun epitelyal
hiicrelerde bir otokrin mekanizmasindan mi1 yoksa alternatif olarak stromal bilesenleri iceren
parakrin sinyallemesi yoluyla gergeklesip gerceklesmedigi agik degildir (Shaw A ve ark.,
2009).
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2.1.6.8. Ezh2

EZH2 genleri, ilerlemis prostat kanserinde siklikla regiile edilen bir histon lisin
metiltransferazin1 kodlar. Bazi durumlarda gen amplifikasyonu ile (Saramaki OR ve ark.,
2006) ve agresif timorler ile iliskilendirilmistir (Bachmann IM ve ark., 2006). EZH2
ekspresyonu miR-101 ile negatif olarak diizenlenir ve miR-101 allellerinin bir veya her
ikisinin de somatik kaybi ile birlikte kanser progresyonu sirasinda miR-101 ekspresyonu
azalir (Zhao B ve ark., 2007). Prostat kanserinde diger EZH2 hedef genleri, Ras ve NF-xB
yollarinin aktivasyonu yoluyla prostat kanseri metastazini arttiran E-kaderin ve DAB2IP dahil

olmak {izere spesifik olarak metastaz ile iligkili oldugu bildirilmistir (Min J ve ark., 2010).
2.1.6.9. miRNA' lar

miRNA'lar normal biiylime ve gelisme siireglerinin yan sira kanserle iligkili patojenik
stiregleride diizenledikleri son yillarda yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir (Volinia S ve ark.,
2006). Insan prostat tiimorleri ve ksenogreftleri ile ilgili miRNA ekspresyon profilleme
caligmalari, miRNA' larin ekspresyonlarindaki degisikliklerin agresif ve kastrasyona direngli
prostat kanserlerinin ayirt edilebilecegini gostermistir (Sun T ve ark., 2009). Bu bulgular ile
uyumlu olarak, Dicer gibi miRNA sentezinin ve islenmesinin anahtar enzimatik bilesenleri
prostat timorl ilerlemesi sirasinda up regiile edilirken, Dicer'in kosullu silinmesi ile
olusturulan farelerin fonksiyonel analizleri, miRNA'larin prostat epitelyal proliferasyonunda
icin bir rolii oldugunu desteklemektedir (Zhang L ve ark., 2010). Dahasi, miR-106b-25
kiimelenmesi, PTEN ekspresyonunu negatif olarak diizenlerken, (Poliseno L ve ark., 2010a)
miR-101'in genomik kaybi, prostat kanseri ilerlemesinde EZH2'nin up regiilasyonuna yol
actigindan, miRNA'lar kritik hedef genlerin diizenlenmesinde spesifik rollere sahiptir

(Varambally S ve ark., 2008).

2.1.7. Translasyonal Uygulamalari

Son yillarda, prostat kanseri ile ilgili translasyonel arastirmalarin baslica alanlari, ilk
olarak prostat karsinogenezini etkileyen diyet, yasam tarzi, gevresel faktorleri anlamak ve
bunun baglangicini veya ilerlemesini geciktirmek i¢in stratejileri tanimlamaya odaklanmuistir.
Ikinci olarak hastaligin agresif formlarmni ve agresif olmayanlarmi ayirt eden biyobelirteglerin
tanimlanmast ve bu tiir biyobelirteclerin hastalarin siniflandirilmast i¢in kullanilmasini
amaglar. Ugiincii olarak kastrasyona direngli prostat kanserinin tedavisinde ve ayrica kemik

metastazlarinin nlenmesinde yeni terapétiklerin gelistirilmesini amaglamaktadir. Umit verici
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olabilecek yeni bir terapotik yaklasimin bir 6rnegi, ilerlemis prostat kanseri hastalari icin
terapdtik bir asinin FDA onay1 ile immiinoterapide kullanilmasidir (Morse MA ve Whelan M,
2010). Asagida, temel arastirma, son teknolojik gelismeler ve/veya in vivo analizler i¢in
saglam preklinik modellerin uygulanmasindan nasil yararlanabilece§ine odaklanarak, ceviri

arastirmasi i¢in ana yonleri kisaca vurgulanmaktadir.
2.1.7.1. Kanser 6nlenmesinde diyet ve yasam tarz faktorleri

Epidemiyolojik aragtirmalar, diyet/yasam tarzi faktorlerinin, klinik prostat kanserinin
ortaya ¢ikmasinda popiilasyon farkliliklarina O6nemli katkida bulundugu fikrini
desteklemektedir (Kolonel LN, 2001). Ozellikle, diyet ve yasam tarzi farkliliklari, Asya ve
Amerikan popiilasyonlar1 arasinda klinik prostat kanseri insidansinda onemli farkliliklar
gosterebilir ve bu da kanser saptama oranindaki yaklasik 10 yillik bir degisimi yansitir.
Ozellikle, Asyalilar Bati iilkelerine gog ettiginde, kanser oranindaki bu farklilik ortadan kalkar
(Dunn JE, 1975). Bununla birlikte, bu farkliliklar i¢in molekiiler ve mekanistik temeller tam
olarak agiklanmamustir.

Onemli veriler, diyet/yasam tarzi faktorlerinin kronik iltihap ve/veya oksidatif stresi
artirarak, nihayetinde DNA hasari, epigenetik modifikasyonlar ya da kanser baslangici ile
iligkili diger pertiibasyonlara yol agarak, prostat kanseri insidansini etkiledigi hipotezini
desteklemektedir (Nelson WG, 2007). Bu model, sonug¢ olarak, prostat kanserine karsi
korunmada antioksidanlarin ve antienflamatuvar ajanlarin roliinii vurgulamistir (DeWeese TL
ve ark., 2001). Bu modeli test eden bazi1 6nleme ¢alismalar1 basarili olmustur; bunlardan biri,
giiclii antioksidan likopen igeren biiylik miktarda domates tiiketiminin, prostat kanseri
insidansiin azalmasi ile sonuglandigini gostermektedir (Chen L ve ark., 2001). Bununla
birlikte, diger calismalar antioksidanlarla takviyenin prostat kanseri riskini azaltacagini
gostermistir (Kirsh VA ve ark., 2006). Selenyum ve E vitamini ile takviye ile yarar
saglamayan SELECT c¢aligmasinin sonucu biiyiik bir hayal kiriklig1 yaratt1 (Lippman SM ve
ark., 2009).

Ek caligsmalar, klinik oncesi fare modellerini aragtirmak i¢in epidemiyolojik bulgular
kullanarak antioksidanlarin, anti-enflamatuar ajanlarin ve/veya diger diyet faktdrlerinin
potansiyel etkinligini ele almistir. Ornegin, diyet kisitlamasmin anti-tiimérijenik oldugunu
gosteren kapsamli bir literatlir esasina dayanarak, genetik olarak yapilandirilmis farelerde
diyet kisitlamasi veya diisiik yagh diyetlerin analizi, bu diyet miidahaleleri i¢in molekiiler

hedef olarak PI3K-Akt sinyal yolunu ortaya ¢ikarmistir (Kalaany NY ve Sabatini DM, 2009).

17



Bir baska umut verici ajan ise, tiimoriine karsi korunmak icin yeterli epidemiyolojik kanit
tarafindan Onerilmis olan, fakat klinik ¢alismalarda degisken etkinlik gdsteren vitamin D'dir
(Deeb KK ve ark., 2007). Ozellikle, vitamin D uygulamasmim zamanlamasinin kritik
oldugunu gosteren, genetik olarak tasarlanmis farelerde yapilan analizler, yararh etkileri,
prostat epitelyal hiicrelerinde vitamin D reseptoriiniin ekspresyonunu tesvik ettigi i¢in, sadece
kanser progresyonunda erken ger¢eklesmektedir (Banach-Petrosky W ve ark., 2006). Bu
ornekler, epidemiyolojik analizlerin, kanser Onleme ic¢in diyet miidahalelerinin etkili bir
sekilde tasarlanmasi ve uygulanmasi i¢in preklinik modellerdeki mekanizmalarin sistematik

olarak degerlendirilmesiyle biitiinlestirilmesinin 6nemini vurgulamaktadir.
2.1.7.3. Onleme ve tedavi icin AR sinyalini manipiilasyonu

Prostat kanserinin gelismesi i¢in AR sinyalizasyonunun temel rolii, prostat kanserinin
onlenmesi i¢in So-rediiktaz inhibitorler yaygin olarak kullanilmaktadir (Higgins B ve
Thompson IM, 2004). Finasterid bir inhibitor olup prostat kanseri insidansinda %24'liik bir
azalma gostermistir. AR'nin kastrasyon direncindeki merkezi roliine bagl olarak, yeni AR
yolu inhibitorleri ileri prostat kanseri i¢in potansiyel olarak onemli terapétikler saglayabilir
(Knudsen KE ve Scher HI, 2009). Bu baglamda, agonist aktivitesinden tamamen yoksun ve
AR'yi bikalutamide gore daha fazla afinite ile baglayan ikinci nesil bir AR antagonisti olan
MDV3100, kastrasyon direncine yeni bakis agilari saglamistir ve fare modellerinde ve insan
evresi 1-2 deneyinde umut verici sonuglar vermistir (Scher HI ve ark., 2010). AR'nin N-
terminal transkripsiyon diizenleyici bolgesini hedef alan diger ajanlar, hiicre hatlar1 ve fare
modellerinde degerlendirilmektedir (Andersen RJ ve ark., 2010). Bir bagka umut verici AR
yolu antagonisti, androjen biyosentezinde iki asama i¢in gerekli olan bir enzim olan
CYP17nin aktivitesini inhibe eden ve baslangi¢ klinik ¢alismalarinda iimit verici sonuglar
veren Abirateron Asetattir (Chen Y ve ark., 2009).

2.1.7.4. 1leri hastahiklarin tedavisinde sinyal yollarinin hedeflenmesi

Zayif anlasilan nedenlerle, standart kemoterapi rejimlerinin terapdtik yararlari,
ilerlemis prostat kanseri olan hastalarda sinirli olmakla birlikte, ge¢tigimiz birkag yil iginde
iyilesmeler saglanmistir (Petrylak DP, 2007). Bu nedenle, giincel yaklasimlar, Akt/mTOR ve
MAPK sinyal yolaklar1 dahil olmak iizere, ilerlemis prostat kanserinde aktive edilen sinyal

yollarin1 hedeflemeyi amaglamistir.
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2.1.8. Perspektifler ve Sonuglar

Gegtigimiz 10 yil icinde gergeklesen muazzam ilerlemeyi dikkate alarak, oniimiizdeki
on yil iginde, prostat kanserinin Onlenmesi, teshisi ve tedavisi i¢in arastirmalarda etKili
stratejiler gelistirilecektir. Gelecekteki ¢alismalarin zorluklart arasinda, gevresel arastirmalar,
diyet ve yasam tarzi etkilerinin prostat kanserinin gelisimine nasil katkida bulundugu,
molekiiler faktorleri tanimlamaya yonelik arastirmalar ve klinik analizlere epidemiyolojik
caligmalar1 entegre etmek olacaktir. En Onemlisi, prostat kanserine sahip erkeklerin etkili
tanist ve tedavi yonetimi i¢in yiiksek riskli ve diisiikk riskli gruplarin simiflandirilmasi
olacaktir. Bu nedenle, biyobelirteg¢ kesfinin, muhtemelen hastalik ilerlemesi ile iliskili sinyal
yollarmin dogru bir sekilde aydinlatilmasini saglamak oOnemlidir. Prostat kanserinde
diizenleyici genlerin tanimlanmasina odaklanacak gelecekteki arastirmalar hiz kazabmaktadir.
Prostat kanseri metastazinin kemik tropizmi ve kastrasyona direngli prostat kanserinin altinda
yatan mekanizmalarin daha iyi anlagilmasini1 gerektiren prostat kanserinin 6liimciil formlarina
gecisi 6nlemek igin daha etkili stratejiler gelistirilmelidir. Bu nedenle, son on yilda prostat
kanserinin molekiiler genetigi konusundaki bilgimiz genislemis olsa da, genel prostat kanseri

sagkalim oranini arttirmak i¢in yapilmasi gereken ¢ok is vardir.

2.2. interferonlar

Interferonlar (IFN' ler), isgalci patojenlere kars1 konak savunmasinin ilk agamalarindan
birini temsil eden giiglii antiviral aktiviteleri olan glikoproteinlerdir. IFN' ler ilk olarak 1957
de giiclii antiviral aktivitelere sahip heterojen ¢oziinebilir bir glikoprotein smifi olarak
tanimlanmistir. Ekspresyonlarinin indiiksiyonu, viriislere veya bakteri enfeksiyonuna tepki
olarak ortaya ¢ikar. Bagisiklik yanitlarini modiile etme yetenekleri nedeniyle, kronik viriis
enfeksiyonlarini kontrol etmek igin dikkat g¢ekici tedavi segenekleri haline gelmistir. Bu
proteinler, hiicre yiizeyindeki reseptorlerinin yapisina bagh olarak Tip I, Tip Il ve Tip 111 IFN'
ler olmak iizere ii¢ gruba ayrilir. Diger ilaglarla kombinasyon halinde, Tip I IFN' ler, Hepatit
C (HCV) ve Hepatit B (HBV) enfeksiyonlarini baskilayan bir ‘bakim standardi’ olarak kabul
edilirken, Tip III IFN, faz III klinik ¢aligmalarda HCV enfeksiyonu i¢in tedavi edici sonuglari
bulunmustur. Bununla birlikte, etkili olsa da, IFN' leri bir tedavi olarak kullanmak, dikkat
gerektirir. IFN' ler, ¢ok ¢esitli hiicre tiplerini etkileyen giiclii sitokinlerdir. Sonug olarak
genellikle sistem rahatsizlig1 olan hastalarda hos olmayan semptomlar ile karsilasilir. Bu
nedenle, virlis enfeksiyonunu baskilamak, yasam kalitesini korumak ve tedavi hedeflerine

ulagmak i¢in IFN ile tedavi edilen hastalarin siirekli izlenmesi gereklidir.
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Bagisiklik yanitlarini modiile etme yetenekleri nedeniyle, cesitli kanserler ve
otoimmiin hastaliklar i¢in bir tedavi se¢enegi olarak diistiniilmiistiir. Rekombinant IFN' lerin
gelismesiyle, IFN' ler arzinin artik siirlt olmadigi i¢in daha da ¢ekici bir tedavi segenegi
haline gelmistir. Sadece antiviral ilaglar kullanarak kronik viriis enfeksiyonunu kontrol etmek
ilaca direngli suslarin olugsmasina neden olmaktadir. Bu nedenle spesifik viral proteinleri
hedefleyen immiin terapide yaygin olarak kullanilan IFN' ler gibi tedavi secenekleride ortaya
cikmaktadir. Son yillarda Tip I IFN'ler, HCV ve HBV enfeksiyonlari i¢in standart tedavinin
bir parcasi olmustur. INF tedavisinde viriis direngli alt popiilasyonlarinin ortaya ¢ikmadigi
gozlenmistir.

HCV, HBV ve HIV gibi baz1 viriisler, konak¢r immiin yanitlarindan kaginabilir ve
konak¢ida kronik bir enfeksiyona neden olabilir. Bu enfeksiyonlarda viral replikasyonu
azaltmak ve ortadan kaldirmak terapotik miidahale gerektirir. Genomik mutasyonun yiiksek
insidansina bagl olarak, viriisler, viral proteinleri hedef alan ilaglara kars1 diren¢ ve uyum
saglayabilmektedir. Bu nedenle, konak¢i antiviral immiin tepkisini geri kazandirabilen ve
giiclendirebilen bir tedavi, viriis enfeksiyonunu kontrol etmede ¢cok dnemli hale gelmektedir.
IFN proteinlerinin gii¢lii antiviral aktivitesi ve bagisiklik yanitin1 modiile etme yetenekleri,
IFN' leri antiviral tedavide kullanmak i¢in miikemmel adaylar haline getirmektedir. Bununla
birlikte, bagisiklik sistemi saglik ve hastalik arasindaki dengeyi korumak i¢in hassas ve ince
bir manipiilasyon gerektiren son derece karmasik bir makinedir. IFN' ler, hastaliklara yonelik
tedaviler olarak bunlar1 kullanan giiclii sitokinlerdir ve konake1 tepkisinin hiperaktivasyonu
ile bagisiklik homeostasisini dengeleyebilir. Ek olarak, genis bir hiicre tipi yelpazesi IFN' ler
tarafindan uyarilmaya yanit verdiginden, IFN kullaniminin sonuglar1 bagisiklik sisteminin
Otesine uzanir. Bu nedenle, IFN' lerin viriis replikasyonunu basarili bir sekilde baskilamak ve
yayilan bir enfeksiyonu igermesi i¢in klinik olarak kullanilmasi, konakg¢1 anti-viral cevabi
arttirmanin Otesine gegen potansiyel olarak zararli yan etkiler i¢in hastalarin siirekli olarak

izlenmesini gerektirecektir.

2.2.1.Tip | interferonlar: interferon Alfa/Beta (IFN-a/p)
2.2.1.1. TIP I interferonlar ve dahil olduklari sinyal ileti yolaklar

Tip I IFN' ler, IFN-y, IFN-As (Tip III IFNler), IL-10 ve birkag IL-10 homologlar1 (IL-
19, IL-20, IL-22, IL-24 ve IL-26) dahil olmak iizere, a-sarmal sitokinlerin sinif II ailesine

aittir. Tip | IFN' ler viral veya mikrobiyal enfeksiyonlara yanit olarak tiim memeli hiicreler

tarafindan iiretilebilir. insanlarda, Tip I IFN ailesi, 14 gen tarafindan kodlanan 12 IFN-o. alt
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tipinden, tek bir IFNB geni tarafindan kodlanan IFN-B, IFN-g, IFN-x ve IFN-o' dan
olusmaktadir (Theofilopoulos AN ve ark., 2005). Arastirmalarsa iyi tanimlanmis iki Tip I
IFN, IFN-a ve IFN-B {izerinde odaklanilmistir.

Tip I INF' lar Tip ITINF" lar Tip I INF' lar

Hiicre ici
antiviral yamit
Hiicre dis1
antiviral yamit

\\\\\\

//////

e e e e e ™

Sekil 7. interferon kanonik sinyal yollari.

Tip I, I ve II IFN'ler, hiicre membranindaki spesifik reseptorlerine baglanir ve JAK-STAT sinyal
yolunu tetikler. Tip I ve III, yanit veren genlerin promoter bolgesinde sirasiyla ISRE ve GAS'a baglanan ISGF3
ve GAF'yi olusturmak i¢in hem STATI1 hem de STAT2'yi fosforile edebilirken, Tip II IFN sadece STAT1'i
fosforile edebilir ve promoter bolgesinde GAS ile genlerin ekspresyonunu indiikleyebilir. ~ Sekli tiirkgelestir
kaynak ver

Tim Tip I IFN'ler ayni heterodimerik reseptdr IFNo/p reseptorine (IFNAR)
baglanarak sinyalleri iletir. IFNAR hemen hemen tiim hiicre tipleri tarafindan ifade edilir ve
strastyla tirozin kinaz 2 (TYK2) ve Janus kinaz 1 (JAK1) ile iligkili IFNAR1 ve IFNAR?2 alt
birimlerinden olusur. IFNAR' ye baglanma, IFNAR sitoplazmik bolgelerindeki tirozin
kalintilari1 fosforile eden TYK2 ve JAKI aktivasyonu ile sonuglanir. Boylece daha sonra
JAK tarafindan hedeflenen sinyal transdiiktorleri ve transkripsiyon aktivatorleri (STAT),
(cogu hiicre tipinde STATI1, STAT2 ve STAT3) icin kenetlenme bolgeleri olusturulur.
Fosforlanmig STAT' ler (pSTAT' ler), homodimerler veya heterodimerler olusturur ve
cekirdege translokasyon yapar. PSTAT1 homodimeri, interferon ile uyarilmig genlerin (ISG'
ler) promoter bolgesinde gama-aktive edilmis diziye (GAS, TTCNNNGAA) baglanir. Bu
hedef genlerin transkripsiyonunu baslatir, pSTAT3 tarafindan olusturulan homodimer,

giiclendirici dizi STAT3-baglama elemani igeren genlerin transkripsiyonunu aktive eder.
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Fosforile edilmis STATI1 ve STAT2, IRF9' un yapiya dahil edilmesine ile IFN ile uyarilan
gen faktor 3 (ISGF3) kompleksinin olusumuna yol agan bir heterodimer olusturur. Bu
kompleks daha sonra gekirdege aktarilir. IFN-uyarimli yanit elemanlart (ISRE' ler) IFN
duyarli genlerin (ISG' ler) promotér bolgesinde baglanir. Tip I antiviral aktiviteler i¢in dnemli
olan genlerin transkripsiyonunu baglatir (Sekil 7) (Gonzalez-Navajas JM ve ark., 2012;
Ivashkiv LB ve Donlin LT, 2014). STAT1, STAT2 ve STAT3' e ek olarak, Tip I IFN'nin
belirli hiicre tiplerinde STAT4, STATS5 ve STAT6'y1 da aktive ettigi gosterilmistir (van
Boxel-Dezaire AH ve ark., 2006). JAK aktivasyonu ayrica, Tip I IFN sinyal giicii ve
biiyiikliigiinii daha da giiclendiren PI3K, NF-kB ve MAPK yollar1 dahil olmak {izere bir¢ok

alternatif sinyal yolunu da indiikleyebilir.
2.2.1.2. Tip | interferonlarin antiviral islevleri

Tip I IFN, hiicreden hiicreye viral yayilimi sinirlamada viriis replikasyonunu
engelleyen bir dizi protein indiiklerler (Boasso A, 2013; Stetson DB ve Medzhitov R, 2006).
2'-5'-oligoadenilat sentetaz (OAS), viral RNA yikimina aracilik eden latent niikkleaz RNazL"1
aktive eden Tip | IFN ile indiiklenen bir enzimdir. Okaryotik baglatma faktérii 20, ailesinin bir
tiyesi olan aktifprotein kinaz RNA (PKR), viral RNA translasyonunu bloke eden guanidin
difosfatin geri doniistimiinii 6nler. Tip I IFN ile indiiklenen diger 6nemli antiviral proteinler,
viral niikleokapsid lokalizasyonunu kisitlayan miksoviriis direnci (Mx) GTPazlari, viral
partikiillerin serbest birakilmasi ile etkilesime giren interferon ile uyarilmis gen 15 (ISG15) ve
tripartit motifi (TRIM) proteininin yan1 sira viral DNA'nin hipermutasyonunu indiikleyen bir
protein olan APOBEC3'diir. Enfeksiyonu smirlamak ve lokalize etmek i¢in, Tip I IFN'ler,
ayn1 zamanda Fas ligandin1 (FasL), PDL-1 ve TRAIL' diizenleyerek viriisle enfekte olmus
hiicreleri yok etmek i¢in apoptoz mekanizmasini aktive edebilir. Tip | IFN enfekte hiicrelerde
antiviral mekanizmayi aktive etmenin yani sira, hem dogal hem de adaptif bagisikligi modiile
ederek viriis enfeksiyonunu da sinirlayabilir. Tip I IFN'ler, enfekte hiicreleri yok etmek ve
enfeksiyonu sinirlandirmak igin sitotoksisitelerini arttirmak i¢in NK hiicrelerini dogrudan
aktive eder. Bununla birlikte, patojenlerin neden oldugu hiicre i¢i enfeksiyonun tamamen
ortadan kaldirilmasi, adaptif immiin yanitin aktivasyonunu gerektirir ve Tip I IFN'lerin bu
aktivasyon siirecinde aktif bir rolii vardir. Tip I IFN'ler, Th4 veya Th2 hiicrelerine CD4" T
hiicresi farklilasmasini kolaylastiran dendritik hiicrelerin (DC'ler) olgunlagsmasini tesvik eder
(Boasso A, 2013; Stetson DB ve Medzhitov R, 2006). Calismalar, Tip I IFN' nin CD8" T

hiicrelerini uyarabildigini ve bu hiicrelerinin proliferasyon ile sonuglandigin1 gostermistir. Bu
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Tip I IFN’ lar NK ve CD8" hiicreleri araciligi ile IL-15 kemokinlerin ekspresyonunu arttirdigi
tespit edilmistir. Tip I IFN'lerin tiim bu hiicre i¢i ve dis1 etkileri ile hiicre i¢i patojenlere karsi
etkili bir yanit olusturmak i¢in konake¢1 bagisiklik sistemini hazirlar.

Genis antiviral aktivitesiyle, rekombinant IFN-a ilk kez 1986 yilinda HCV tedavisinde
kullanilmistir. Ancak, hizli emilim, kisa yar1 omiir ve bobrek tarafindan hizli bir sekilde
elimine edilmesinden dolayi, niikleosit analogu ribavirin eklenmesiyle bile sonug¢ istenenden
daha az olmustur. Siirekli ve stabil kan diizeylerinin daha yavas emilimine ve korunmasina
izin vermek i¢in, bir polietilen glikol (PEG) pargasi takilarak sentezlenen modifiye edilmis
IFN, 2001 yilinda klinik uygulamalarda kullanilmaya baslamigtir (Zeuzem S ve ark., 2003;
Aghemo ve ark., 2010).

Basarili olsa da, hemen hemen tiim hiicre tipleri IFNAR' 1 ifade ettiginden, IFN
tedavisi siklikla istenmeyen sistemik yan etkilerle birlikte goriiliir. Yorgunluk, bas agrisi, ates,
kas agrisi, titreme ve psikiyatrik semptomlar gibi etkiler yaygin IFN-a kaynakli yan etkilerdir.
Tedavi sirasinda gozlenen yaygin hematolojik anormalliklerden biri olan anemi temel olarak
ribavirinin, nétropeni ve trombositopeni ise IFN-a tedavisinin bir sonucudur (Sulkowski MS
ve ark., 2011). Semptomlarin siddetine bagli olarak doz azaltma veya tedavi kesilmesi
gerekebilir. Sistemik yan etkiler nedeniyle, albiimin-IFN-a, IFN-A ve konsensiis IFN-o dahil
olmak {iizere diger IFN' ler, PEG-IFN-a' nin yerini alacak potansiyel adaylar olarak
calistlmistir. (Zhao HL ve ark., 2008). Albumin bagli IFN-a' nin, IFN-a ile ilgili yan etkilerin
goriilme sikhigint sinirlandirabilecek 2 haftalik ve hatta 4 haftalik bir doz uygulamasina izin
verir. Bir faz I/1I ¢aligmasi umut verici sonuglar vermesine ragmen, bir faz III ¢alismasinin
sonuclari, sadece ortak IFN-a ile iligkili yan etkilerin degil, ayn1 zamanda PEG-IFN-o2a
tedavi gruplarina kiyasla pulmoner komplikasyonlarin artmasi nedeniyle albiimin IFN-a'nin
giivenligine iliskin endiseleri ortaya ¢ikarmistir. Sonug olarak, FDA onay1 basvurusu uygun
goriilmemistir (Balan V ve ark., 2006; Zeuzem S ve ark., 2010).

HCV tedavisi i¢in kullanilmasina ek olarak, PEG-IFN-a2a ayrica kronik HBV
enfeksiyonunun tedavisinde de kullanilmistir. Etkili bir as1 ile, HBV ile enfekte olan yaklasik
350-400 milyon hasta vardir. Sitopatik olmayan HBV, immiin yanitlar1 tetikleyebilir ve
nihayetinde siroz ve HCC' ye neden olan siirekli karaciger inflamasyonu ile sonuglanir
(Lavanchy D, 2004).

IFN-B, multipl sklerozda da tedavi amaciyla kullanilsa da, IFN B' nin IFN-o' ya benzer
antiviral aktiviteye sahip oldugu gosterildiginden, antiviral tedavide de kullanilmigstir. IFN-
B'nin alternatif bir tedavi secenegi olarak veya HCV enfeksiyonu igin standart bakim ile

kombinasyon halinde etkinligi Japonya, Kore ve Cin dahil olmak {izere Asya'da kapsamli bir
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sekilde arastirilmistir (Ahn SH ve ark., 2009; Inoue K ve ark., 2009; Ishikawa T ve ark.,
2012). ilaveten, IFN-B ile tedavi, IFN-a'ya kiyasla diisiik bir yan etki goriilmiistiir. Bununla
birlikte, IFN-B tedavisi i¢in sadece bir rekombinant IFN-B formu oldugundan oldukg¢a zordur.
Bu IFN-B bi¢imi daha kisa bir yar1 6mre sahiptir ve arzu edilen bir sonuca ulagsmak i¢in giinde

bir veya iki kez uygulama yapilmasini gerektirir.

2.2.2. Tip II interferon: interferon Gama (IFN-y)

2.2.2.1. IFN-y ve dahil oldugu sinyal ileti yolaklari

IFN-y molekiilii, iki katli simetriye sahip iki antiparalel katlanmis interlokasyon
polipeptidden olusur. Dimer olusumu ve katlanmasi biyolojik islevi i¢in Onemlidir ve
omurgalilar arasinda korunmus oldugu gosterilmistir (Savan R ve ark., 2009). Hemen hemen
tim hiicrelerde IFN-y reseptorleri bulunur. IFN-y kaynagi, insan dogal oldiriici (NK)
hiicreleri ve T hiicreleri olarak bilinir. IFN-y" nin biyolojik etkisi, hiicreler arasinda
ekspresyon seviyesi siirekli olarak yiiksek olan iki ligand baglayic1 IFN-yR1 ve IFN-yR2
zincirleri ile kontrol edilir. IFN-y ilk olarak IFN-yR1' e baglanir ve IFN-y:IFN-yR1
kompleksinin olusumu IFN-yR2 ile iligkisini kolaylastirir. Buna bagli sinyal yolaklari
harekete geger (Schroder K ve ark., 2004). Bu ligand reseptér kompleksinin olusumu,
birbirlerini transaktive etmek i¢in, N-terminal alanlarindan IFN-yRI ve IFN-yR2' ye JAK1 ve
JAK2’ nin baglanmasina neden olur. Aktive edilmis JAK' lar daha sonra, her bir IFN-yR1
zinciri tizerindeki tirozin kalintisini fosforillerken, bu fosforilasyon STATI1 igin baglanma
alanin1 olusturur. pSTAT1' ler, niikleusa translokasyon yapan ve hedef genlerin
transkripsiyonunu baslatan bir homodimer olusturur (Sekil 7) (Saha B ve ark., 2008).
JAK/STAT yolu, IFN-y stimiilasyonu tarafindan baglatilan birincil sinyal yoludur. IFN-y Tip I
IFN' lere benzer sekilde, IFN-y tedavisinden sonra aktive oldugu gosterildiginden, MAP
kinaz, PI3K ve NF-kB sinyal yolagi gibi STAT1-bagimsiz yollarini da aktive edebilir (Gough
DJ ve ark.,, 2008). Ek olarak, IFN-y'nin ayrica kanonik olmayan bir sinyal yolunu da
indiikledigi gosterilmistir. Bu yolda IFN-y, reseptdr alt birimi IFNGR1 ve pSTATI ile
birlikte, cekirdege translokasyon yapar ve IFN indiiklenebilir genlerin promoter bolgesindeki

GAS elementlerine baglanarak gen ekspresyonunu indiikler (Johnson HM ve ark., 2013).
2.2.2.2. IFN-y antiviral etkileri

Virlis enfeksiyonu sirasinda, IFN-y birka¢ antiviral proteinin ekspresyonunu

indiikleyerek hiicresel antiviral mekanizmayi tetikleyebilir. PKR, OAS ve Mx GTPaz' a ek
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olarak, IFN-y, ayrica viral proteinlerin yanlis translasyonununa yol acgarak viriis
replikasyonunu inhibe eden dsRNA' ya 6zgii adenosin deaminaz (ADAR) ekspresyonunu da
arttirabilir. Tip | IFN' lere benzer sekilde, IFN-y, viriisle enfekte olmus hiicreleri ortadan
kaldirmak i¢in FasL' yi diizenleyerek apoptosisi indiikleyebilir. Ayrica, IFN-y hiicrelerin
antiviral durumunu daha da arttiran Tip I IFN ekspresyonunu arttirir. Antiviral proteinlerin
indiiksiyonuna ek olarak, IFN-y ayrica hem dogustan gelen hem de adaptif immiin yanitlar
modiile ederek antiviral etki gosterir. ilk olarak, IFN-y, enfeksiyon bdlgelerine makrofajlari,
notrofilleri ve T hiicrelerini almak icin endotel hiicreleri, epitel hiicreleri ve fibroblastlar
tarafindan proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin ekspresyonunu indiikleyebilir (Roff
SR ve ark., 2014). IFN-y, konakg¢1 antiviral immiiniteyi tam olarak aktive etmek i¢in antiviral
sinyalleri dogustan adaptif immiin yanitina iletmede kritik bir rol oynar. IFN-y sinyalini
aldiktan sonra APC' ler, CD4" T hiicresi aktivasyonunu ve viral enfeksiyona kars1 adaptif
immiin yanitin baglamasini kolaylastiran MHC simif II ve uyarict molekiillerin ekspresyonunu
arttirtr. IFN-y ayrica, APC' ler tarafindan IL-12 ekspresyonunu indiikler. IL-12, dogal
immiinitenin bir antiviral hiicresel bileseni olan NK hiicrelerini aktive etmekle kalmaz, ayni
zamanda CD4" Thl T hiicresi gelisimine de yol agar. Bu da viral enfeksiyonun kontrol

edilmesinde ¢ok onemlidir.

2.2.3. Tip III interferon: interferon Lambda (IFN-2)

2.2.3.1. IFN-A ve dahil oldugu sinyal ileti yolaklar:

IFN-A1, IFN-A2 ve IFN-A3 (veya sirastyla 1L-29, IL-28A ve IL-28B) dahil olmak
lizere Insan Tip III IFN' ler (IFN-A’ lar), 2003 yilinda iki bagimsiz grup tarafindan
tanimlanmigstir. IFN-A reseptoriinii eksprese eden cesitli hedef hiicrelerde antiviral aktiviteye
neden olabilir (Gad HH ve ark., 2009). Boylece, fonksiyonel olarak yeni bir IFN tipi olarak
siiflandirilmistir. IFN-A proteinleri, sadece IFN-A tarafindan kullanilan IL-10R2 zinciri (ayn1
zamanda IL-10, IL-22 ve IL-26 i¢in reseptor komplekslerinin dnemli bir kismi) ve IFN-AR1
zincirinden (IL-28RA olarak bilinen) olusan bir reseptér kompleksine baglanarak etkisini
gosterir. IFN-A, viriis ile enfekte olabilen hemen hemen tiim hiicre tipleri tarafindan ifade
edilebilmesine ragmen; IFN-AR1 alt-birimi, esas olarak epitelyal kokenli hiicreler olmak iizere
sinirlt hiicre tipleri tarafindan olusturulmaktadir. IFN-AR1' in ayrica B hiicreleri, T hiicreleri,
DC' ler ve makrofajlar gibi bazi kan bagisiklik hiicrelerinde de eksprese edildigi
gosterilmistir. Ayrica bu hiicreler IFN-A ile uyarildiginda daha zayif bir sinyalleme etkisi ile
sonuglanan kisa bir IFN-A reseptoril splice varyantint (SIFN-1R1/sIL-28R1) da ifade ettigi
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belirlenmistir (Witte K ve ark., 2009). Aksine, fibroblastlar, endotelyal hiicreler ve gogu
16kositler, IFN-AR1 zincirinin tamamini eksprese etmedigi bu nedenle, IFN-A stimiilasyonuna
cevap olusturmadiklart bildirilmistir. IFN-A ilk asamada IFN-AR1 zincirine baglanir. Bu
durum IL-10R2' nin komplekse katilmasini kolaylastiran bir konformasyon degisikligine yol
acar. IFN-A ve IFN-A reseptor kompleksinin olusumu JAK aktivasyonuna yol agar. Bunu IFN-
AR1 zincirinin hiicre i¢i tirozinlerinin fosforilasyonu izler. Daha sonra STAT1 ve STAT2
aktivasyonu ile meydana getirir (Sekil 7). IFN-A ya da IFN-a reseptor komplekslerinden ayni
JAK-STAT sinyal transdiiksiyon kaskadinin aktivasyonu ile sonuglanir (Dumoutier L ve ark.,
2004).

2.2.3.2. IFN-A antiviral etkileri

Tip | IFN' ye benzer sekilde IFN-A da hedef hiicrelerde antiviral aktiviteyi indiikleme
potansiyeline sahiptir. IFN-A' nin, farkli fare hepatosit hiicre dizilerinde HBV replikasyonunu
inhibe edebildigi bildirilmistir (Doyle SE ve ark., 2006; Robek MD ve ark., 2005). Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar IFN-A' nin makrofajlarda ve birincil T hiicrelerinde HIV-1
replikasyonunu inhibe ettigi de gosterilmistir (Liu MQ ve ark., 2012; Tian RR ve ark., 2012).
Lokal olarak verilen rekombinant IFN-A' nin vajina ve akcigerlerde HHV-1, HHV-2 ve 1AV
replikasyonunu inhibe ettigi in vivo olarak ortaya konmustur. Tip | ve Tip Il IFN' lere benzer
sekilde IFN-A da antiviral karakteristik proteinleri, OAS ve Mx proteininin ekspresyonunu da
indiikleyebilir (Sommereyns C ve ark., 2008; Brand S ve ark., 2005). IFN-A viriis gogalmasini
engellemeye ek olarak hiicre yiizeyindeki MHC sinif I proteinlerinin ekspresyon seviyelerini
arttirarak uzamis viriis enfeksiyonunu smirlayabilir. Bu da viriisle enfekte hiicrelerin dogustan
gelen bagisiklik sistemi tarafindan taninmasini, Yok edilmesini ve apoptozunu indiikler

(Kotenko SV ve ark., 2003).

2.2.4. Diger Hastaliklarda Terapétik Ajanlar Olarak IFN'ler

Antiviral tedaviye ek olarak, IFN' ler ayrica kanser ve otoimmiin hastaliklarda da
terapotik maddeler olarak kullanmilmistir. IFN-a  Antiproliferatif, antianjiyogenetik ve
immiinomodiilator etkileri nedeniyle bir adjuvan olarak bazi kanserlerin tedavisine dahil
edilmistir. Melanomda, yiiksek doz IFN-02b uygulanmasinda (HDI, hem rekombinant hem de
pegile edilmis formlar) ¢oklu meta-analizler HDI'nin yiiksek riskli melanomada sagkalimi
onemli Olglide artirdigini gosterilmistir (Ismail A ve Yusuf N, 2014). IFN-a ayrica renal
hiicreli karsinom igin tedavinin bir parcasi olarak c¢oklu klinik ¢alismalarda da

degerlendirilmistir (Bracarda S ve ark., 2013; Maroto JP ve ark., 2013; Melichar B ve ark.,
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2013; Rini Bl ve ark.,, 2014). Sonu¢ olarak hastalar, gesitli kemoterapotik ilaglarla
kombinasyon halinde diisik doz IFN-a ile tedavi edildiginde daha uzun progresyonsuz
sagkalim gosterdikleri ortaya konmustur. IFN-a Tirozin kinaz inhibitori olan Imatinib’ in
kesfinden once, kronik miyeloid 16seminin (CML) tedavi kullanilmaktaydi. Imatinib hala
CML i¢in 6n tedavi amaciyla kullanilirken Imatinib’ nin etkinligini arttirmak i¢cin PEG-IFN-
a2a veya PEG-IFN-a2b ile kombine etkileri incelenmistir. Bu calismalarin sonuglari, PEG-
IFN ilavesinin, tedavi edilen hastalarda 16semi hiicrelerinin sayisini1 énemli 6l¢iide azalttigin
gostermistir (Johnson-Ansah H ve ark., 2013; Simonsson B ve ark., 2011; Talpaz M ve ark.,
2013). IFN-B ABD'de multipl skleroz (MS) tedavisi igin ilk olarak 1993 yilinda
onaylanmistir. Gliniimiizde birka¢ FDA onayli IFN-B tirlinii bulunmaktadir. Genellikle tedavi
edilen hastalarda grip benzeri semptomlar gézlenirken, MS i¢in IFN-f ile tedavi, giivenli ve
etkili bir tedavi yontemi olarak kabul edilmektedir. IFN-B' nin MS' in ilerlemesini nasil
engellediginin tam mekanizmas:t bilinmemekle birlikte, anti-enflamatuar etkileri ve
diizenleyici T hiicrelerinin olusumunu indiikleme yetenekleri, 16kositlerin kan beyin bariyerini
gecmesini 6nlemeleri ve otoreaktif T hiicrelerinde apoptosisi tesvik etmeleri gibi 6zellikleri
nedeni ile INF-B MS tedavisinde dikkate deger bir uygulamadir (Kay M ve ark., 2013;
Rommer PS ve Stuve O, 2013). Tip | IFN' lerle karsilastirildiginda, IFN-y klinikte genis
olarak kullanilmaz. Bununla birlikte IFN-y' nin, idiyopatik atopik dermatitin kan eozinofil
sayisini azaltarak IgE ve T hiicre proliferasyonunu inhibe etki gosterdigi bildirilmistir (Misery
L, 2011). IFN-y’ nin ayrica, fagositik hiicrelerde siiperoksit olusumundan sorumlu enzim
kompleksinde bir defekti olan kronik graniillomatdz hastalarinda da etkileri incelenmistir.
Bununla birlikte, bu hastalarda IFN-y kullanimi, altta yatan genetik hastalik i¢in bir tedavi
olarak degil, enfeksiyonlarin yeniden ortaya ¢ikmasii Onleyerek prognoza olumlu katki

sagladig iddia edilmistir (Marciano BE ve ark., 2004).

2.3. interferon Diizenleyici Faktorler

Sagkalim, hem tiimor baskilamada hem de patojenlere karsi immiinojenik yanitlari
iceren molekiiler savunma mekanizmalarina baglidir. Bu mekanizmalarin bozulmas: kansere
ve enfeksiyona yol acarken, hiperaktivite ise otoimmiin hastaliga neden olabilir. interferon
(IFN) diizenleyici faktorler (IRFler), bu tiir savunma mekanizmalarinda yer alan ve dogustan
gelen immiin yanitlara ve bazi fizyolojik islevlere dogrudan karisan anahtar transkripsiyon
faktorleridir (Honda K ve Taniguchi T, 2006; Paun A ve Pitha PM, 2007; Tamura T ve ark.,
2008).
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Interferon Diizenleyici Faktor (IRF) ailesinin transkripsiyon faktorleri, memelilerde
dokuz tiyeden olusur: IRF1, IRF2, IRF3, IRF4 (PIP, LSIRF veya ICSAT olarak da bilinir),
IRFS5, IRF6, IRF7, IRF8 (ayrica ICSBP olarak da bilinir) ve IRF9 (ISGF3y olarak da bilinir)
(Tamura T ve ark., 2008). IRF' ler ilk olarak Tip I IFN ve IFN' nin expresyonunu diizenledigi
genlerin transkripsiyon diizenleyicileri olarak karakterize edilmistir. IFN sisteminin ve
Ozellikle makrofajlarin Otesinde konak savunmasimin diizenlenmesi ve gelistirilmesinde
onemli bir rol oynadiklar1 agik¢a gosterilmistir. IRF1, IRF2 makrofajlara ek olarak, NK
hiicrelerinde 6nemli rol oynamaktadir, IRF6 keratinositlerde eksprese edilir, IRF3/IRF7 tip |
IFN tdretimi pDC' ler ve fibroblastlar tarafindan diizenlenir. IRF1, IRF2, IRF4 T-hiicrelerinde
aktiftir ve IRF4, IRF5, IRF8' in B hiicrelerinde rolleri vardir. Immiin regiilasyonun rollerine
ek olarak IRF' ler hiicre dongiisii, apoptoz ve tiimor baskilanmasinin diizenlenmesinde de rol

oynarlar (Honda K. ve ark., 2006 ).

Regulatery Damain
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Sekil 8. Interferon Diizenleyici Faktor (IRF) Transkripsiyon Faktorleri Ailesi

Biitiin IRF'ler, N-terminalinde, 5 triptofan kalintisindan olusan bir DNA baglanma domeninden (DBD -
Turuncu) olugur.C-terminali diizenleyici etki alan1 genellikle Tip 1'in (IAD1 - Pembe) veya Tip 2'nin (IAD2 -
Mor) bir IRF Baglanma Alanimi (IAD) igerir. Baz1 IRF' ler, baskilama alanlarim (Yesil) ve niikleer lokalizasyon
sinyallerini (Koyu mavi) igerir.IRF1, IRF3, IRF5 ve IRF7'nin aktivitesi fosforilasyon olaylarina baglidir (Sar1).
Sekil Lohoff M. ve Mak TW 2005'den alinmustir.

IRF’ ler yapisal olarak, N-terminallerinde, korunmus bes triptofan tekrarindan olusan
(Sekil 8) 120 amino asitlik bir DNA baglanma alan1 (DBD) igerir ve Myb onkoprotein ailesi
ile yapisal benzerlige sahiptirler (Veals SA ve ark., 1992). IRF DBD, bir heliks doniislii heliks

motifi olusturur. IRF1' in DNA ile kompleks halinde kristal yapisinin analiz sonucu, 5-
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GAAA-3 'iin etki alan1 olmak iizere ¢ekirdek baglanma motifi olarak tanmimlanan Interferon-
Uyarilmig Tepki Elementi (ISRE, A/GNGAAANNGAAACT) adindaki bir DNA dizisini
tanidig1 belirtilmistir (Escalante CR ve ark., 1998). Insan Herpes Viriis 8 (HHVS8) ve Kaposi
Sarcoma Herpes Viriisiiniin (KHSV) (Moore PS ve ark., 1996; Russo JJ ve ark., 1996)
genomlarinda tanimlananlar gibi IRF' lerin (VIRF' ler) viral olarak kodlanan formlari, DBD'
deki triptofan kalintilarinin birkagindan yoksundur ve DNA' ya baglanamaz (Ning S ve ark.,
2011). Viriislerin Ozellikle yayilma amaciyla IRF aktivitesinin tistesinden gelmek ig¢in
stratejiler gelistirmesi gerektiginden antiviral yanitlarda IRF'lerin 6nemini anlasilmaktadir.

IRF'lerin ¢ogu (IRF1, IRF2 ve IRF6 harig), C terminalde aktivasyon ig¢in énemli olan
IRF ailesi fiyeleri arasinda homo- ve hetero-dimer formasyonu ve Smad ailesinin
transkripsiyon faktorlerinin Mad-Homoloji 2 (MH2) alanina yapisal olarak benzeyen bir IRF
baglanma bolgesine sahiptir (IAD) (Qin BY ve ark., 2005; Takahasi K ve ark., 2003). IRF1 ve
IRF2, IAD2 olarak bilinen IAD bdlgesinin bir varyasyonuna sahiptir (Sekil 8) ve PU.1" in
PEST alanina benzerlik gosterir. IAD ayni zamanda, IRF komplekslerinin baglanabildigi
cekirdek IRF-baglanma motifine bitisik niikleotit sekanslarini daha fazla tanimlayabilen PU.1
ve STAT proteinleri gibi, iliskisiz proteinler ile protein-protein etkilesimleri i¢in de énemli bir
arayiizdiir.

IRF transkripsiyonel etkisi farklilik gosterir. Genellikle ko-faktorler ile olusturulan
protein komplekslerine bagli olarak aktivasyon ve/veya baski ile sonuglanmak iizere IRF' nin
fonksiyonunun, bir¢ok unsur tarafindan belirlendigi sdylenebilir. IRF’ ler hiicre-tipi ve evre-
spesifik ekspresyon i¢in, hedef genlerin transkripsiyonunu aktive etme ya da baskilama
yetenegine sahiptir. Ayrica translasyon sonrast modifikasyonlarda rol almis diger IRF" ler ve

transkripsiyonel aktivatorler/baskilayicilarla etkilesime girme potansiyeline sahiplerdir.

2.4.1. Interferon Regiilator Faktor 5 (IRF5)

IRF5, tip | IFN genleri (Schoenemeyer A ve ark., 2005; Yasuda K ve ark., 2007)
inflamatuar sitokinler (Takaoka A, ve ark., 2005) ve tiimor baskilayicilar (Hu G. ve ark.,
2005; Yanai H. Ve ark., 2007) olmak iizere gesitli genlerin aktivitelerini diizeleyen dikkat
cekici bir IRF aile iyesidir. IRF5' in ekspresyonu oOncelikle B hiicreleri ve dendritik
hiicrelerde saptanmistir. IRF5 ekspresyonu tip | IFN, viral ekspresyon ve tiimor baskilayici
p53 ile uyarilmistir (Barnes BJ ve ark., 2001; Barnes BJ ve ark., 2002; Mancl ME ve ark.,
2005; Mori T ve ark., 2002). Tip I IFN yanitlar1 konaker i¢in faydali olsa da, IRF5 tarafindan
uyarilan inflamatuar sitokinler viral patojenez ile iliskili morbidite ve mortaliteye 6nemli bir

katkida bulunabilecegi bildirilmistir. IRF5 mutantlar sistemik lupus eritematoz (Graham RR
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ve ark., 2006; Sigurdsson S ve ark., 2006), Sjogren sendromu (Miceli-Richard C ve ark.,
2007), multipl skleroz (Kristjansdottir G ve ark., 2008) ve inflamatuar bagirsak hastalig
(Dideberg V ve ark., 2007) dahil otoimmiin hastaliklarin patogenezi ile iliskilidir. Bu nedenle,
IRF5 aktivitesinin molekiiler seviyede nasil kontrol edildigini anlamak, klinik agidan
onemlidir. Cilinkii aktiviteyi arttiran terapotik ajanlar viriis enfeksiyonu veya timor
biiyiimesine kars1 savunmada kullanilabilirken, aktiviteyi azaltan maddeler zararli inflamatuar

yanitlar1 en aza indirmek i¢in kullanilabilir (Hu G ve Barnes BJ. 2006).

Sekil 9. Interferon Regiilator Faktor 5 (IRFS) Transaktivasyon Bolgesinin Kristal Yapisi.

https://cansar.icr.ac.uk/cansar/molecular-targets/Q13568/# (27.11.2008)
IRF5 dahil olmak tizere IRF proteinleri, , bir N-terminal DNA baglama domaini

(DBD) ve aktivasyondan biiyiik 6lglide sorumlu bir C-terminal domain olamak tizere iki ana
domain igerir. Iyi korunmus DBD (~120 amino asit icerir), IFN-B ‘enhancer’ bolgesinde
pozitif IFL diizenleyici DNA dizilerini ve IFN kaynakli genlerdeki IFN uyarimli yanit
elemanlarin1 (ISRE) tanir. Cesitli IRF DBD' lerin DNA ile etkilesimlerinin detaylar1 ve
bunlarin IFN-B geninin transkripsiyonel aktivasyonundaki diger faktorlere dahil olmalari,
(Escalante CR ve ark., 1998; Panne D ve ark., 2004; Escalante CR ve ark., 2007; Panne D ve
ark., 2007) kristalografik analizlerle agiklanmigtir. C terminali kisimlar1 IRF' lerin
transkripsiyon aktivitesini diizenler. IRF3 ile IRF9, IRF' ler arasindaki homo ve heteromerik
etkilesimlerin yani sira transkripsiyonel ko-modiilatorlerle etkilesimden sorumlu bir C-
terminal IRF iligki domainine (IAD) sahiptir. IRF3, IRF4, IRF5 ve IRF7 IAD' nin
transaktivasyon fonksiyonlarinin, IAD’ e komsu olan oto-inhibitér yapilar tarafindan
bastirildig1 gosterilmistir (Barnes BJ ve ark., 2002; Lin R ve ark., 1999; Lin R ve ark., 2000).
Bu ailenin en ¢ok caligilan tiyesi IRF3' tiir. IRF3, tiim hiicre tiplerinde aktive olana

kadar inhibe edilmis formda sitosol iginde yapisal olarak eksprese edilir. IRF3 viral
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enfeksiyondan sonra, iki serin/treonin kinaz, TBK1 ve IKKi25 tarafindan fosforile edilir
(Sharma S ve ark., 2003). Fosforilasyon, IRF3' i homo- veya hetero- dimerizasyonunu
indiikler ve c¢ekirdege translokasyon yapar. Cekirdekte dimer halinde CREB baglayici protein
(CBP) veya yakindan iliskili p300 ile bir araya gelerek, IFN-B geninin promoter bolgesine
baglanmasina ve aktivasyonuna yol agar (Sato M ve ark., 1998; Lin R ve ark., 1998; Weaver
BK ve ark., 1998). IRF3' iin transaktivasyon domeninin kristal yapilar1 (Takahasi K ve ark.,
2003; Qin BY ve ark., 2003), anahtar fosforilasyon bolgelerini i¢ceren C-termial yakinindaki
bir oto-inhibitor bolgenin konformasyonunu ortaya ¢ikar (Qin BY ve ark., 2005). Dolayisiyla,
bu yapilar, fosforilasyonun bir C-terminalinde kontrol edici oto-inhibitér bolgenin agilmasini
tetikler. Bu tiir yapisal diizenlemelerin dimerizasyona nasil baglandigini veya dimerizasyonun
CBP/p300'iin baglanmasini neden destekledigi heniiz agiklanamamustir.

IRF5 fosforilasyonunun, CBP/p300' e dimerizasyonu ve baglanmayi nasil aktive
ettigini anlamak i¢in, insan IRF5' inin kristal yapisini, dimer olusumunu arttiran bir
mutasyonla farkli yapisal proteinler belirlenmistir. Fosforilasyon bolgeleri dahil C-terminali
oto-inhibitér bolgesi, homodimerizasyona aracilik ettigi belirlenmis ve konformasyonel
degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. IRF5 i¢in CBP/p300 baglanma yiizeyi dimer i¢inde
maskelenir ve fosforilasyon ile CBP/p300 baglanmasi arasinda yapisal bir agiklik saglandigi

tespit edilmis.
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Sekil 10. IRF5 homo veya heterodimer yapisi ve CBP proteini ile etkilesimi.

Interferon baglanma alan1 (IAD) bir hilal olarak gosterilmistir. DNA Baglama Alam (DBD) IAD' nin arkasinda
bir oval olarak gosterilen IRF aile {iyelerinin aktivasyonu i¢in sematik diyagram. Fosforlanmamis IRF proteinleri
genellikle, CBP/p300 baglanma bolgesi maskelenerek, bir oto-inhibe edilmis durumda sitoplazmada kalir.
Fosforilasyon, bir dimer olusturmak ve CBP baglanma sahasinin maskesini ¢ikarmak igin, bir baska IRF ile
birlegsmesini tetikleyen C-terminal bdlgesinin bir agilimint indiikler. Fosforlanmig IRF dimerleri, diger
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promotorlerin yani sira IFN-y giiglendirici bolgesine baglanan kompleksler olusturmak i¢in CBP/p300 ve diger
transkripsiyon faktorleri ile etkilestikleri ¢ekirdege translokasyona tabi tutulur. DBD'ler DNA'ya
baglandiklarinda, IAD'in iki katli simetrisinin DBD'lere uzanmamasin1 gerektiren iki kattan ziyade, bir
tandemde DNA'ya baglanir.

Sonug olarak interferon diizenleyici faktorler (IRF' ler) dogal immiin yanitta ve diger
fizyolojik siireclerde gereklidir. Sitoplazmada bu proteinlerin aktivasyonu, C-terminali oto-
inhibitdr bolgesinde serin ve treonin kalintilarinin fosforilasyonu ile tetiklenir. Bu olusum
dimerizasyonu uyarir, g¢ekirdege tasinmasini, koaktivator CBP/p300 ile birlesmeyi ve
transkripsiyonun baslamasini uyarir. Psddofosforile insan IRF5'in transaktivasyon domeninin
kristal yapisi, intersubunit etkilesimlerinin biiylik bir kisminin oldukg¢a genisletilmis bir C-
terminal bdlgesi icerdigi bir dimeri carpici bicimde ortaya koymaktadir. lgili bolgenin daha
once CBP/p300'in fosforlanmamis IRF3' e baglanmasini engelledigi gosterilmistir. Anahtar
arayliz kalintilarinin mutasyonu gozlenen dimeri, IRF5 ve IRF3' iin fizyolojik olarak aktive
edilmis hali olarak destekler. Bu nedenle fosforilasyonun, C-terminal segmentini bir oto-
inhibitérden dimerizasyon roliine ¢eviren konformasyonel yeniden diizenlemeleri tetikleyerek

IRF5 ve diger aile iiyelerini aktive etmesi muhtemeldir.

2.4. Kok Hiicre
2.4.1. Kok Hiicre Tanimm

Basitce diistiniildiigiinde kok hiicre yagsamin kaynagi olarak tanimlanabilir. Patolojinin
onciilerinden olan Dr. Rudolph Virchow’un belirttigi gibi ‘Her hiicre bir hiicreden meydana
gelir’. Bu dongiiniin en basinda da dollenmis ovum (zigot) bulunmaktar. Zigot, canlilardaki
farklhilasma kapasitesi en fazla olan (totipotent) olan hiicre tipidir. Kisa siire iginde once
embriyo ve daha sonra da tiim doku ve organlarin olusmasina onciiliik etmektedir (Tiirkiye
Bilimler Akademisi, 2009).

Zigot, uterusa tam bir gebelik iiriinii verebilirken totipotent halde yani tiim hiicre
tiplerine farkhilasma kapasitesindedir. Daha ileri asamada bulunan hiicrelerin farklilasma
potansiyelleri azalmaktadir. Morula hiicreleri bir embriyonun her bdliimiinii teskil edebilirler.
Bu nedenle totipotent olarak kabul edilirler. Ardindan gelen blastokist hiicreleri, fetusu
olusturan yaklasik 200 ¢esit farkli hiicre tipine farklilasabilme kapasitesine sahiptir ve
pluripotent olarak isimlendirilirler. implantasyon sonrasi endoderm, ektoderm ve mezoderme
farklilagsan hiicreler multipotent karakterdedirler. Multipotent hiicreler hangi tabakada iseler
ancak o tabakalara ait hiicre tiplerine farklilagabilirler ve gametlerin tek tip hiicreye
farklilagabilen yani unipotent hiiceleri olusturabilirler. Tablo-1 Kok hiicrelerin tipi,

farklilasma kapasiteleri ve yonlerini gostermektedir.
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Tablo 1. Kok hiicre tipleri, farklanma etkinkikleri ve farklanma yonleri.

Isim Hiicre Tipi (Yerlesim) Farklanma kapasitesi Farklanma Y6nii

EKH Morula asamasindaki hiicreler | Totipotent Embriyo ve embriyo dis1 dokular

EKH Blastokist asamasindaki i¢ Pluripotent Embriyo govdesi (Tiim somatik ve germ
hiicre kitlesi hiicreleri hiicreleri)

EKH Gastrula asamasindaki Pluripotent Endoderm, mezoderm ve ektoderm hiicreleri

epiblast hiicreleri

EKH Ektoderm, mezoderm ve Pluripotent Tiim somatik hiicreler

endoderm hiicreleri
YKH Ozgiin doku hiicreleri Multipotent Dokuya gore bir veya daha fazla tiirde hiicre
YKH Bir dokudaki yerlesik hiicreler | Unipotent Bir hiicre tipi

Matur I ve Solmaz S 2011 ‘den alinmustir.

Embriyonik kok hiicreler (EKH) blastokistin i¢ hiicre kitlesinde yer alan hiicreler
olarak tanimlanmaktadir. EKH’ler ektoderm, mezoderm ve endoderm tabakalarina ve ileride
olusturacaklari doku ve organ sistemlerine ait tiim yapilara farklilasma kapasitesine sahip
pluripotent olarak adlandirilan hiicrelerdir. Fétustan olusumundan sonra ¢ocukluk donemi ve
hatta yetigkinde belirli baz1 bolgelerde multipotent yani dokuya goére bir veya birkac hiicre
tipine farklilagabilme kapasitesine sahip yetiskin kok hiicreler (dokuya 6zgii kok hiicreler)
bulunmaktadir. Bu hiicreler gerektiginde ¢ogalabilen ve siirl sayida hiicreye farklilasabilen
hiicrelerdir (Tiirkiye Bilimler Akademisi, 2009; Ozel HB ve ark. 2008; Sagséz H ve ark.
2008)

2.4.2. Embriyonik Kok Hiicre Belirtegleri

Embriyonik kok hiicre aragtirmalari, embriyonik kok hiicrelerin (EKH) sinirsiz olarak
kendilerini yenileyebilme o6zellikleri ve farkli hiicre tiplerine doniisebilme yetenekleri
(plastisite) sayesinde rejeneratif tibbin en gozde konularindan biri haline gelmistir.
Farklilasmamis EKH” ler memeli pluripotent hiicrelerine 6zel molekiiler belirtegleri eksprese
etme Ozelligine sahiptir. EKH’ lerin farklilagmadan kendilerini yenileyebilmesi ve
pluripotentlik 6zelliklerinin saglanmasi i¢cin bu belirteglerin uygun diizeyde olmasi
gerekmektedir. Bu belirteclerin ekspresyonundaki degisim embriyo gelisim sathalarmin
belirlenmesinde, farkli tiirlerdeki embriyolarin tanimlanmasinda ve karakterizasyonlarinin
ortaya c¢ikarilmasinda etkin rol oynamaktadir. Bundan dolayr EKH belirteglerinin gérevlerinin
daha iyi anlasilmasi klinikteki tedavi metodlarinin gelistirilmesine ve hastalik modellerinin

arastirilmasina katki saglayabilir.
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Embriyonik kok hiicreler (EKH), preimplantasyon blastokist donemindeki i¢ hiicre
kitlesinden (IHK) koken alan hiicrelerdir. Bu hiicreler kendi kendilerini yenileyebilirler.
Ayrica, endoderm, mezoderm ve ektoderm olmak iizere {i¢ hiicre tabakasina da farklilasabilen
pluripotent 6zellikte hiicrelerdir (Evans MJ ve Kaufman MH, 1981; Martin GR, 1981). Bu
yizden EKH’ler erken embriyonik gelisimin ve hiicrelerin gelisimlerinin anlasilmasinda,
dejeneratif hastaliklara ve yaralanmalara karst hiicre temelli tedavi metodlarinin
gelistirilmesinde essiz bir role sahiptir. EKH’ ler hakkinda c¢alismalara baslandigindan bu
yana, EKH’ lerin kendi kendini yenileme ve farklilasma mekanizmalari tizerinde etkili olan
sitokinler, transkripsiyon faktorleri ve ylizey belirtecleri gibi genetik ve epigenetik pek ¢ok
etken arastirilmistir. Memeli blastokistlerinin i¢ hiicre kitlelerinden kaynaklanan EKH’ ler
baska hiicre tiplerine farklilasma yetenegine sahiptir. IHK’ de gozlemlenen EKH’ lerin bu
pluripotentlik  6zelligi pek ¢ok transkripsiyon faktorii tarafindan saglanmaktadir.
Transkripsiyon faktorleri organizmanin ihtiyaglarina gore; uygun zamanda, uygun miktarda
ve uygun hiicrede gen ifadelenmesinin saglanmasinda gorev almaktadir. Genlerin
diizenlenmesinde; ifade artigina (up regiilasyon) yada ifade azalisina (down regiilasyon) yol
acarlar. Ayn1 zamanda bu transkripsiyon faktorlerinin ¢ogu gelisim siirecinde aktif olarak rol

oynarlar.

2.4.3. Hiicre Yiizey Belirtecleri

Farklilasmamis EKH’ ler; memeli pluripotent hiicrelerine spesifik molekiiler
belirtegleri eksprese etme ozelligine sahiptirler. Insan EKH’ lerinde sik¢a eksprese edilen
yiizey belirtegleri glikolipid yapidaki antijenler olan SSEA-3 ve SSEA-4 ile proteoglikan
yapidaki TRA 1-60 ve TRA 1-81” dir. Hiicre yiizey antijenleri hiicrelerin tanimlanmasinda ve
hiicrelerin farklilasmasinin analiz edilmesinde oldukca 6nemlidir. Ozellikle seviye spesifik
antijenler (SSA) gelisime baglh olarak erken embriyonik satha boyunca diizenlenirler. Bu
yiizden ylizey belirtecleri, EKH’ lerin farklilasmasinin gosterilmesinde siklikla kullanilan

onemli belirteglerdir.
2.4.3.1. Seviye spesifik embriyonik antijenler (SSEA)

Seviye spesifik embriyonik antijenler karbonhidrat epitoplar1 igeren lakto ve globo-
seri glikolipidlerdir (Shamblott MJ ve ark., 1998; Solter D ve Knowles BB, 1978). Gelisim
siiresince bu karbonhidrat iliskili SSEA1, SSEA3 ve SSEA4 antijenler hiicre yiizey
etkilesimlerinin kontroliinde yer alirlar. SSEA-1 (CD15/Lewis x) preimplantasyon

asamasindaki germ hiicrelerinde ve teratokarsinoma hiicrelerinin yiizeyinde eksprese
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edilirken; EKH’ lerde ve embriyonik karsinoma hiicrelerinde ekspresyonu bulunamamistir
(Solter D ve Knowles BB, 1978; Knowles BB ve ark., 1978). SSEA-1 ekspresyonu insan
hiicrelerinin farklilasmas1 sirasinda artmaktadir. SSEA-3, farklilasmamis EKH’ lerde,
embriyonik germ hiicrelerinde, EKH ve de teratokarsinoma hiicrelerinde eksprese
edilmektedir.

SSEA-4 seramid bagl glikosfingolipid yapi ile iliskili bir yiizey antijenidir. SSEA-4
ekspresyonu insanda dollenmemis yumurtada, primitif endodermde, preimplantasyon
doneminde erken sathada bulunan embriyodaki IHK’ sinda ve embriyonal karsinoma
hiicrelerinde gozlenir; fakat blastokist asamasinda ve IHK” da eksprese edilmezler (Shevinsky
LH ve ark., 1982; Kannagi R ve ark., 1983).

2.4.3.2. TRA-1-60 ve TRA-1-81

Insan pluripotent kok hiicreleri ve embriyonal karsinoma hiicrelerinin (Andrews PW
ve ark., 1984) vyiizeyinde bulunan TRA-1-60 ve TRA-1-81 antijenleri EKH’ lerin
tanimlanmas1 ve izolasyonunda siklikla kullanilan antijenlerdir. Ayrica teratokarsinoma ve
embriyonik germ hiicrelerinde de ekspresyonlart mevcuttur (Henderson JK ve ark., 2002;
Draper JS ve ark., 2002; Schopperle WM ve DeWolf WC, 2007). Embriyolarindaki yiizey
belirteglerinin ekspresyon zamanlarini kiyaslamak i¢in yapilan ¢alismada SSEA1, SSEA3,
SSEA4, TRA-1-60 ve TRA-1-81 indirekt immiinfloresan boyama yontemiyle incelenmistir.
TRA-1-60, TRA-1-81, SSEA3 ve SSEA4 zona pellusidasindan ayrilan (hatch olan)
blastokistlerde temel olarak IHK’de yer almaktadir Buna karsin SSEA1’cin ekspresyonu
blastokistlerin de trofektodermden saglanmaktadir (Henderson JK ve ark., 2002).

2.4.4. Transkripsiyon Faktorleri

Pluripotensiden sorumlu transkripsiyon faktorler olan Nanog, OCT4, SOX2, KIf4, c-
Myc ve Lin 28 proteinleri yeniden programlama etkenleri olarak tanimlanmaktadir. Bu
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu IHK, epiblast ve farklilasmamis EKH’ lerde oldukca
fazladir (Niwa H, 2007). Bu genlerin her birinin transkripsiyonunun eksikliginde
pluripotentligin saglanamamasindan dolay1 erken safhada embriyonik 6liim gerg¢eklesmektedir
(Nichols J ve ark., 1998; Mitsui K ve ark., 2003; Avilion A ve ark., 2003). Transkripsiyon
faktorleri kanser gelisiminde de 6nemli role sahip olup bu konudaki arastirmalar hizla devam

etmektedir.

35



2.4.4.1. Nanog

Nanog proteini, hiicrenin niikleer bilesenine lokalize olmus, 305 aminoasit i¢eren
DNA materyalinin baglanmasini kolaylastiran bir proteindir. Nanog proteini EKH’lerin,
pluripotent 6zelligini etkileyen bir faktordiir. Ilk kez kompaktlasma safhasinda goriiliir,
implantasyonda varligini siirdiiriirken, implantasyondan hemen sonra ekspresyon diizeyi
diiser. Bu gen embriyonik kok hiicreleri ve embriyonik germ hiicreleri gibi farklilagsmamis
hiicrelerinde eksprese olurken; testis, over gibi farklilagsmis hiicrelerde de saptanmistir (Mitsui
K ve ark., 2003). Nanog, IHK’ nin ortaya ¢ikmasinda dzellikle germ hiicrelerinin olusumunda
gerekli bir proteindir. Ayni1 zamanda in vitro olarak farklilasmanin engellenmesinde onemli
rolii olan bir transkripsiyon faktoriidiir (Cavaleri F ve Scholer, H 2009). Nanog geninin
mRNA’ s1 pluripotent hiicrelerinde bulunurken, olgunlasmis hiicrelerde bulunmamaktadir.
Nanog geninin eksprese olmamasi, hem EKH’ lerin hem de IHK’ nin kendi kendini yenileme
Ozelliklerinin kaybina yol agar. Bu durum EKH’ lerin ekstraembriyonik doku hiicrelerine

doniismelerini indiikler (Mitsui K ve ark., 2003; Chambers | ve ark. 2003).
2.4.4.2. SOX2

SOX2 geni EKH’ lerin pluripotansi 6zelliginin korunmasi i¢in vazgecilmez bir gendir
(Masui S ve ark., 2007). Morula ve blastokist gibi erken embriyonik safhalarda, germ
hiicrelerinde ve epiblastta ifade edilir. Embriyo gelisiminde SOX2 geninin ifadesinin
baskilanmast durumunda epiblast olusumunda bazi sorunlarin gelismesinden dolay1
embriyolar yok olur. Trofektodermal ve kismen endodermal farklilagsmay1 engelleyerek EKH’
lerin pluripotansiyel 6zelliginin siirdiiriilmesinde gereklidir (Adachi K ve ark., 2010). SOX2’
nin en Onemli gorevlerinden birisi de OCT4 ekspresyonunu regiile etmesidir. Yapilan
calismalarda SOX2 ve OCT4’ {in birbirinin ifadesini etkileyerek kok hiicrelerin pluripotent
karakterinin olusturulmasinda goérev aldiklar1 gosterilmistir (Masui S ve ark., 2007). SOX2’
nin ifadesinin eksikliginin hiicrelerin %98.5 inin trofektoderm hiicrelere doniisiimiine yol
acar. SOX2’ nin ifadesini artis1 trofektoderm soyuna ait hiicrelere doniisiimiinii saglar (Adachi
K ve ark., 2010).

24.4.3.0CT4

OCT4, EKH’lerin pluripotensi 0zelliginin korunmasinda ana rol oynayan bir
proteindir. Bu nedenle bu hiicrelerin teshisinde en iyi bilinen ve en ¢ok kullanilan

transkripsiyon faktorleri arasindadir. OCT4 transkripsiyon faktorii, insanda POUSf1 geni
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tarafindan kodlanir. Blastokist evresindeki embriyonun i¢ hiicre kitlesinde eksprese olur ve
farklilagsma siiresi boyunca ekspresyonu azalir. Bu faktoriin ifade seviyesi degiskenlik
gostermekle beraber hiicre kaderinin belirlenmesinde olduk¢a 6nemlidir. Eksik veya fazla
eksprese olmast EKH’lerin farklilasmasina yol agar. Embriyonik kok hiicrelerin gelisiminde
bu transkripsiyon faktoriiniiniin ifade seviyesinin 3 onemli etkisi gozlemlenmektedir: (1)
OCT4 ifadesindeki artig, hiicrelerin primitif endoderm ve mesoderm ydniinde farklilasmasina
neden olmaktadir. (2) Diisiik seviyede ifade edildiginde ise; hiicreler pluripotent 6zellikte
kalmakta ve farklilasma olmamaktadir. (3) Ifadesinin baskilanmasi ve eksik ifadelenmesi
durumunda hiicrelerin pluripotentlik kapasiteleri kaybolmakta ve sonucunda bu hiicreler
trofektoderm yoniinde farklilagmaktadir (Wu G ve Schéler HR, 2014).

OCT4 protein seviyesi gastrulasyon asamasinda belirli seviyelerde seyreder. Primitif
endoderm hiicreleri farklilasmaya ve ektoderme gdc etmeye basladiklarinda, bu hiicrelerin
OCT4 protein seviyeleri gecici olarak artar. Daha sonra OCT4 gen ekspresyonu primitif
endoderm ve epiblast hiicrelerinde baskilanir. Gastrulasyon asamasinda seyreden bu durum
embriyo implantasyon asamasinda da aynidir. Son olarak OCT4 gen ekspresyonu primordiyal
germ hiicrelerini baskilar; bu hiicreler ekstra embriyonik mezodermin ilk o&zellesen
hiicreleridir. OCT4 farklilasmis hiicrelerde eksprese olmaz. insanda IHK hiicrelerinde
trofoektoderm hiicrelerine kiyasla daha fazladir. OCT4 geni fare oositlerinde ana
transkripsiyon faktorii olarak eksprese edilir. Zigotun ilk yariklanmasinda kaybolur, embriyo
dort hiicreli asamaya geldiginde tekrar goriiliir. Bu gen gastrulasyon sonrasi farklilagmig

hiicrelerde bulunmaz (Niwa H ve ark., 2000).
2.4.4.4, KIf:

KIf (Krupple-likefactor) ailesi hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, gelisimi ve
apoptozisi olmak iizere pek ¢ok biyolojik aktivitenin siirdiiriilmesini saglar. KIf ailesinden
KIf5, OCT4 ve Nanog’un transkripsiyonunu diizenlemekle beraber gelisimsel siiregte oldukg¢a
onemlidir. KIf4 ve KIf2 ise; EKH’lerin pluripotensliginin saglanmasindan sorumlu Nanog,
Myc gibi baska transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlarimi diizenlerler. KIf gen ailesi tek
baglarina EKH’lerin kendilerini yenileme kapasitelerinde etkin rol oynamamaktadir (Parisi S

ve ark. 2008).
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2.4.4.5. Myc Ailesi:

Myc ailesi kanserle olan iligkisi agisindan protoonkogen fonksiyon yiiriitmektedir.
Yamanaka ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada; c-Myc trans geninin reaktivasyon kazanmasi
sonucu uyarilmis pluripotent kok hiicrelerinin yaklasik %20°si 6liimciil teratomlara neden
olmustur (Okita K ve ark., 2008). Bunun sonucunda bu faktoriin kullanilmasi, ciddi endiselere
neden olmustur.c-Myc, genomda yaklasik 4.000 bolgeye baglanip genomun gevsemesini

saglayarak diger transkripsiyon faktorlerinin genoma baglanmasini kolaylagtirir.
2.4.4.6. Lin28:

Lin28 mRNA baglayan bir proteindir. EKH’ler ve embriyonik karsinoma hiicrelerinde
cogalma ve farklilagma dongilisiinde rolii bulunmaktadir. Yapilan g¢aligmalarda Lin28’in
kullanilabilecegini gosterilmistir. fakat daha sonra bu faktoriin mutlak gerekli olmadigi

gosterilmistir (Yu J ve ark., 2007).

2.4.5. Transkripsiyon Faktorlerinin Birbirleriyle Iliskisi:

OCT4, Nanog ve SOX2 genleri insan ve fare embriyonik kok hiicrelerinin
farklilasmasinda veya farklilasmayip pluripotentliginin korunmasinda rol oynayan onemli
transkripsiyon faktorleridir. Ayrica bu genlerin ekspresyonu hiicrelere kendini yenileme
ozelligi saglamaktadir. EKH’ lerin pluripotentliginin olusmasini saglayan Fgf4, Utfl, Nanog
ve SOX2 gibi pek c¢ok transkripsiyon faktoriiniin fonksiyonunu, OCT-Sox aktivatorii
gerceklestirmektedir (Maruyama M ve ark., 2005). SOX2 ve diger Sox faktorleri (Sox4,
Sox11, Sox15) OCT-Sox aktivatoriine bagli genlerin ekspresyonunu Onemli derecede
etkilemektedir. OCT4 ekspresyonunu pozitif veya negatif yonden etkileyen g¢oklu genleri ise
sadece SOX2 diizenlemektedir (Masui S ve ark., 2007). SOX2, EKH’lerin kendi kendini
yenileme fonksiyonlarinda mutlak olarak gereklidir. OCT4 trankripsiyonel aktivasyonuyla
oldukga iliskili olan SOX2; EKH’lerin pluripotentliginin saglanmasinda essiz bir role sahiptir.
Masui ve arkdaglarinin yaptigi ¢alismalarda SOX2 seviyelerindeki azalma sonucu 623 genin
aktivasyona, 648 genin inaktivasyona ugradigi gosterilmistir. Bu gen expresyon degisiklikleri;
OCT4 ve Nanog ekspresyonunda artis, Sox ailesinden Sox4, SoxIl1, Sox15’ in
ekspresyonunda ise azalisa sebep olmustur (Masui S ve ark., 2007).

Nanog, OCT4 ve Stat3’ {in pluripotentligin saglanmasinda hiicrelerin kendi kendini
yenilemede rolleri kanitlanmistir. Preimplantasyon doneminde hiicrelerin trofektoderme

farklilasacagina veya pluripotent bir sekilde kalacagmna ilk olarak morula sathasinda karar
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verilir. Bu asamada Nanog ekspresyonu diisiik oldugu i¢in anahtar faktér OCT4’ tiir. ikinci
olarak hiicrelerin primitif endoderme farklilasacagma veya IHK hiicrelerinin epiblast gibi
pluripotent bir sekilde kalacagina blastokist asamasinda karar verilir. Nanog bu asamada
eksprese edilmeye baslanir ve fonksiyonu hiicrelerin geleceginin belirlenmesinde ¢ok kritiktir.
Sonu¢ olarak EKH’ lerin trofektoderme veya primitif endoderme farklilagsmasinin
onlenmesinde sirasiyla OCT4 ve Nanog temel yap1 taglaridir. Ancak hiicrelerin kendi kendini
yenilemesinde bu faktorler yeterli degildir. Stat3 tarafindan aktive edilmis LIF (l16semi
inhibitor faktdr)’ e ihtiya¢ duyulmaktadir. Sonug olarak preimplantasyon morula doneminde
OCT4 ve SOX2’ nin, blastokist donemindeyse OCT4 ve SOX2’ ye ilaveten Nanog’ un da
EKH’ lerin farklilasmasinda onemli rolii oldugu gosterilmistir. EKH’ lerde SOX2 gen
ekspresyonu kendisi ve OCT4 geni tarafindan, OCT4 gen ekspresyonu ise kendisi ve SOX2

geni tarafindan diizenlenmektedir (Okumura-Nakanishi N ve ark., 2005).

l—’

Pluripotent transkripsiyon faktorleri

d)
,

Transkripsiyon faktori mRNA's1

Kendini yenileme genleri

Sekil 11. Transkripsiyon farktorleri.

SOX2, OCT4 ve Nanog gibi kok hiicre transkripsiyon faktorlerinin birlikte etkilesimi hiicrenin kaderini
belirler. (Wang Y ve ark., 2013)

Bir embriyonun normal gelisim siirecini tamamlayabilmesi i¢in kok hiicre
belirteclerinin  embriyo gelisim zamanma uygun sekilde dagilimini ve degisimini
tamamlamasi gerekir. Cok farkli fonksiyonlara sahip bu kok hiicre belirteclerinin anormal
artmasi ya da azalmasi; embriyonik kok hiicrelerde morfolojik ve fonksiyonel degisikliklere,

dolayisiyla da embriyo anomalilerine sebep olabilir. EKH’ lerin farkli hiicre tiplerine
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doniisebilmelerinin temel mekanizmalarinin incelenmesi, farklilagsma ve yonlenmede rol alan
genlerin arastirilmasi, tiirler arast EKH’ lerin ayriminin yapilmast bu ylizey belirtecleri ve
transkripsiyon faktorleri mekanizmalarinin ve fonksiyonlariin ¢ok iyi bilinmesine baghdir.
Embriyolarda kok hiicre potansiyelindeki hiicrelerin varliinin ve farkli kok hiicre
belirteclerinin ifade diizeylerinin arastirilmasi; gerek embriyolar gerekse embriyonik kdok

hiicreler ile ilgili arastirmalarda ve tedavilerde yol gosterici sonuglar ortaya ¢ikaracaktir.

Tablo 2. insan embriyolarinda preimplantasyon safhalarindaki hiicre yiizey antijen ekspresyonlari.

Antijenler 2-8 Hiicre Morula IHK Trofoblast
SSEAL - + ] N
SSEA3 - + -
SSEA4 - n :
TRA-1-60 ; + it .
TRA-1-81 - ] it .

(Henderson J.K ve ark. 2002).

Kok hiicre faktorlerinin kanser, immune hastaliklar gibi ¢ok cesitli etkenlerle
degisebilen patolojik durumlar ile iligkileri konusunda arastirmalar son yillarda artmaya
baslamistir. Hentiz bu faktorlerin hangi sinyal yolagi ile iliskili olduklar1 ve hangi proteinler
ile interaktif etkilestikleri bilinmemekle birlikte bu konuda temek arastirmalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullamilan Maddeler

PC3 hiicre hatt1

RPMI-1640

DMSO

FBS

%25 Trypsin-EDTA (1X)
Penicilin-Streptomycin (10.000 units)
DPBS

Kemiliminesans Reaktif

3.2. Kullanilan Cihazlar

Laminar Kabin
CO; Inkiibator
ELISA

SDS - PAGE
Western Blot
Mikroskop
Orbital Shaker
Rotator
Santrifiij

Etiv

Elektroporator

3.3. Hiicre Kiiltiira

ATCC —CRL-1435
Sigma
Sigma
Gibco
Gibco
Sigma
Sigma

Santa Cruz

Bilser Biosafety Cabinet
Niive EC 160

Thermo Labsystems Multiskan Spectrum
Bio-Rad (Tetra Cell)
Bio-Rad ( Transblot Turbo)
Olympus BX51

Isolab

Isolab

Hattick/Ependorf

MRC

Bio-Rad

Calismalarda prostat kanser hiicre hattt olan PC3 hiicresi kullanildi. PC3 hiicresi

ATCC (CRL-1435) den ticari olarak temin edildi.

3.3.1. Hiicrelerin Biiyiitiiliip Cogaltilmasi

PC3 hiicreleri 25 ¢cm?’ lik flasklara ekildi. Hiicre kiiltiirii ortam1 olarak % 10 FBS,
Penicilin-Streptomycin (100 iinite), L-Glutamine ve 2mM NaHCOs igeren RPMI-1640
besiyeri kullanildi. Hiicreler 37°C’de, %95 nem ve %5 CO2 igeren ortamda inkiibasyona
birakilip ¢cogaltildi.
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Hiicreler biiyiidiiginde farkli ortama gecirmek icin pasajlandi. Pasajlamada, once
RPMI-1640 medyum c¢ekilip FBS’ 1 ortamdan uzaklastirmak i¢cin DPBS ile yikandi. Sonra
hiicreleri flasktan kaldirmak icin Tripsin-EDTA c¢ozeltisi ekleyip CO2 etiliviinde yaklasik 1
dakika tutuldu. Tripsin-EDTA’ nin aktivitesini durdurmak i¢in FBS ig¢eren medium konuldu.
Hiicrele falkon tiipe toplanip oda sicakliginda 1200rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz
atilip ¢oken pellet medyumda siispande edilip yapilacak isleme gore hiicre kiiltiirii platelerine

ekim yapildi. Sekil 1 de ¢alismada kullanilan laminar kabin gosterilmektedir.

Resim 1. Tezde kullanilan hiicre Kiiltiirii kabini ve malzemeleri.

3.3.2. Hiicre Sayimi
Yapilan ¢alismalarda 25 cm? flask ve 6 kuyucuk plateler kullamlmistir. Platelere ekim
yapilmadan 6nce her kuyucuga belli sayida hiicre ekebilmek icin hiicreyi pasajlandiktan sonra

Tripan Mavisi ile boyayip Thoma Laminda (Iso Lab) hiicre sayimi yapildi (Sekil 12).

&
09
o
«’0
@@"’@@

Sekil 12. Hiicre sayim yapilan Thoma Lamu.
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Thoma lamu ile hiicre sayimi ydnteminin esasi; mikroskop altinda 0.1 mm?® hacimde
sayim yapilarak hesaplama yardimiyla numunenin bir mL’sinde bulunan hiicre sayisini

belirlemektir (Sekil 13).

. |g|H
st
I

Sekil 13. Thoma laminda sayim yapilan karelerin toplam goriis alani.

Bu islem i¢in Thoma lami iizerinde bulunan sayim bolgelerinden faydalanilir. Sayim
bolgesinin toplam alan1 1 mm? dir. Lamel yapistirildiginda sayim bélgesinin yiiksekligi de 0.1
mm’dir. Sayim islemini kolaylastirmak amaciyla her bir sayim bdolgesi de kendi igerisinde
karelere boliinmiistiir.

Sayim i¢in; 10 pL hiicre siispansiyonu, 15 pL. PBS, 25 pL Tripan Mavisi karistirilip
oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra Thoma Lamma 10 pL yiiklenerek 1sik
mikroskobunda sayim yapilir. Bu durumda 6li hiicreler metilen mavisi ile boyanir, canl
hiicreler boyanmaz. Yalnizca boyanmamis hiicreler sayilarak canli hiicre sayimi
gerceklestirilebilir. Thoma Lamindaki 16 kareli olan 4 bolgede ayr1 ayr1 sayim yapilarak bu 4
bolgenin ortalamasi alinir. Seyrelme faktorii de dikkate alinarak ml bagina diisen hiicre sayist

hesaplanarak her bir kuyucuga ekilecek olan hiicre miktari belirlenir.

3.4. pIRF5 ve pOCT4 Cogaltilmas: ve izolasyonu

Projede kullanilan ekspresyon plazmidleri Rutgers Kanser Arastirma Merkezinden Dr.
Betsy Barnes tarafindan temin edilmis ve daha onceki arastirmalarda kullanilmistir (Cevik O
ve ark. 2017). pIRF5 ve pOCT4 plazmidleri E.coli DH5a susuna transformasyonu
elektroporasyon ile gergeklestirildi. Plazmid igermeyen E.coli DHSa susu on hazirliklar
yapilarak logaritmik tireme fazina getirildi. Bu fazda bakterilerin kompetantligi en yiiksek
diizeydedir. Uygun miktarda negatif yiiklii plazmid DNA ve pozitif yiikli bakteri bir araya
getirilerek plazmidlerin hiicre zarina tutunmalar1 saglandi ve ¢ok kisa siire ile elektirik

akimini uygulanarak hiicre zarmmin yapisinda kiiciik porlar olusumuna ve dolayisiyla
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plazmidlerin hiicre igine girmesi saglandi. Plazmid igeren bakterilerin segilimi yapildi ve daha
sonraki ¢aligmalarda kullanilmak iizere ya petri icerisinde +4°C” da 6 aya kadar yada gliserol

icerisinde -80°C’ da uzun siireli olarak saklandi.

3.4.1. Elektroporasyon

Elektroporasyonda asagidaki islem basamaklari izlendi;
LB Broth hazirlanmasi;
5g NaCl
5¢ Tripton
2.5¢g Maya ekstrakti
500ml dH20 igerisinde ¢6ziildii.(pH 7.5, NaOH ile ayarlandi)
Sise ile otoklavlandiktan sonra +4°C’da saklandi.
LB Agar hazirlanmas;
5g NaCl
5g Tripton
2.59 Maya ekstrakti
7.59 Agar
500ml dH-0 igerisinde ¢oziildii.
Otoklavlandi ve sogumasi beklendikten sonra uygun anbiyotik (Ampisicilin i¢in 100ug/ml
veya kanamisin i¢in 50ug/ml) konsantrasyonu eklenerek petrilere dokiildii. Katilagtiktan sonra
+4°C’da saklandi.
1. Bakteri Kiiltiirlerii Araclarinin ve Reaktiflerinin Hazirlanmasi (1.giin, Ogleden Sonra)
a. Ogleden sonra, steril olarak (6rnegin, 100 x 13 mm) borosilikat cam test tiiplerine 1-
5 ml otoklavlanmig LB broth'u kiigiik bir bakteri (E. coli) alikotu ile inokiile edildi.
b. Inokiile edilmis test tiiplerini 37°C sicaklikta (sicak oda veya inkiibatdr) barmdiran
bir silindir tamburuna yerlestirildi, karistirici izerinde yiiksek hizda gece boyu inkiibe edildi.
c. Cam atesle yumusatildi ve daha sonra bir cimbiz veya pens ile 135° ag1 biikkme
yonlendirmek kadar bir Bunsen briilér alev ¢ubugunun ortasinda i1sitma bir cam ¢ubuktan
‘hokey sopast’ seklinde bir hiicre yayma c¢ubugu hazirlandi . Cubugu, ug ile ilk viraj
arasindaki orta noktaya bir kez daha 1sitild1 ve 45° agiyla igeri dogru biikiildi (birinci virajin
ters yoniinde).
d. LB-agar antibiyotikler olmadan hazirlayin ve soguduktan sonra elektroporasyon

protokoliiniin hazirlanmasinda uygun antibiyotigi ilave edilir. Antibiyotik iceren LB-agar
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petrilere dokiiliir (elektroporasyona tabi tutulacak vektor iizerindeki direng isaretleyicisine
gore) ve 4 ° C'de saklanir.

e. E. coli i¢in otoklavlanmis ddH2O hazirlandi ve 4° C'de saklandi.

2. Elektrokompetant Bakterilerin Biiyiimesi (2. giin, Sabah)

a. Her bir LB agar petrisine bakteri kiiltiiriiniin 100 ul' sini dagitildi, donmus gliserol
stoklar1 da kullanilabilir ve dogrudan petriye aktarilabilir.

b. Hokey sopasi seklindeki hiicre yayiciyr %100 EtOH igine batirildi, kullanmadan
once ya da yayilmadan once sterilize etmek icin kalan EtOH' yi kisa bir siire i¢in bosaltild1 ve
yakildi. 100 pl bakteri kiiltiiriinii, agar yiizeyini bozmayacagindan (kirilmadigindan) emin
olarak, steril cam hiicre yayici ile esit olarak yayildi.

C. Petri 4-6 saat 37°C' de ya da ince bir bakteri iiremesi ayirt edinceye kadar inkiibe
edildi. Hiicreler aktif olarak biiyiirken en kompetant fazdadir.
3.Elektrokompetant Bakteriyel Hiicrelerin Hazirlanmasi (2. giin, Ogleden Sonra)

a. Bakteri, agar yiizeyini delmemeye veya kirmayacaginizdan emin olarak steril bir
Oze ile toplandi. Tek bir transformasyon i¢in 2 mm ¢apinda bir bakteri kitlesi yeterlidir. Tipik
olarak bu, ince bakteri yiizeyini inokiilasyon dongiisii ile iki veya li¢ kez kazimaya ihtiyag
duyar. Ayn1 plakadan birkag¢ 6rnek (tipik olarak 4-6 arasinda) toplanabilir.

b. 1 ml buz soguklugunda steril ddH>O (E. coli igin) iginde bakteri kiitlesi tekrar
stispanse edildi, hi¢bir kiimelesme goriilmeyene kadar iyice karistirildi. Buz {izerinde tutuldu.

c. Her bir bakteri slispansiyonu 4°C' ye ayarlanmis sogutulmus mikrosantrifiijde 5
dakika boyunca 5000 xg' de santrifiij edildi.

d. Siipernatant: atildi, ayn1 hacimde buz soguklugunda steril ddH>O iginde bakteriyel
pelleti yeniden siispansiyon haline getirildi ve toplam ii¢ yikama igin iki kez daha 6nce
yapildig1 gibi santrifiij adimini tekrarlandi.

e. Sitipernatant ¢ikarildi, pellet tekrar siispansiyon haline getirildi ve 40 pl buz
soguklugunda steril ddH>0 i¢inde bakteriyel pellet iyice gevsetildi ve buz tizerinde tutuldu.

4. Elektrokompetant Bakterilerin Transformasyonu (2. giin, Ogleden Sonra)

a. 40 pl bakteriyel silispansiyona sogutulmus 1 pg kadar plazmid DNA (Tris-EDTA
tamponu) ilave edilldi ve bu karigimi steril 0.2 cm'lik bos bir kiivete aktarildi.

b. Kiivet elektroporasyon odasina yerlestirildi ve 1,8 kV, 25 uF' de elektroporasyon
yapilir. Zaman sabiti ~5.0 msn olmalidir ve hig bir ark olusmamasina dikkat edildi.

c. 1 ml LB Broth icine yeniden silispansiyon haline getirerek ve daha Once
otoklavlanmis borosilikat cam test tiipline transfer ederek hiicre siispansiyonu hizla geri

kazanildi.
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d. Antibiyotik se¢imi olmadan 30 dakika siireyle 37° C' de havalandirilmig biiylime
kosullar altinda (silindir tamburunda) inkiibe ederek hiicrelerin iyilesmesine izin verildi.
e. Bakterileri 6nceden hazirlanmig LB agar petrisine uygun selektif ajan (antibiyotik)

varhiginda inokiile edilir ve 37° C'de gece boyu inkiibe edildi.

Resim 2. Elektroporasyonda kullanilan elektroporator.

Elektroporasyondan sonra petri lizerindeki koloniler segilir. Mavi koloniler plazmid

icermeyen kolonilerdir. Beyaz koloniler hedef plazmidleri icermektedir (Resim 3).

Resim 3. Elektroporasyonu yapilan E.coli bakterilerinin LB Agar’da se¢imi.
3.4.2. Plazmid izolasyonu

pIRF5 ve pOCT4 plazmidi iceren dondurulmus stok bakteri kiiltlirii oda sisinda
¢Ozdiirtildii. Bakteri kabini icerisinde alev agik olarak 8ml LB Medyum igerisine antibiyotik
ve pIRF5 ve pOCT4 plazmidi igeren stok bakteri ayri ayr1 eklenerek gece boyu 37° C’da
calkalamali etiiv igerisinde inkiibasyona birakildi. Cogatilan bakteriler plazmid izolasyonunda
kullanildi.
Plazmid izolasyonunda QIAGEN Plazmid Mini Kiti (cat. nos. 12123) kullanildi. Kit

igerisindeki izolasyon protokolii izlendi (Sekil 14).
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Sekil 14. Plazmid izolasyon basamaklari.

Gece boyu inkiibasyona birakilan bakteriler 6000 xg de 15 dk santrifiij edildi.

Bakteri pellet 0.3 ml P1 buffer igerisinde ¢oziildii.

Uzerine 0.3 ml P2 buffer ilave edildi ve karsmasi igin hafifce 4-6 defa alt iist edildi.
Oda 1s1sinda (15-25°C) 5 dakika inkiibe edildi.

0.3 ml P3 buffer ilave edilerek hafifce karistinldi ve buz tizerinde 5 dakika
inkiibasyona birakildu.

+4°C’de sogutmal1 santrifiijde 14.000-18.000 xg olacak sekilde 10 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant bulanik ise santrifiij tekrarlandi.

Qiagen kolonu igerisine 1 ml QBT solusyonu eklenerek yercekimi ile inmesi beklendi.
Elde edilen siipernatantlar kolana yiiklenerek yercekimi etkisiyle kolondan akmasi
beklendi.

Kolon 2 x 2 ml olacak sekilde QC bufter ile yikandi ve kolondan yergekimi ile akmasi
beklendi.

Kolona baglanan DNA temiz bir 2 ml lik ependorfa 0.8 ml QF buffer ile elue edildi.
QF buffer 6nceden 65° C de 1sit1ldi.

DNA mixi lizerine oda sicakligindaki izopropanol eklenerek DNA ¢oktiirmesi yapildi.
15.000 xg de 30 dakika +4°C de santifiij edildi. Supernatant dikkatlice uzaklastirildi.
DNA pellet 1 ml oda 1sisindaki % 70’lik ethanol ile yikandi ve 15.000 xg de 10 dk
santrifiij edildi. Supernatant dikkatlice dokiildii.

Pellet 5 — 10 dakika ethaol ugana kadar kurutuldu. Ardindan yeterli miktarda uygun
buffer i¢erisinde ¢oziildii (TE buffer, pH 8.0).

DNA Orneginin bir kismi1 miktar ve saflik kontrolii yapmak amaciyla ayri bir

ependorfa alinarak kalan kisim ilerki deneylerde kullanilmak iizere -20° C da saklandi.
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3.4.3. Plazmidlerin Saflik ve Miktar Tayini

Izole edilen plazmidler nanodropta 6l¢iimii alindi. Bu isleme ek olarak % 0,03
ethidium bromiir %1 lik agoroz jel dokiilerek ornekler 6x DNA Loading buffer ile
kuyucuklara yiliklendi ve 100V akimda yiiriitiildii. Jel Chemi Doc goriintilleme cihazinda

goriintiilendi.

3.5. IFR5 ve OCT4 i¢in Transfeksiyonu

pIRF5 ve pOCT4 eckspresyon plazmiti kullanilarak IRF5 ve OCT4 protein
overekspresyonu saglanmasinda 6 kuyucuk plate i¢in 1 ug DNA ile transfeksiyon yapilmistir.
Transfeksiyonda plazmid 6zel bir transfeksiyon reaktifi igerisindeki lipozomla Lipofectamine
2000 kaplanarak hiicre icine girisi saglandi. Bunun i¢in kullanilan ticari kitin protokoliine
gore yapildi. Transfeksiyonun gerceklestigi 8-12 saat sonra mikroskoptan goriintii alinarak
hiicre canliliklar1 kontrol edildi ve 24 saat inkiibasyona tabi tutuldu.inkiibasyon sonrasinda

hiicreler IP ve western blot deneyleri i¢in kullanildi.

3.6. IRF5 ve OCT4 Overexpresyonunun Migrasyon Uzerine Etkisi

Scratch testi, hiz, siireklilik ve polarite gibi temel hiicre gogli parametrelerini 6lgmek
icin yaygin olarak kullanilan basit, tekrarlanabilir bir testtir. Hiicreler confuluens olmak icin
biiytirlerken pipet ucu ile ince bir yara agilir. Yara kenarindaki hiicreler polarize olur ve yara
bosluguna go¢ eder. Bu tahlilin avantajlari, spesifik kemoatraktanlarin veya gradyan
odalarinin kullanilmasimi gerektirmemesi ve ‘tek hiicre’ go¢ tahlillerinde giiclii cevaplar
gostermeyen hiicre tiplerinde bile giiglii bir yonlii gé¢ yanit1 iiretmesidir. Ardisik zamanlarda
gorlintiileme kullanilarak gergeklestirildiginde en giivenilir sekilde analiz edilir ve bu da

degerli hiicre morfolojisi/protein lokalizasyonu bilgisini verebilir (Sekil 15).

Sekil 15. Scratch tayini.

(A) Konfuluent hiicre hatti. (B) Steril bir tip ile hiicre hattinda bir yara olusturulmasi. (C) Cizilerek olusturulan
yara.(D) Yaranin agilmasindan 24 saat sonra yaranin kapanma miktari. (Keren IH and Renee LH, 2011)
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pIRF5 ve pOCT4 ile transfeksiyon sonrasinda IRF5 ve OCT4 proteinlerinin
overexpresyonun hiicre migrasyonuna olan etkisi arastirilmistir. Tranfeksiyondan sonra
hiicreler 37°C’ de, % 95 nem ve % 5 CO: iceren ortamda inkiibasyona birakilip ¢ogaltildi.
Hiicreler %50 confuluens olunca steril bir ortamda pipet ucu ile Sekil 15°de gosterildigi gibi
kuyucukarin ortasindan bastan basa ¢izildi. 0 ve 24 saat goriintiileri alinarak transfeksiyonun

migrasyon ve proliferasyon iizerine olan etkisi degerlendirildi.

3.7. BCA Protein Tayini

Bicinchoninicasit (BCA) protein tayin Kiti (Santa Cruz BCA Protein Assay Kit, sc-
202389) konsantrasyonu bilinmeyen orneklerdeki protein miktarini belirlemek i¢in kullanilir.
Prensip olarak odasicakliginda sistein, sistin, triptofan ve trozin kalintilar1 bakir*? iyonlarmi
bakir*! e indirgerler. Daha yiiksek sicakliklarda (37° C ila 60° C), proteindeki peptid baglari
da bu indirgemeyi gercgeklestirir, bu ayni zamanda spesifik kalintilarin varligina kiyasla
protein miktarina daha giiclii bir sekilde baglanan sonug iiretir. Her bakir! iyonu, 2 BCA
molekiilii ile kompleks olusturur. Kompleks 562 nm de absorbans veren mor renk olusturur.
Bilinmeyen ornekteki absorbans miktari standart ile karsilastirilir ve 6rnekteki toplam protein
miktar1 hesaplanir.

Patlatma soliisyonu ile toplanan 6rnekler BCA protein tayin kitine uygun sekilde 96
well eliza plakasina 2 tekrarli olarak yiiklendi. Uzerlerine hazirlanan BCA soliisyonu
eklenerek 37°C de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 562 nm de dl¢tim alindi.
Alman absorbans degerleri Microsoft Excel 2007 programina aktarilarak toplam protein
miktarlar1 hesaplandi.

Hazirlanan ¢ozeltiler:

» BCA soliisyonu: Reaktif A ve Reaktif B 1:50 oraninda hazirlandi.

» BCA standart soliisyonu: 2 mg/ml stok soliisyon, PBS ile 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250
ug/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml ve 31,25 pg/ml olacak sekilde seri diliisyon yapildi.

» 96 well eliza plakasina 25 pl 6rnek veya 25 ul standartlar yiliklendi. Yiikkleme yapilan
kuyularin iizerine 200 pul BCA soliisyonu eklendi.

> 37°C’ da 30 dakika inkiibe edildi.

> Unkiibasyon sonrasinda Termo Labsystems — Multiskan Spectrum plaka okuyucuda

562nm de 6l¢iim alindi.
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Resim 4. BCA Protein tayini. Multiskan Spectrum ve eliza plate yiiklemesi.

3.8. Hiicrelerde Yapilan Western Blot Calismalar:

Hiicreler toplandiktan sonra patlatma tampon kullanilarak buz igerisinde bekletildi ve

patlamalar1 saglandi. 12.000 xg de 4°C de 10 dakika santrifiij edilerek tistfazda Western Blot

caligmalar1 yapildi.

Hazirlanan ¢ozeltiler:

>

YV V V V V V

YV V V VYV V

YV VvV

4X yiginlama jeli ¢ozeltisi: 0.5 M Tris, % 0.4 SDS, pH:6.8

4X Ayirma jeli ¢ozeltisi: 1.5 M Tris, % 0.4 SDS, pH:8.8

% 30 Akrilamit-bis ¢ozeltisi

% 10 Amonyum Persiilfat ¢ozeltisi (APS)

% 10 SDS ¢ozeltisi

TEMED

2X Ornek yiikleme tamponu: %4 SDS, %20 gliserol, %10 B-merkaptoetanol, %0.004
bromfenol mavisi ve 0.125 M TrisHCI, (pH 6.8)

Elektroforez yiiriitme ¢ozeltisi: 5 m MTris, 38.4 mM Glisin, % 1 SDS

Transfer ¢ozeltisi: 5 mM Tris, 38.4 mM Glisin, %20 Metanol

Bloklama ¢ozeltisi: %2.5’lik BSA ¢ozeltisi

TBST: 20 mM Tris, 154 mM NaCl, % 0.1 Tween 20

Primer antikor (1:1000): GAPDH (sc-25778), IRF5 (sc-390364), OCT4 (sc-9081),
SOX2 (sc-17320), NANOG (sc-33759)

Sekonder antikor (1:3000): (HRP konjugatli sc-2030(R), sc-2020(G), sc-516102(M)
Kemiliiminesans Reaktif: Santa Cruz (sc-2048)

Film Banyosu ¢ozeltileri
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Tablo 3. SDS-poliakrilamid jelin yogunluguna gore hazirlanisi.

Madde % 4’lik Yiginlamajeli | % 12°1lik Ayirma jeli | %15°lik Ayirma jeli
4X yiginlama ¢ozeltisi | 1.25 ml - -

4X Ayirma ¢ozeltisi - 2.5 ml 2.5 ml

% 30 Akrilamit-bis 0.65 ml 4 ml 5ml

%10 SDS 50 uL 100 uL 100 pL

APS 25 ul 50 uL 50 uL

TEMED 5uL 10 uL 10 uL

Distile su 3.05 ml 3.4 ml 2.4 ml

Jeller hazirlanip camlar arasinda polimerlesmesi saglandiktan sonra tanka yerlestirilir.
Icerdikleri protein miktarlari tespit edilen rnekler, 1:1 oraninda hazirlanan &rnek yiikleme
tampon ile 5 dakika 95°C kaynatildi. Her kuyucuga 25 pg/mL oraninda protein igeren
numuneler yiiklendi. Bir kuyuya 5 pl standart (Intron, 24052) yiiklendi. Elektroforezde

numuneler ilk 6nce 100 Volt akimda 1 saat yiiriitiildi (Resim 5).

Resim 5. SDS-PAGE jel dokiim ekipman, soliisyonlar ve elektroforez.

Elektrofez sonrasinda jeldeki proteinlerin membrana gegmesi icin yart kuru sistemle
immunoblotting yapildi. PVDF membrane blotlama kagidinin {izerine yerlestirildi. Memran
iizerine jel dikkatlice yerlestirilerek blotlama islemi 25 Volt akim ve 1 Amper direngde 30
dakika gerceklestirildi (Resim 6).
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Resim 6. Jeldeki proteinlerin PVDF membrane transferi.

Proteinlerin PVDF membrane transferinden sonra membran 2 saat siire ile oda 1sinda
BSA ile bloklandi. 2 saat sonra primer antikor ile +4°C’de gece boyu karistirici {izerinde
inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda TBST ile 3 kez yikandi. Membran, sekonder antikorla
odasicakliginda karistirici iizerinde 2 saatinkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda TBST ile 3
kez yikandi. Ardindan kemiliiminesans substrat igeren ¢ozelti ile (Santa Cruz Immuno Cruz™
Western Blotting Luminol Reagent: sc-2048) ile 1 dakika karanlikta inkiibe edildi.

Film banyosu ile elde edilen bandlar dansitometrik analiz yapilarak degerlendirildi.
GAPDH orneklerdeki degisiklikleri elimine edebilmek icin dansitometrik analiz ve
hesaplamalar referans protein olarak kullanildi. Bandlarin dansitometrik analizi imageJ (NIH,

USA) programinda yapildu.

3.9. Immiinopresipitasyon (IP) Deneyleri

Immiinopresipitasyon deneyleri lizat igerisindeki hedef proteinin ve o protein ile iliski
icerisinde olan proteinlerin bir A/G Agarose Beads iizerinde tutuklanmasi ve yikamalar ile
diger proteinlerin uzaklastirilip saf olarak hedef proteinlerin elde edilmesi prensibine dayanir
(Sekil 16). Immiinoresipitasyondan sonra dogruluk kontrolii i¢in SDS-PAGE ve/veya Western
Blot ¢aligmalari ile yapilir.
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Sekil 16. immiinopresipitasyon deneyinin basamaklari.
X - IRF5 proteinini, Y - OCT4 proteinini temsil etmektedir.
https://www.mybiosource.com/learn/assay-learning-center/coimmunoprecipitation/ (27.11.2018)
Patlatma solusyonu ile toplanan hiicreler 12.000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Ust
fazdan 1 input 6rnekleri i¢in ayrilarak 1:3 oraninda hazirlanan 4x 6rnek yiikleme tampon ile 5
dakika 95°C kaynatildi. Ornekler western blot deneylerinde kullanilmak igin -20°C’de

saklandi.
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Sekil 17. imminopresipitasyon ile protein saflasgtirma basamaklar.

http://ruo.mbl.co.jp/bio/g/support/method/immunoprecipitation.html (27.11.2018)

IP denemesi igin supernatant drneklerinden 500pul ayr1 birependorfa alindi. Igerisine

10ul uygun primer antikor. konularak ependorflarin agzi parafilm ile kapatildi+4° C’de
rotator lizerinde 6 saat inkiibasyona birakildi (Resim 7). 6 saatsonunda primer antikor ile
inkiibasyona birakilan 6rneklerin iizerine protein A/G agarose eklenerek +4° C’de rotator
lizerinde 48 saat inkiibasyona birakildi. Protein, antikor ve AG Beads etkilesimleri Sekil
18°de gosterilmistir. Inkiibasyon sonunda &rnekler +4° C’de 3000 rmp 10 dakika santrifiij
edildi. Pellet RIPA buffer ile yikandi. Yikamalar sonunda kalan pellet 1:1 oraninda hazirlanan
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2x ornek yiikleme tampon ile 5 dakika 95°C kaynatildi. Tiim o6rnekler western blot

deneylerinde kullanilmak iizere -20° C’de saklandu.

Resim 7. IP deneyinde Rotator iizerindeki hiicre lizat1 ve primer antikor.

3.10. istatistiksel Analiz

Bu tez ¢alismasinda Istatistiksel analiz yonteminin se¢imi ve uygunlugunun tespitinde
normal dagilimlar arastirilmis ve SPSS 15.00 analiz programi kullanilarak yapilmustir.
Gruplar arasindaki farkin karsilastirilmasi i¢in One Way Anova ve post_hoc test olarak Tukey
testi kullanilmis, gruplar arasi istatistiksel karsilagtirmalar ise student T testleri kullanilarak

gergeklestirilmistir. Anlamlilik diizeyi p< 0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Plazmidlerin Cogaltilmasi ve Klonlarin Sec¢imi

Elektroporasyon ile transformasyonu yapilan bakteriler LB Agarda biylitildi ve
koloniler segilerek ayr1 petrilerde iiretildi. izolasyon i¢in kolonilerden alinan bakteri kiitiirleri
LB medyumda firetilerek plazmid izolasyonunda kullanildi.

Kontrol grubuna kiyasla pIRF5 plazmidi icerek bakteriler daha az koloni olustururken
pOCT4 plazmidi i¢eren bakteriler daha fazla koloni olusturdugu gézledi (Resim 8).

pKontrol pIRFS pOCT4

Resim 8. DH5a Bakterileri Kompetent hiicre kolonileri.

DHSa

4.2. Plazmid izolasyonu Sonrasinda Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen plazmidlerin Nanodrop 6lgiimleri alindi miktari ve safligi belirlendi. Bu
denemeye ek olarak Agaroz jel elektroforezi yapildi. Miktar ve saflik dogrulamasi 2 deneme
ile dogruland. izole edilen plazmidler kullanilan DNA marker1 ile %1°lik Agaroz jelde yerleri
belirlendi. Gériintii 2 bant seklinde elde edildi. Ust bant nicking plazmid DNA, alt bant
stipersarmal plazmid DNA olarak beklenen sonuglar elde edildi (Sekil 18).

n o=
= Q
= Q
=» =8
6000bp ——>
5000bp ——>

4000bp ——>

Sekil 18. Agaroz jel elektroforezinde plazmidlerin ayristirilmasi.
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4.3. Plazmidlerin Ekspresyonlarinin Kontrolii

pKontrol-GFP ve pOCT4-GFP plazmidlerinin GFP ekspresyon kontrolii yapildi.
Kontrol grubunda GFP proteininin overexpresyonu yapildi ve hiicrenin her yerinde lokalize
oldugu goriildii. pOCT4+GFP ile yapilan overexpresyonda ise niikleus ¢evresinde lokalize
oldugu goriildi. OCT4 proteininin niikleer bir protein olup, ekspresyon sonrasi niikleus

cevresinde hareketliligi Florasans Mikroskop ile goriildii (Resim 9).

pKontrol pOCT4

en
U--
=

Resim 9. Plazmid transfeksiyonunun PC3 hiicrelerinde expresyonu.

4.4. Overexpresyon Yapilan Proteinlerin Western Blot Analizleri

Western Blot analizlerinde IRFS5 proteinin overexpresyonu gosterildi. Kontrol grubuna
gore daha yiiksek oranda IRF5 protein expresyonu bandi gozlemlendi. Referans protein olarak
GAPDH kullanilarak karsilastirildi (Sekil 19).

pKontrol
pIRF5S

GAPDH L S | 37 kDa

Sekil 19. pIRF5 ekspresyon vektoriinde IRF5 protein ekspresyon western blot ile kontrolii.
pIRFS5 ile overexpresyon yapilan hiicrelerde kontrol grubuna oranla IRF5 proteini
yaklagik 5.3 kat fazla miktarda sentezletildi. IRF5 overekspresyonu PC3 hiicrelerinde basarili

bir sekilde gergeklestirilmis ve kontol grubuna gore artist anlamli bulunmustur (p<0,001)
(Sekil 20).
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PC3 Hiicresi

IRF5/GAPDH oram

L )

—

pKontrol pIRFS

Sekil 20. pIRF5 ekspresyon vektoriinde IRF5 protein ekspresyon diizeyleri.
Western Blot analizlerinde OCT4 proteinin overexpresyonunun PC3 hiicrelerinde
gerceklesip gerceklesmedigi gosterilmistir. Kontrol grubuna gore daha yiiksek oranda OCT4
protein expresyonu saglandi. OCT4 proteinin 45 kDa ve 52 kDa da 2 farkli bant verdigi
bilinmektedir. Uzun exposure ile 2 bant (45kDa) olarak over expresyonun oldugu gosterildi.
Referans protein olarak GAPDH kullanildi (Sekil 21).

pKontrol
pOCT4

OCT4 — 52 kDa
(uzun
exposure) — 45 kDa

Sekil 21. pOCT4 ekspresyon vektoriinde OCT4 protein ekspresyon western blot ile kontrolii.
pOCT4 ile overexpresyon yapilan hiicrelerde kontrol grubuna oranla OCT4 proteinin
yaklasik 3.2 kat fazla miktarda sentezletildi. OCT4 proteini overeksresyonu PC3 hiicrelerinde

gerceklestirilmis ve kontrol grubuna gore artis anlamku bulunmustur (Sekil 22).

PC3 Hiicresi
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e
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OCT4/GAPDH oram

e
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pKontrol pOCT4

Sekil 22. pOCT4 ekspresyon vektoriinde OCT4 protein ekspresyon diizeyleri.
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4.5. Transfeksiyon Sonucu Hiicrelerdeki Degisiklikler

Transfeksiyon sonrasi PC3 hiicrelerinin morfolojilerini degerlendirmek i¢in mikroskop
altinda hiicresel degisiklikler ve proliferasyon incelenmistir. IRF5 proteininin hiicre

proliferasyonunu negatif yonde etkiledigi buna karsilik OCT4 proteinin proliferasyonu pozitif

yonde etkiledigi gozlemlendi. (Resim 10)

pKontrol pIRF5S

Resim 10. pIRF5 ve pOCT4 ekspresyon vektorlerinin transfeksiyon sonrasi hiicre morfolojileri.
Istatistiksel olarak degerlendirildiginde kontrol grununun proliferasyonu %100 olarak
alindiginda pIRFS5 ile transfeksiyon yapian hiicrelerde proliferasyon yaklasik olarak %75,
pOCT4 ile transfeksiyon yapilan hiicrelerde ise yaklasik olarak %130 olarak bulunmustur.
(*p<0,05, **p<0,001 kontol grubu ile karsilastirildiginda) (Sekil 23).
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Sekil 23. pIRFS ve pOCT4 vektorlerinin hiicre proliferasyonu iizerine etkisi.

4.6. OCT4’iin Hiicre Migrasyonu Uzerine Etkisi
Migrasyon denemesi i¢in scratch yontemi kullanilarak elde edilen verilerde kontrol
grubuna kiyasla pOCT4 vektor plazmidi ile overexpresyon saglanan hiicrelerde; plate lizerine

acilan yaranin daha fazla kapandigi goézlendi. Bu sonu¢ OCT4 proteinini migrasyonu

hizlandirdigini géstermektedir (Resim 11).

0.saat 24.saat

pOCT4

PC3 hiicresi

Resim 11. pOCT4 ekspresyon vektoriiniin PC3 hiicrelerinde migrasyon plate goriintiisii.
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Istatistiksel olarak pOCT4 expresyon vektdriiniin PC3 hiicrelerinde kontrol grubuna
oranla yaklasik %45 arttirdigi bulunmustur. Bu sonuglar OCT4 proteinin PC3 hiicrelerinde
proliferosyonu pozitif yonde etkiledigini gostermektedir ** p<0,01 kontrol grubuna gore).
(Sekil 24)

PC3 Hiicresi
180
160
140

n

% Migrasy

pKontrol pOCT4

Sekil 24. pOCT4 ekspresyon vektoriiniin PC3 hiicrelerinde migrasyon degisiklikleri.
4.7. IRF5 ile OCT4 Protein Etkilesimleri Sonuglari

OCT4 ve IRF5 overekspresyon yapilan PC3 hiicrelerinde OCT4 ile IP yapilan
orneklerde hem IRF5 hemde OCT4 yogun bir sekilde goriilmektedir. Ayni1 Orneklerin
inputlarinda OCT4 kontrolii yapildiginda IRF5 overexpresyon yapilan hiicrelerde kontrol
hiicrelerine gore OCT4 protein expresyonu daha az oldugu goriilmektedir. IRF5 overeksprese
oldugu zaman OCT4 diizeyleri azalmig olabilir. IRF5 ve OCT4 proteinlerinin birbirleri ile
iliskide oldugu bantlarda goriilmektedir. GAPDH endojen protein kontrolii olarak kullanilmig
ve protein miktarlarmin her bir kuyuda esit olduklar1 gosterilmistir. (Sekil 25)

pKontrol
pOCT4
pIRFS

WB:IRF5

- WB:0CT4
—
’ .- ; - ‘ WB:0CT4

Sekil 25. OCT4 ile IP yapilan 6rneklerde OCT4 ve IRF5 protein iliskisi.

i

IP:OCT4

input

IRFS ile yapilan IP 6rneklerinde OCT4 ve IRF5 overekspresyonu yapilan hiicreler
karsilagtirildigt zaman OCT4 bantlarmin her iki blottada oldugu goriilmektedir. Kontrol
hiicrelerinde de bu bantlar goriilir ve IRF5 overekspresyon yapilanlarda bantlarinda daha
yogun oldugu goriilmektedir. Ayni sekilde érmeklerin IRF5 bantlar1 degerledirildigi zaman
kontrol grubuna gore bantlar daha yogundur. Inputlarda IRF5 overekspresyon diizeyleri

kontrol edildigi zaman yalnizca pIRF5 plazmidi ile overekspresyon yapilan drneklerde bant

59



goriilmektedir. GAPDH endojen protein olrak kullanilmig ve her bir kuyuda 6rneklerin esit
yiiklendigi goriilmektedir. (Sekil 26)
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Sekil 26. IRFS5 ile IP yapilan 6rneklerde OCT4 ve IRFS5 protein iliskisi.

Kok hiicre faktorlerinden digerleri Nanog ve SOX2 bantlar1 IRF5 ve OCT4
overekspresyon yapilan hiicrelerde OCT4 ile IP yapilan 6rneklerde kontrol edilmistir. OCT4,
IP yapilan 6rneklerinde etkilesimde oldugu Nanog ve SOX2 proteinlerinin PC3 hiicrelerinde
de oldugu gorilmektedir. OCT4 proteinin diger kok hiicre faktorleri ile birlikte PC3
hiicrelerinde ekspresyon yaparak hiicrede c¢esitli sinyallerin gergeklesmesine katkida

bulunmustur. (Sekil 27)

pKontrol
pOCT4
pIRF5

- . ! WB:SOX2

Eand WB:Nanog

IP:0OCT4

Sekil 27. OCT4 ile IP yapilan 6rneklerde SOX2 ve Nanog protein iliskisi.
IP sonuglari biitiinii ile degerlendirildigi zaman IRF5 ve OCT4 proteinleri birbirleri ile
etkileserek transkripsiyonda énemli rol oynar. Iki proteinin birbirleri ile etkilesimde olmas1 ve

farkli bolgelerden baglanmalar yaparak ¢esitli fonksiyonlar: yerine getirmesi konusunda ileri

analizlere ihtiyag vardir.
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5. TARTISMA

Prostat kanseri ileri yaslarda erkeklerde sik goriilen kanser tiirii olmasinin yani sira
erkeklerde Olim oranlart agsindan da ikinci siradadir. Prostat kanseri heterojenitesi
cogunlukla adenokarsinom olarak tanimlanir ve biyopsi drneklerinde g¢esitli boyamalar ile
tiiri saptanmaya calisir. Bununla birlikte, kanda prostat spesifik antijen (PSA) testi yapilarak
da prostat kanserinin teshisi ve tedavide izlemi gerceklestirilir. Prostat kanserinin farkli hiicre
tiirline sahip olmasi sebebiyle hiicresel degisiklikler ve molekiiler mekanizmalar hastalik
tanisinin konulmasi agisindan 6nemlidir. Andorjene bagimli ve andorjenden bagimsiz farkli
prostat kanser hiicrelerinin yapisal Ozelliklerinin farkliligi nedeniyle molekiiler olarak
hiicresel yamtlar1 da farklilik gosterir. Ozellikle androjenreseptérleriekspre eden prostat
kanser hiicreleri i¢in tedavide anti-androjenler kullanilirken, androjen reseptorii icermeyen
prostat kanser hiicreleri i¢in bu tedavi uygun degildir. Prostat kanseri teshisi konuldugu
zaman, genellikle prostatin cerrahi eksizyonu, radyoterapi, kemoterapi, anti-androjen tedavi
gibi yaklagimlar kullanilmaktadir. Son yillarda tiimor dokusunu kiigiiltmek ve saptanamayan
prostat kanser hiicrelerini azaltmak icin immunoterapi, gen tedavisi ve yenilik¢i ila¢ hedef
tedavileri konusunda arastirmalar son yillarda hiz kazanmaktadir. Bu nedenle prostat
kanserinde membrandaspesifik proteinlerdeki degisiklik, hiicre icerisinde proteinlerin birbiri
ile etkilesimi ve transkripsiyon faktorlerinin hiicresel degisiklikleri kontrol mekanizmalar1 tani
ve tedavinin gelistirilmesi agisindan olduk¢a 6nem kazanmaktadir.

Prostat kanser hiicreleri olarak bilinen ve androjen reseptorii bulunmayan PC3
hiicreleri kok hiicre olmasalar bile kok hiicre oOzelliklerini tasiyan ¢esitli faktorleri
icermektedir. Bu hiicreler kok hiicre faktorii olarak bilinen Nanog, OCT4, SOX2, Lin28B ve
Kl1f4 gibi ¢esitli transkripsiyon faktorlerini igermektedir (Kong ve ark 2010).Embriyonik kok
hiicre faktorleri olarak bilinen bu faktorlerin hiicre farklilagmasinda rollerinin oldugu
bilinirken kanserli hiicrelerde bulunmalar1 ve bazi proteinler ile iligkilerinin oldugunun tespit
edilmesi son yillarda kanser arastirmalarinda 6nem kazanmustir.

Oktamer baglayict transkripsiyon faktorii 4 (OCT4) POU ailesinin bir tiyesi olup,
organizmada 6nemli rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir. Organizmanin gelisiminde
oneme sahip oynamakla birlikte yapilan calismalarda kanser kok hiicrelerin gelisimi ve
farklilasmasinda gorevli oldugu (Cherepanova OA ve ark. 2016; Hu T ve ark. 2010), tiimor
hiicrelerinde kemorezistans gelistirdigi de gosterilmistir (Wang XQ ve ark. 2010; Linn DE ve

ark. 2010). OCT4 diizeylerinin anormal ifadesinde 6zofagus, mide, meme, kiiclik olmayan

61



hiicre, akciger, prostat kanseri ve oral skuamoz hiicreli karsinom gibi bazi1 malign tiimorlerin
gelisiminde ve baglamasinda etkili oldugu bildirilmistir(Ezeh UI ve ark. 2005; Chen YC ve
ark. 2008).

Heptoseliiler kanser hastalar1 (HCC) 1ile vyapilan bir ¢alismada kanser
prognozukdtiilestikce OCT4 diizeylerinin arttig1 tespit edilmistir. HCC kanser hiicre hatlari
kullanilarak OCT4 diizeyleri arturildigi zaman hiicrelerde metaztaz yeteneklerinin ve
migrasyon diizeylerinin yiikseldigi goriilmiistiir. Hep3B karaciger kanser hiicrelerinde OCT4
diizeyleri susturuldugu zaman kanser hiicrelerinin bliyliyemedigi ve migrasyon yeteneklerinin
azaldig: tespit edilmistir (Wang Gve ark., 2018).

Biz calismamizda PC3 prostat kanser hiicrelerinde OCT4 over ekspresyon yapilan
orneklerde migrasyon diizeylerinin arttigini saptadik. Kontrol gruplarina gére daha hizli
boliinen, hizli yayilan ve hiicrelerdeki morfolojik degisikliklerde OCT4 protein ekspresyon
diizeylerindeki degisikliklerin hiicrenin biiyiime egilimini arttirdigin1 bulduk. Endometriozis
hastalari ile yapilan bir klinik ¢alismada saglikli gruba gore hastalarda OCT4 gen ve protein
diizeylerinin yliksek oldugu ve endometrial hiicrelerin migrasyonunda OCT4 {in etkili oldugu
gosterilmis veVimentin, Twist ve Slug proteinleri ile migrasyonun tetikledigi 6ne siiriilmiistiir
(Chang JH ve ark. 2013). Invazivservikal kanser dokulari ile normalservikal epitelyum
dokular1 ile yapilan baska bir calismada ise OCT4 diizeylerinin kanser hastalarinin
dokularinda yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayn1 calismada Hela ve SiHa hiicrelerinde OCT4
diizeyleri indiiklenmis ve bu modifiye hiicreler kullanilarak xenograft tiimoér modeli
olusturulmustur. Tiumoér biiylimesi karsilastirildiginda Hela-OCT4 ve SiHa-OCT4 ile
indiiklenen tiimorlerin boyutlarinin daha biiylik oldugu ve Ki-67 diizeylerinin arttig1 tespit
edilmistir (Wang YD ve ark. 2013). Endometriazis hastalar1 ile yapilan bagka bir arastirmada
ise OCT4 proteininin TGF-B ve TGF-B reseptorii iizerinde etkili olarak migrasyonu
diizenledigi, Snail ve N-kaderin proteinlerininendojen OCT4 diizeylerini kontrol ettigi
bildirilmistir (Au HK ve ark. 2015).

Prostat kanseri ve OCT4 ile ilgili yapilan arastirmalara baktigimiz zaman OCT4’ {in
prostat kanserinin prognozunda nasil rol oynadig1 tam olarak tespit edilememistir. HPE, insan
prostat epitel hiicreleri kullanilarak yapilan bir ¢aligmada oncelikli olarak embriyonik kok
hiicre belirtegleri olan Nanog, OCT4 ve SOX2 diizeylerinin bu hiicrelerde yiiksek oldugu
goriilmistiir. Bu hiicrelerdenhTERT kullanilarakprogenitor hiicre olan HPET prostat kanser
kok hiicreleri gelistirilmistir. Arastirmada hemprogenitor hiicre belirtegleri CD144, CD133
Nestin, C-kit ekpresyonununhemde OCT4, Nanog, SOX2 ekspresyonunun oldugu

gosterilmistir (Gu G ve ark. 2007). Bu transkipsiyon faktorlerinin hiicre 6liimiinden hiicrenin
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gelisimine kadar bir ¢ok noktada molekiiler anahtar 6zelligi gosterdikleri bildirilmistir.
Embriyonik kok hiicre belirteci olan OCT4 i¢in mesoderm ve endoderm asamasinda
farklilasmada baslatic1 rol oynarken, trophektoderm asamasinda ise downregiile olarak
farklilasmay1 geriye ¢evirdigi bildirilmistir (Niwa Hve ark., 2000). Prostat kanser hiicrelerinde
endojen OCT4 diizeyleri incelendigi en az ekpsresyonun PC3 hiicrelerinde oldugu
bildirilmektedir. Bu konuda yapilan bir arastirmada OCT4 diizeylerinin DNA metil
transferazlar (DNMT) tarafindan kontrol edildigi 6ne siiriilmiistiir. PC3 hiicrelerinde DNMT1
inhibitori olan 5-Aza (5-Azacytidine) ile muamele edildiginde OCT4 diizeylerinin artigina
bagli olarak migrasyonun arttigi ileri siiriilmiistir. Ayn1 zamanda N-kaderin, Zeb2 ve
Vimentin diizeylerininde degistigi metilasyonda bu transkripsiyon faktorlerinin birbirleri ile
iligkili oldugu gosterilmistir (Lee E ve ark. 2016).

Interferonlar, patojenlere karsi hiicre savunma sistemleri tarafindan salgilanan
glikoproteinlerdir. Bu proteinler, hiicre ylizeyindeki reseptdrlerine baglanmasina bagli olarak
Tip I, Tip II ve Tip III IFN' ler olmak {izere {i¢ gruba ayrilir.IFN' ler, ¢ok ¢esitli hiicre tiplerini
etkileyen ve virlis enfeksiyonunu baskilayan proteinler olmasinin yan sira kanser tedavisinde
kullanilmas: ile ilgili olarak giincel arastirmalar yayginlasmaktadir (Minn 2015).
Interferonlarin salmimi hiicre icinde interferon diizenleyici faktdrler olarak bilinen IRF’ler
tarafindan kontrol edilir. IRF5 bir tarnskripsiyon faktorii olup tip 1 IFN genlerinin
aktivasyonunu gerceklestirir (Yanai H ve ak 2007). IRF5 ¢esitli inflamatuarsitokinleri, bazi
timoOr baskilayict genleri uyarmakta ve antiviralaktivitesininde oldugu bildirilmektedir
(Barnes ve ark 2002). IRF5 i¢in tipl interferonlar tiizerinde etki gdstermesi kanser
arastirmalarinda ¢esitli proteinler lizerinde de farkli etki mekanizmalarini etkileyebilecegi 6ne
stirilmektedir. IRF5 yapisal olarak fosforilasyon bolgesi ve DNA ya baglanma bolgesi igeren
bir transkripsiyon faktorii olup bazi genlerin transkripsiyonlar1 iizerinde etkilidir.
Stoplazmadafosforilekalde bulundugu zamanda ¢esitli proteinler ile etkilesimde bulunacagi
ile ilgili arastirmalar devam etmektedir. Interferonregiilator faktdr proteinleri
cogunluklap300/CBP proteinine baglanarak c¢esitli transkirpsiyon mekanizmalarinda rol
oynadig1 ve bazi genlerin aktivasyonu/inhibisyonunu diizenledigi bilinmektedir (Brian K ve
ark. 1998). IRFS5 transkripsiyon faktoriide CBP/p300 dimerizasyonunu gerceklestirerek
baglanmay1 gerceklestirir ve DNA da konformasyonu degistirerek diger faktorlerin
baglanmasini kolaylastirir. Viriis ile infekte BJAB hiicrelerinde (B-celllymphomacellline)
IRF5 ve IRF7’nin hedef proteinleri konusunda yapilan arastirmada p300/CBP proteinleri ile
etkilesen faktorlerin hiicre farklilasmasinda rol oynayan faktorler ile iligkili olabilecegi

bildirilmistir (Barnes Blve ark. 2004). Interferon gamma’ nin p300/CBP baglanma bolgesi
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araciligi ile STAT]I tarafindan etki gostererek anti-viral etki gosterdigi tespit edilmistir (Jue J
ve ark. 1996). STAT proteinleri ¢ekirdek ile sitoplazma arasinda gesitli sinyallerin iletimini
gerceklestirerek kanser regililasyonunda onemli role sahip transkripsiyon faktorleridir.
Kanserlerde hiicrelerin farklilagsmasi ve ¢oglamasinin kontrol edilebilmesi i¢in kok hiicre
faktorleri ile STAT proteinlerinin iligkileri konusunda yapilan arastirmalar son yillarda 6nem
kazanmaktadir. Embriyonik kok hiicre kiiltiirii yapilarak OCT4’tin STAT3 proteini tarafindan
kontrol edildigi ve JAK/STAT vyolagin1 kullanarakfarklilasma siirecinde etkili oldugu
gosterilmistir (Dang VD ve ark. 2013). Bu baglamda STAT3 proteini ve interferon regiilator
faktorler arasinda iligkisi olup olmadig1 konusunda yapilan ¢alismalarda IRF7, IRFS, IRFS5
proteinlerinin STAT1, STAT3 proteinleri ile etkilesime girdigi ve transkripsiyon kompleks
olusumunda tip 1 interferonlar1 kontrol ettigi one siiriilmiistlir (Dimitris T ve Tom M 1995;
Paula M ve ark 1995). Bu bilgiler 1s181nda IRF5 p300/CBP proteinleri ve STAT proteinleri ile
etkilesime girip ¢esitli kok hiicre faktorlerini bu yolla kontrol ediyor olabilir.

Literatiirde IRF proteinlerinin kok hiicre faktorleri ile ilgiliiliskisi konusunda kisitl
sayida arastirma vardir. Interferon regiilatér faktdr-7 (IRF7)’nin HFF1 insan normal meme
hiicrelerinde kok hiicre faktorlerinden OCT4, SOX2 ve Nanog ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Normal meme hiicrelerinde yapilan mikroarray sonuglarina gore kok hiicre
faktorleri ile TLR sinyal yolaginda goérevli olan transkripsiyon faktorlerinin adezyonun
yeniden programlanmasinda etkili oldugu o6ne siiriilmistiirr(Cai Y ve ark. 2015). Bu tez
calismasinda OCT4 over ekspresyon yapilan hiicrelerde OCT4 proteininin IRF5 proteini ile
etkilesim yaptig1 tespit edilmistir. IRFS over ekspresyon yapilan orneklerde hem kontrol
hemde OCT4 asir1 ekpsre edilen hiicrelerinde de etkilestigi tespit edilmistir. Prostat
kanserinde IRF5 proteininin OCT4 proteininin ekpsreyonu iizerinde degisiklik yapip
yapmadig1 konusunda ileri analizlere ihtiya¢ vardir. Fakat iki proteinin birbiri ile etkilesim
icerisinde oldugu ve bunu ortak kullanilan sinyal yolaklar1 iligkili proteinler ile
gerceklestirebildikleri immunopresipitasyon deneyleri ile gosterilmistir. Prostat kanserin
tedavisinde hiicrenin migrasyon yeteneginin azaltilmasi ve endojen olarak salinan proteinler
ile yeni biyobelirteglerin bulunmasi ve hedef terapoétiklerin gelistirilmesi konusunda bu

aragtirma gelecekte yapilacak olan ¢alismalara onciiliik edebilir.

64



6. SONUC ve ONERILER

Tez ¢alismasinda IRF5 ve OCT4 proteinlerinin PC3 insan prostat kanser hiicreleri
hiicrelerinde etkilesime girdikleri asir1 protein ifadesi yapilarak immunopresipitasyon
deneyleri ile gosterilmistir. Prostat kanserinde IRF5 ve OCT4 iliskisinin daha detayli
arastirtlmas1 ve bu konuda farkli proteinler ile etkilesimleri konusunda ileri ¢aligmalar
yapilmasi yeni tedavilerin ortaya ¢ikmasi hususunda destek saglayabilir. Bu projede elde
edilen bulgular ile yeni sinyal yolaklarmin aydinlatilmasi ileride prostat kanseri tani ve

tedavisi i¢in yeni ila¢ veya tedavi uygulamalarinin gelistirilmesine fayda saglayabilir.
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